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RESUMO

Materiais bioativos possuem a capacidade de sed@mgecido 6sseo por meio da formacao
de uma interface apatitica que apresenta simidegidguimica e estrutural com a fase
mineral dos 0ssos. Esse processo ocorre devidoaaséne de reacdes quimicas, cujos
produtos também influenciam a adeséo, a proliferag&iferenciacdo e a capacidade de
mineralizacdo da matriz pelas células 0sseas. #sostas celulares contribuem para o
comportamento bioativo, que € conhecido por tepreaiindices em materiais vitreos. No
entanto, como baixas propriedades mecéanicas tansd@ncaracteristicas inerentes aos
vidros, pesquisadores da Universidade Federal de Gdrlos foram estimulados a
empregarem nucleacdo e tratamentos térmicos eipgqmasa o0 desenvolvimento do
Biosilicatd®, uma vitroceramica biotiva, totalmente cristalin@ertencente ao sistema
guaternario FOs-NaO-CaO-SiQ_Embora um elevado potencial osteogénicatro tenha
sido demonstrado para esta vitroceramica, seu®faivivo ainda ndo sdo conhecidos.
Para auxiliar este entendimento, foram desenvadviins estudos. O primeiro teve como
objetivo investigar o desempenho bioléginasivo do Biosilicat§ particulado em defeitos
0sseos em tibias de ratos, por meio de analisesrtuigfométricas e biomecanicas 20 dias
ap6s o procedimento cirlrgico. Este estudo evidengile o Biosilicatd parece favorecer

a formacdo 6ssda vivo e o estabelecimento de fortes ligagdes com ddewoformado.
Com isso, 0 objetivo do segundo estudo foi compa@nética das reacdes 6sseas frente a
duas diferentes distribuicdes granulométricas destz vitroceramica. Embora ambas
tenham sido eficientes para a formacéo 6ssea, réisutas de Biosilicafd com menores
didmetros demonstraram reabsorcao parcial no pedstlidado, que foi acompanhada de
uma maior atividade osteogénica. Com os resultpdsisivos obtidos nestas investigacoes,
iniciou-se uma busca para o desenvolvimento deizeatporosas que pudessem servir de
suporte para a regeneracao guiada do tecido dgsederceiro estudo preliminarmente
avaliou monoculturas e coculturas celulares emirestporosas de Biosilicdte de outras
novas composi¢cdes quimicas desenvolvidas especdit® para este proposito. Os
achados sugerem que, quando em condicOes adequadasatrizes avaliadas podem
produzir respostas celulares favoraveis ao seueguopna engenharia do tecido ésseo.
Estes estudos, de maneira conjunta, apontam parpotemcial promissor e fornecem
diretrizes para o emprego do Biosilicateo favorecimento de processos regenerativos
0Sseos.

Palavras-chave: Bioatividade, vitroceramica, biomaterial particudadgranulometria,
reatividade, tecido 0Osseo, histomorfometria Osgwmapriedades mecanicas, matrizes
porosas.



ABSTRACT

Bioactive materials have the ability to bond andirttegrate with bone tissue by
forming a biologically active bonelike apatite layevhich has chemical and structural
properties equivalent to the mineral phase of jvibone. This process is determined by
chemical reactions, whose products also influemee d@ttachment, the proliferation, the
differentiation and the mineralizing capacity ofnleocells. Cellular responses contribute to
the bioactive behavior, which is known for beingt®r in glass materials. However, as
low mechanical properties are also inherent charistics of glasses, researchers from
Federal University of Sao Carlos were stimulatedewelop nucleation and growth thermal
treatments for the obtainment of the Biosili€ata fully-crystallized bioactive glass-
ceramic of the quaternary systemORNaO-CaO-SiQ. Although a highin vitro
osteogenic potential of this novel glass-ceramis baen previously demonstrated, iits
vivo effects have not been investigated yet. To douiei to this knowledge, two studies
were developed. The first one aimed to investiglagan vivo biological performance of
Biosilicaté” in bone defects of rat tibias, by means of hystmmometric and
biomechanical analyses 20 days after the surgimadeplure. This study revealed that the
fully-crystallized Biosilicat&® has good bone-forming and bone-bonding propettesce,
the second study aimed to compare the kineticsheflione reactions to two different
granulometric distributions of this novel glassaraic. Although they were both efficient
for bone formation, smaller-sized particles of HBioate® showed partial reabsortion,
which was accompanied by a more pronounced ostepgetivity within the period of
time studied. Since positive results were obtairieel search for scaffolds that could serve
as supports for the guided bone regeneration hadedt A third study preliminarily
evaluated cell culture and cocultures in porousctires made of Biosilicateand of other
chemical compositions that were specifically depetb for this purpose. The findings
suggest that, when in adjusted conditions, thefadaf can create favorable cellular
responses for bone tissue engineering purpose®nTagheter, these studies point to a
promising potential and provide directives for tise of Biosilicat® in bone regenerative
processes.

Key-words: Bioactivity, glass-ceramic, particulate biomaterigtanulometry, reactivity,
bone tissue, bone histomorphometry, mechanicalgpties, scaffolds.



ESTUDO 1

Desempenho biologicoin vivo de uma nova vitroceramica bioativa
(Biosilicato®): um estudo biomecanico e histomorfométrico em deitos 6sseos

de ratos.

RESUMO

Objetivo: Este estudo objetivou investigar as respostasaéssaeima nova vitroceramica
bioativa e totalmente cristalina (Biosilic&)p pertencente ao sistema quartenari®sP
NaO-CaO-SiQ. Justificativa: Embora um estudo prévio tenha demonstrado que o
Biosilicatd® promoveu elevada formacdo ésseavitro, seus efeitosn vivo ainda ndo
foram estudadogviétodos: Foram utilizados ratos mach@dstar (n = 40) com defeitos
0sseos bilaterais nas tibias. Grupos experimefaisn delineados para a comparacao
deste novo biomaterial com o material bioativo @er®do padrao-ourd{oglas§ 45S5)

e também com defeitos 0sseos nado-preenchidos dib@m intactas (defeitos e intactos
controles). Um ensaio mecéanico de flexdo de trggosofoi realizado 20 dias apds o
procedimento cirargico, assim como a anallstomorfométrica em duas regides de
interesse: 0sso cortical e canal medular onde mdierial particulado foi implantado.
Resultados: O ensaio mecanico revelou um aumento significatisocarga maxima e
rigidez no grupo Biosilicafd (vs. defeito-controle), atingindo valores similaressos
intactos. Nao existiram diferencas significativas parametros histomorfométricos de 0sso
cortical em grupos com defeitos 0sseos, porémiseuifse uma grande quantidade de
tecido 0sseo imaturo circundando as particulas blosateriais avaliados. Apesar de
ambos exibirem um aumento significativo da formagésea, Biosilicafd foi superior ao
Bioglas§ 45S5 em alguns parametros histomorfométricos (relésseo e nimero de
osteoblastos). Com relacdo & reabsorcdo 6sseaupm @iosilicat§ demonstrou um
aumento significativo do nimero de osteoclastosgpea de tecido quando comparado a
defeitos e intactos controle, apesar de nao existidiferencas na superficie de
osteoclastica como porcentagem da superficie 6€serlusdo: Este estudo revela que o
Biosilicatd® parece favorecer a formacdo 6sseaivo e o estabelecimento de fortes
ligacdes com o tecido neoformado.



ESTUDO 2

Cinética comparativa das respostas Osseas a difetes faixas

granulométricas de Biosilicat§ particulado.

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi comparar as reacdesadsa duas diferentes
distribuices granulométricas de uma nova vitraméza bioativa (Biosilicatd).
Justificativa: As respostas do tecido 6sseo podem variar depdodeos fatores que
influenciam a cinética das rea¢fes quimicas em atenal bioativo. Apesar dos efeitos
positivos da cristalizacéo de vidros bioativos grecentes ao sistemad3-Na,0O-CaO-SiQ

no estimulo a osteogénese, a influéncia do tamdabk@articulas ainda néo foi estudada.
Métodos: Defeitos O0sseos cirurgicamente criados em tibiasratos (n = 80) foram
preenchidos com particulas de 180- a 210-ym ouOfe & 355-pm de Biosilicafoe
Bioglas§ 45S5 (material bioativo padréo-ouro). Defeitose6ssnao-preenchidos também
foram utilizados como controles (n=20). Uma andtistomorfomeétrica foi realizada 10 e
20 dias apo6s o procedimento cirdrgiBasultados:Uma dissolugdo mais pronunciada das
particulas de Biosilicafb com 180- a 210-um foi acompanhada por um volunseds
significativamente maior neste grupo experimerpai0(05). A vantagem do Biosilicto
sobre Bioglas 45S5 foi apenas revelada na faixa granulométricandnor diametro. A
velocidade das reacfes de superficie também p&sedefluenciado o recrutamento de
osteoblastos, embora n&o existiram diferencas fgigtivas quanto ao numero de
osteoclastos. Apenas defeitos 6sseos preenchido8imsilicatd® na faixa granulométrica
de 300- a 355-um apresentaram comportamento sinailadefeitos controle (néo-
preenchidos) com relacdo a fibrose transitoria mlasa na medula ésse@oncluséo:
Particulas de Biosilicatocom menores diametros demonstraram reabsorcédoabparci
periodo estudado, que foi acompanhada de uma ratwidade osteogénica. Apesar de
também eficientes na formacdo 0ssea, particulasresadeste material bioativo exibiram
um comportamento mais estavel nas respostas iratuzid



ESTUDO 3

Andlise preliminar qualitativa da interagdo celular in vitro com matrizes

porosas de novos materiais bioativos.

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo preliminar foi verificaratjitativamente os efeitos de
trés diferentes composi¢cfes quimicas de novos iaatdyioativos em monoculturas e
coculturas celularegustificativa: O estagio critico para a regeneracéo 6ssea éorehao
com a interacdo das células e a superficie dos dbiais. Os fatores que podem
influenciar as respostas celulares devem, portaetoinvestigados na busca por melhores
condicBes para o emprego de matrizes porosas eae@gdo guiada do tecido 6sseo.
Métodos: Células do ligamento periodontal (CLPD) e célulasnonucleares do sangue
periférico (CMSP) foram plaqueadas, de maneiradslou em cocultura, sobre matrizes
porosas de novas vitroceramicas bioativas (Bi@gdic CO00 e CO050). Antes do
plagueamento, as matrizes foram pré-tratadas pmr 10 dias em meio de cultura. As
culturas foram mantidas por periodos de até 14 Nias dias 1, 7 e 14, as matrizes porosas
foram analisadas em microscépio confocal quante@datogia, espraiamento e quantidade
de células aderidafResultados: Quando pré-tratadas por 1 dia, todas as matrides n
demonstraram ser favoraveis a cultura de célulaseManto, no caso do pré-tratamento
por 10 dias, as CLPD encontravam-se espraiadasnergaram-se em ndamero com a
progressao do tempo de cultura. Com relagdo as CpE8E das células aumentam-se de
tamanho e passaram a exibir prolongamentos citopkisos. Houve evidente fusdo de
algumas delas, originando células com mais de wteafque é um fato sugestivo de um
processo de diferenciacdo. As matrizes de C00O0 mEnavam uma aparente desvantagem
com relagdo as demais e as condi¢des de cocuéluiarcdemonstraram efeitos benéficos
mais pronunciados.Conclusdo: De maneira preliminar, os achados do presentel@stu
sugerem que, quando em condi¢cdes adequadas, agemavaliadas podem produzir
respostas celulares favoraveis ao seu empregogealesria do tecido 6sseo.
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Os avancos tecnoldgicos na area da salde visam estratégias eficazes para
melhoria da qualidade de vida dos individuos. Cate @ropdsito, a busca por novos
materiais que atuem no favorecimento de processgenerativos teciduais deve ser
enfatizada para a solucdo de problemas relativesreatodos comumente empregados na
pratica clinica. No tratamento de defeitos com petld massa O0ssea, por exemplo, a
disponibilidade em quantidade limitada e a morbédah area doadora no caso dos
enxertos 0sseos autdogenos (Yoneda et al., 2005)isc®@ potencial de transmissdo de
doencas infecciosas ou de rejeicdo no caso doswxades (Bauman et al., 2009)
caracterizam-se como desafios nas clinicas medidarmtoldgica.

Neste contexto, materiais bioativos tem sido sScdaetente desenvolvidos pois,
além de serem vantajosos quanto a estes quesittas @aracteristicas peculiares os
tornam promissores frente a necessidade crescemtesybstitutos 0sseos eficazes. A
bioatividade refere-se a propriedade destes bisrastele se ligarem ao tecido 6sseo por
meio da formacdo de uma camada de hidroxicarbopatitea (HCA) que é quimica e
estruturalmente similar a fase mineral do osso €HeR003). Além disso, efeitos benéficos
para regeneracdo 0ssea ocorrem por meio de unoérinib dos produtos da dissolucéo
ibnica destes materiais na expresséo de geneoreldos aos processos de diferenciacao e
proliferacdo de células da linhagem osteoblastiten¢h et al., 2000; Gao et al., 2001;
Xynos et al., 2001).

O vidro Bioglas§ 45S5 é mundialmente conhecido h& anos por apezsemhaior
indice de bioatividade entre os materiais dispasigendo considerado como padréo-ouro
para aplicacdo em procedimentos nos quais um detimnwsteogénese € necessario

(Hench, 2003).
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No entanto, as caracteristicas micro-estruturaseiries aos materiais vitreos que
favorecem a bioatividade também determinam umandiigéio das propriedades mecanicas
de suas estruturas monoliticas, o que tem limitadso de biovidros na engenharia do
tecido 0sseo (Hench, 1996; Vallet-Regi, 2001).

Frente a este obstadculo, o Laboratério de MaterMiteos (LaMaV) do
Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) migdusidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar) desenvolveu uma vitroceramica bioativéglteente cristalina, pertencente ao
sistema quaternario ,0s-Na,0-Ca0-SiQ, denominada Biosilicafo (patente WO
2004/074199; Zanotto et al., 2004). Os processosridtalizacdo desenvolvidos para a
melhoria das propriedades mecanicas também pdissinih que o Biosilicafdbmantivesse
um nivel de bioatividade comparavel aos dos vibioativos de classe A, evidenciado pela
formacdo de uma camada de hidroxicarbonatoapadi@A) sobre a sua superficie em
contato com SBF-K9 em 24 horas (Moura et al. 20@Xperimentosin vitro também
demonstraram que o Biosilicdt@romoveu a formacdo de areas mais extensas di matr
6ssea calcificada em comparacdo com o Biosiffcaiimeo e com o BioglaSs45S5 em
meio de cultura osteogénico (Moura et al. 2007).

Estes relevantes achados nos estimularam a inaestigaté entdo desconhecidos
efeitos osteogénicas vivo desta vitroceramica totalmente cristalina. O phinestudo
desta tese foi desenvolvido com o objetivo de coarpapor meio de analises
histomorfométricas e biomecanicas, o desempenHégdiio in vivo do Biosilicat§ e do
Bioglas§’ 45S5 (biomaterial padrdo-ouro) particulados em ittefedsseos em tibias de
ratos.

Como esta primeira investigacdo incluiu um udnicaagi®e do processo de

regeneracdo 6ssea induzido por uma faixa granulimmétspecifica do Biosilicatee do
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Bioglas§ 45S5 particulado, a cinética da dissolucdo de drasulometrias deste materiais
e seus os efeitos teciduais foram comparados esegondo estudo.

Com os resultados positivos obtidos nestas invagirgs, iniciou-se uma busca para
o desenvolvimento de matrizes porosas que pudessetin de suporte para a regeneracao
guiada do tecido 0sseo. Diversos pesquisadores feravolvidos na procura por melhores
condic¢des, inclusive abrangendo o desenvolvimeetoalas composi¢cfes quimicas que
pudessem ser mais eficientes para tal proposites@pdas pesquisas ainda em andamento,
resultados qualitativos preliminares da interac@ular com estas matrizes estao
apresentados no terceiro estudo desta tese, qdedenvolvido por meio de um programa
de doutorado-sanduiche da CAPES (Universiteit varstArdam, orientacdo do Prof. Dr.
Vincent Everts).

De maneira conjunta, estes estudos apontam pargpatencial promissor e
fornecem diretrizes para o emprego do Biosilifamm favorecimento de processos

regenerativos 0Sseos.



ESTUDO 1

“Desempenho bioldgican vivo de uma nova
vitroceramica bioativa (Biosilicato®): um estudo
biomecanico e histomorfométrico em

defeitos 6sseos de ratos”

20
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INTRODUCAO

Milhdes de fraturas 6sseas ocorrem anualmente molonwdo. Embora a regeneragéo do
tecido 6sseo seja um processo bioldgico organieagfaiente, o retardo na consolidacdo e nao-
unides podem resultar de respostas regeneratisacientes em alguns casos (Zimmermann et
al., 2007). Além disso, prejuizos no crescimentm e@emodelamento 0sseo também podem ser
decorrentes de outras situacdes clinicas, comasv@in doencas e na reseccdo de tumores
(Gautier et al., 2005).

Neste contexto, verifica-se uma necessidade cpticdecnologias capazes de estimular a
regeneragdo 6ssea (Gautier et al., 2005). Um teatBmpromissor constitui-se no uso de vidros
bioativos como substitutos 6sseos, devido a capdeidlestes materiais de se ligarem e se
integrarem com o tecido 6sseo vivo por meio do medeimento de uma camada de
hidroxicarbonatoapatita biologicamente ativa nariiace osso-material (Hench & Polak, 2002;
Hench, 2003). A osteoproducdo, i.e. proliferac&tuiida de tecido 6sseo em uma regido de
defeito (Hench, 2003), ocorre como consequénciaagalas reacdes na superficie de vidros
bioativos. Ainda mais, a superficie reativa promavéeracédo de ions sodio, célcio, silandis e
fosforo que estimulam a adeséo, a proliferacdoddeaenciacdo de células osteoprogenitoras
(Hench et al., 2000; Xynos et al. 2000a; Xynod.eQ00b; Xynos et al., 2001; Hench, 2003).

O Bioglas§ 45S5, um vidro silicatado (45% Si(4.5% NaO, 24.5% CaO, 6%Ps),
tem sua composi¢do conhecida ha anos como a noaigviai entre inimeros vidros que se ligam
ao tecido 0sseo por meio da interface apatitican¢hle2003). Este vidro foi pioneiramente

introduzido por Hench no inicio dos anos 70 e, eematdo, tem sido utilizado em diversas
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situacdes clinicas, incluindo o reparo de defepesiodontais, reconstru¢cdo maxilo-facial,
cirurgias na coluna vertebral e preenchimento deitde ésseos (Hench, 2003).

Muitos trabalhos vem provando queBioglas§ 45S5 possui efeito estimulador na
osteogénese (Reilly at al., 2007; Nandi et al.,9200argas et al., 2009). Culturas de células
6sseas humanas sobre a superficie de discos dm®fo45S5 demonstraram um aumento da
formacdo de nodulos 0sseos, que sdo estruturaimiisionais compostas por matriz
extracelular calcificada e agregados celulares, complexidade organizacional similar a
evolugcdo natural do crescimento 0sseovivo (Xynus et al., 2000). Somando-se a isso, 0S
produtos idnicos do Biogla8s45S5 induziram um aumento na proliferacdo de bkstos
humanos e na expresséo génica do fator de credoirmemelhante a insulina tipo 1l (IGF-II),
um potente agente mitdgeno para as células dagimhasteoblastica (Xynus et al., 2000b). De
fato, 0 mecanismo para regeneracéo teciausitu envolve a ativacdo de sete familias de genes
gue controlam o ciclo celular, a mitose e a difetl@géo de osteoblastos (Hench et al., 2004).

Apesar dos conhecidos efeitos estimulatorios reogénese, a aplicacdo de biovidros na
engenharia do tecido 6sseo tem sido limitada gratciente devido as baixas propriedades
mecanicas destes materiais (Vallet-Regi, 2001; ddeoe et al., 2002). Considerando esta
importante questdo, pesquisadores do LaboratoriMateriais Vitreos da Universidade Federal
de S&o Carlos desenvolveram tratamentos térmic@s maleacdo e crescimento de cristais,
visando a obtencdo de uma vitroceramica bioatiteln@nte cristalina, pertencente ao sistema
quaternario fOs-Na,0O-Ca0-SiQ Biosilicatd®, patente WO 2004/074199) cristalizacéo altera
significativamente as caracteristicas de fratua\doros, levando a obtencédo de vitroceramicas
com propriedades mecanicas superiores. Por oudm &introducdo de fases cristalinas pode,

em principio, diminuir a bioatividade (Hench, 19967allet-Regi, 2001). Porém,
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interessantemente, experimenityitro demonstraram que o Biosilic&tpromoveu a formacéo
de areas mais extensas de matriz 6ssea em comparagéo Biosilicat vitreo e com o
Bioglas§ 45S5 em meio de cultura osteogénico (Moura &0#l7).

Estes relevantes achados nos estimularam a progredinhecimento sobre os efeitos
desta vitroceramica totalmente cristalina na o$irege. Apesar do Biosilictter favorecido a
formacdo de matriz 0ssea-simitevitro, seus efeitos sobre a formacdo 6ésseavo ainda néo
sdo conhecidos. Neste contexto, o objetivo destel@doi investigar e comparar o desempenho
biolégico in vivo do Biosilicat§’ e do Bioglas$ 45S5 (biomaterial padrdo-ouro) em defeitos

0sseos em tibias de ratos.

METODOLOGIA

Biomateriais
Silica de alta pureza, carbonato de calcio, catboda sédio e fosfato de sédio foram

usados para obtencdo da composicdo genérica dta&bgd5S5 e do Biosilicafovitreo. As
matérias-primas foram pesadas e misturadas nadadepropor¢cdes durante 30 minutos. Em
seguida, as composi¢cOes eram deixadas homogepeizaerca de 3 horas a temperatura entre
1250 e 1388 em forno elétrico de fusdo (Rapid Temp 1710 BIM Eurnaces Inc.,
Bloomfield, NJ, EUA) no Laboratério de MateriaistMios da Universidade Federal de Sé&o
Carlos (Séo Carlos, SP, Brasil). Imediatamente idepdiquido era vertido em moldes acgo inox
para proporcionar um rapido resfriamento do mdtepassibilitando a obtencdo de placas

vitreas.
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Para obtencdo da vitroceramica totalmente crisiddiz (Biosilicat§), as placas de
Biosilicato® vitreo passaram por ciclos de tratamento térméara promover sua cristalizaco.
Os primeiros ciclos térmicos foram executados enxaBatemperaturas para favorecer a
nucleacdo volumétrica dos cristais. Posteriormeageamostras nucleadas foram submetidas a
tratamentos térmicos a uma temperatura superier ttadsicdo do vidro para ocasionar a total
cristalizacdo do material. A composi¢cao e o prdtode tratamentos térmicos para obtencdo do
Biosilicatd® estdo descritos detalhadamente na patente WOREA9 (Zanotto et al., 2004).

Finalmente, as placas de Biosilicate Bioglas§ 45S5 foram moidas e os materiais
particulados obtidos foram peneirados para a seldg&aixa granulométrica 180-21dn, que

foi empregada no preenchimento dos defeitos 0ssepsesente estudo.

Delineamento Experimental
Quarenta rato®Vistar machos (idade média de 12 semanas e peso cogntral250-300
g) foram utilizados neste estudo. Os animais foraantidos em condi¢cdes naturais de
temperatura e umidadeiclos claro/escuro de 12 horas e com livre acessigua e racao
comercial. Todos os procedimentos foram estritaeneahduzidos de acordo com os principios
internacionais para o uso de animais em laboratéEete estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica na Experimentagdo Animal da Universidade Feale Sio Carlos.
Os ratos foram randomicamente distribuidos emugas de 10 animais cada:
- Grupo intacto controle (tibias intactas, isentadefeitos 6sseos cirurgicamente criados);
- Grupo defeito controle (defeitos ésseos nao-predasitom biomateriais);
- Grupo Bioglas845S5 (defeitos 6sseos preenchidos com o biomaperitttio-our)y

- Grupo Biosilicat8 (defeitos 6sseos preenchidos com o biomateriat testado).
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Procedimentos Cirargicos

Defeitos 0sseos de tamanho n&o critico foram béente criados no ter¢o superior das
tibias L0 mm distais da articulagdo do joelho). As cirasgforam realizadas em condicfes
estéreis e anestesia geral induzida por injec&a-pdritonial de Kemina/ Xylazina (80/10
mg/Kg). Inicialmente, a face medial da tibia fopegta por meio de uma inciséo longitudinal na
pele tricomizada. Um defeito 0sseo padronizado 2@ mmm de didmetro foi cofeccionado em
cada 0sso por meio de broca esférica motorizadagagdo com soro fisiologico. Os defeitos
foram comprimidos com gaze durante 5 minutos. latadiente em seguida, as cavidades 0sseas
foram totalmente preenchidas com o biomaterial iQdaddo correspondente ao grupo
experimental no caso dos animais tratados. Apogpkantacdo, foram realizadas suturas internas
e externas com fio cirargico (Catgut 4.0). O estatdo saude dos ratos foi monitorado
diariamente.

Vinte dias apdés o procedimento cirdrgico, os arsmi@ram sacrificados com uma

overdose de anestésico e as tibias foram bilaterdénextraidas para analise

Ensaio Mecanico

As propriedades biomecanicas da tibia esquerdanfdeterminadas por meio do teste de

flexdo de trés pontos em um equipamento InSt(atSA, modelo 4444, célula de carga de 1 KN).

Para a realizacdo do teste, as tibias foram posidas em um dispositivo especial que
proporcionou um duplo apoio no osso, distanciaddseesi em 21,7 mm. A célula de carga foi
posicionada perpendicularmente ao eixo longitudittabsso e contralateralmente ao local exato
onde foi realizado o defeito 6sseo, visando submeetiace medial (area de reparo) do osso a

tracdo. Em seguida, uma pré-carga de 5N foi imppata evitar o deslizamento do corpo de
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prova durante o ensaio. Finalmente, a carga fidagd em uma velocidade de 5 mm/mim até que
a fratura do osso ocorresse. A partir da curva atgaedeformidade, foram obtidas a carga

maxima (N) no momento da fratura, a rigidez (N/nen& energia de absorcgéo (J).

Analise Histomorfométrica

Apbs a remocao das tibias direitas, o segmentampabxias mesmas foi fixado em etanol a
70%, desidratado, incluido em metilmetacrilato @&versalmente seccionado por meio de
microtomo de impacto com navalha de tungsténio @odUNG Polycut S, Leica, Alemanha).
Cortes de 5 pum de espessura foram obtidos do ceatdefeito 6sseo, sendo corados com azul
de toluidina a 0,1%. Pelo menos dois cortes nasemutivos foram examinados para cada
amostra. As analises foram realizadas por meioidestopio (Labophot 22, Nikon) acoplado a
placa digitalizadora e programa semi-automatice@seasure (Osteometrics, Atlanta, GA,
USA).

As medidas foram inicialmente realizadas nos coo®rinternos e externos em toda a
extensdo da cortical. ParAmetros estaticos de w@hV/TV, %) e espessura (Ct.Th, um)
corticais foram obtidos. Posteriormente, as mediftamm realizadas em dois campos
padronizados no canal medular onde o biomaterigicpado foi implantado. A area total de
tecido analisado (T.Ar) foi 0.3392 + 0.0004 mn®s indices estaticos obtidos nesta regi&o
foram: volume 6sseo como porcentagem do volumduat(BV/TV, %), volume ostedide como
porcentagem do volume tecidual (OV/TV, %), espessustedide (O.Thum), namero de
osteoblastos por area de tecido (N.Ob/T.Ar, finsuperfice osteoblastica como porcentagem da
superficie 6ssea (Ob.S/BS,%), nimero de osteoslggioarea de tecido (N.Oc/T.Ar, /e

superficie osteoclastica como porcentagem da duojgerbssea (0Oc.S/BS, %). Os indices
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histomorfométricos seguiram a nomenclatura padaokizpela Americasociety of Bone and
Mineral Research’(PARFITT et al., 1987). As analises foram realizada cegas por um Unico

observador.

Analise Estatistica

A homogeneidade dos dados foi verificada por meitedte Shapiro—Wilk's W. Para as
variaveis exibindo distribuicdo normal (BV/TV, OWT O.Th, N.Ob/T.Ar, Ob.S/BS,
N.Oc/T.Ar, absorcdo de enerjjias comparacoes entre grupos foram realizadasapélise de
variancia (ANOVA) de uma via, complementada pekigpost-hocde Tukey HSD nos casos
significantes. O teste de Kruskal-Wallis foi utildo para analise das varidveis que nado exibiram
distribuicdo normal (Ct.V/TV, Ct.Th,0c.S/BS, carga maxima, rigidezO programa
STATISTICA versao 7.0 (data analysis software syste StatSoft Inc.) foi utilizado para
conduzir as analises estatisticas. Valorespde 0.05 foram considerados estatisticamente

significativos. Os resultados foram expressos com@dia + erro padrdo da média (EPM).

RESULTADOS

Néo foram observadas complicacdes poés-cirdrgioas alteracdes no comportamento dos
animais. Todos se recuperaram da cirurgia, comrrmetagapido aos padrbes normais de
alimentacdo e movimentacdo. O tempo de sacrifwicatingido sem a ocorréncia de eventos

adversos.
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Propriedades Biomecanicas

Na Tabela 1 encontram-se expressos os dados olptidessaio mecéanico. Os 0Ssos que
tiveram os defeitos preenchidos com Biosili€ataibiram propriedades biomecanicas similares
aos controles intactos. Somando-se a isso, elegtatgpm uma carga significativamente maior
antes da ocorréncia da fratura e apresentaram mgidez que ossos com defeitos controles.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada camparacdes entre os grupos BisiliCaeo
Bioglas§ 45S5, apesar da auséncia de diferencas signifisagntre este Gltimo grupo com

defeitos controles.

Tabela 1. Propriedades biomecanicas de tibiasts (grupo intacto controle) apds defeitos ésseos
cirurgicamente criados (grupo defeito controle)erter sido preenchidos com materiais bioativos
particulados (Biogla§@54585 e Biosilicat%).

indices Intacto Controle  Defeito Controle Bioglasé® 45S5 Biosilicato®
Carga Maxima 0.072 0.05+ 0.054 + 0.076 +
(KN) 0.003 0.002* 0.005* 0.009**
Absorcéo de 0.049 + 0.023 0.034 = 0.042 +
Energia (J) 0.004 0.003* 0.004 0.006
Rigidez 151 +£12 107 £ 9* 122 £ 11 168 £ 16**
(N/m)

Os dados encontram-se expressos como radia
* p < 0.05vs.intacto controle; ** p < 0.0§s.defeito controle

Histomorfometria Ossea
O volume cortical (Ct.V/TV) encontrou-se signifis@mente reduzido nos grupos

experimentais submetidos a criacdo cirdrgica desisf 6sseos (grupos Defeito Controle,

Bioglas§ 45S5 and Biosilicaft) (Fig.1). A espessura cortical também foi sigaificamente
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maior em controles intactos do que nos grupos Riag® e Bioglas§ 45S5. Nenhuma
diferenca significativa foi constatada na compavagétre os grupos Defeito Controle, Biogfass

45S5 e Biosilicat®.

Estrutura Cortical
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Fig. 1 — A) Volume Cortical (Ct.V/TV, %) e B) Esgmura Cortical (Ct.Th, um) em tibias de ratos (grup
intacto controle) 20 dias ap6s defeitos Gsseosgiramente criados (grupo defeito controle) teréo s
preenchidos com materiais bioativos (Biog(Pa4585 e Biosilicat%).

* p < 0.05vs.intacto controle
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No entanto, uma grande quantidade de osso imaltaroente celularizado estava presente
circundando os biomateriais particulados e a andlimntitativa demonstrou que o volume 0sseo
(BVITV) foi significativamente maior nos grupos Bilicatd” e Bioglas& 45S5 em comparacéo
com ambos os grupos controles (Fig.2), com defeitas-preenchidos também exibindo
atividade osteogénica na regido medular. A comparaip Biosilicat8 com o biomaterial
padréo-ouro (BioglaSs45S5) revelou um volume ésseo significativamentomno grupo
Biosilicatd® (Fig.2).

O osso neoformado foi observado circundando ascpts de Biosilicafd e Bioglas§
45S5, em contato direto com a superficie dos naésefrig.3). Ainda mais, 0s espacgos entre as
particulas também se encontravam preenchidos cabédulas recém formadas, originando
pontes de ligacdo entre algumas particulas.

Depésitos de tecido 6sseo ndo-mineralizado (ostedidtam verificados na superficie do
0sso imaturo (Fig.3). O volume ostedide foi sigrifivamente maior no grupo Biosilic&tdo
gue em ambos os grupos controles (Fig.4), e a sspesstedide maior do que em intactos
controles (Fig.5). Os grupos Bioglds45S5 e defeito controle também exibiram volume
ostedide significativamente maior do que o grupadio controle, porém sem diferencas na
espessurastedide.

Osteoblastos cuboides ativos encontravam-se pessestfileirando areas de tecido
ostedide. Defeitos 6sseos preenchidos com Biosificademonstraram um nimero
significativamente maior de osteoblastos por areaedido(N.Ob/T.Ar) do que os defeitos
preenchidos com Bioglad$s45S5, defeitos ndo-preenchidos e intactos costr@iég.6). O
nimero de osteoblastos também foi significativamenaior no grupo Biogla815S5 do que

em ambos o0s grupos controles, embora a superf&ieoldastica como porcentagem da
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superficie 6ssea (Ob.S/BS) tenha sido significateate maior nos grupos controles do que em
ambos os grupos tratados (Biosili¢amBioglas§ 45S5) (Fig.7).

Considerando o0s parametros de reabsorcdo Ossedficovese um ndmero
significativamente maior de osteoclastos por areatecido no grupo Biosilicafo em
comparagdo com o0s grupos defeito e intacto costr@fég.8), apesar da inexisténcia de

diferencas significativas na superficie osteodasttomo porcentagem da superficie Ossea

(Fig.9).
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Fig. 2 — Wlume 6sseo como porcentagem do volume tecidualTBW6) em tibias de ratos (grupo
intacto controle) 20 dias ap6s defeitos Gsseosgirmamente criados (grupo defeito controle) teréo s
preenchidos com materiais bioativos (Biog<f>a4585 e Biosilicat%).

* p < 0.05vs.intacto controle e defeito controle

** p < 0.05vs.intacto controle, defeito controle e Biogl%sléSS



32

Fig.3 — Particulas# ) de BIOSI|IC§tQA) e Bloglasg 4555 (B) envoltas por tecido 6sseo imaturo
celularizado#% ) coberto parcialmente com depésie 6stedidef ) e fileiras de osteoblasigssatEm

C, atividade osteogénica também verificada no gdejeito controle. Coloragdo com azul de toluidina
0,1%, barra = 100um.
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Fig. 4 - Volume Gstedide como porcentagem do volume teci@@el TV, %) em tibias de ratos (grupo
intacto controle) 20 dias ap6s defeitos Gsseosgirmamente criados (grupo defeito controle) teréo s
preenchidos com materiais bioativos (Biog<f>a4585 e Biosilicat%).

* p < 0.05vs.intacto controle

** n < 0.05vs.intacto controle e defeito controle
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Fig. 5 — Espessura Osteoifl2. Th, um) em tibias de ratos (grupo intacto controle) 20 djaés defeitos
0sseos cirurgicamente criados (grupo defeito cttterem sido preenchidos com materiais bioativos
(Bioglasé@ 45S5 e Biosilicat%).

* p < 0.05vs.intacto controle
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NUmero de Osteoblastc
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Fig. 6 — NGmero de osteoblastos por area de t¢bldob/T.Ar, /mnf) em tibias de ratos (grupo intacto
controle) 20 dias apds defeitos désseos cirurgicemeriados (grupo defeito controle) terem sido
preenchidos com materiais bioativos (Biog<f>a4585 e Biosilicat%).

* p < 0.05vs. controle intacto e controle defeito

** p < 0.05vs.intacto controle, defeito controle e Biogl%%SS
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Fig. 7 — Superficie osteoblastica como porcentagersuperficie 6ss¢®b.S/BS,%)em tibias de ratos
(grupo intacto controle) 20 dias apds defeitos asserurgicamente criados (grupo defeito controle)
terem sido preenchidos com materiais bioativos 45S5 e Biosilicat%).

* p < 0.05vs. defeito controle
** p < 0.05vs.intacto controle e defeito controle
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NUmero de Osteoclastc
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Fig. 8 - Ntimero de osteoclastos por area de tg®d@c/T.Ar, /mnf) em tibias de ratos (grupo
intacto controle) 20 dias apds defeitos dsseosgibamente criados (grupo defeito controle) terem
sido preenchidos com materiais bioativos (Bioé?aét&SS e Biosilicat%).

* p < 0.05vsintacto controle e defeito controle
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Fig. 9 - Superficie osteoclastica como porcentagarsuperficie 6ssg@c.S/BS,%)em tibias de ratos
(grupo intacto controle) 20 dias apés defeitos @sserurgicamente criados (grupo defeito controle)
terem sido preenchidos com materiais bioativos 45S5 e Biosilicat%).
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DISCUSSAO

Tendo em vista que um estudo vitro previamente demonstrou um grande potencial
osteogénico do Biosilicato(Moura et al., 2007), hipotetizou-se que estawéramica também
poderia induzir uma elevada formacgdo Osseavivo. Os resultados do presente estudo
demonstraram que, apesar da auséncia de difersigraicativas quanto ao reparo cortical,
defeitos 6sseos que foram preenchidos com Biosifigaarticulado exibiram maiores areas de
tecido 6sseo neoformado e melhores propriedadeseb#nicas.

A massa 6ssea, bem como a qualidade e o arranjsedsselementos microestruturais,
influenciam as propriedades mecénicas do osso €flivet al., 2008). Portanto, a maior
capacidade de suportar cargas e a maior rigideradsstimulada pelo Biosilicdto
provavelmente espelham a ampla quantidade e/ost@bdicdo espacial do osso formado ao
redor do biomaterial particulado, bem como a erigte de fortes ligagcdes formadas entre o
tecido e o material, 0 que pode ser muito Util dte@ processo de regeneracao 0ssea.

O osso recém formado encontrava-se em contat@ diogh as particulas de Biosilic8te
Bioglas§ 45S5, envolvendo as mesmas e formando pontesgaedb entre algumas delas.
Oonishi et al. (1997) demonstrou uma formacgéo Ogssgressiva na superficie de particulas de
Bioglas§ 45S5 preenchendo defeitos dsseos em coelhos. @egsnautores, 0 0SSO recém
formado possuia uma arquitetura trabecular incanmby o biomaterial particulado na estrutura
ossea.

No presente estudo, a implantacédo de Biosilftatarticulado resultou em formac&o de
grandes éareas tanto de matrizes mineralizadas c¢c@ueanineralizadas (ostedide) de tecido

0sseo. Apesar de ter sido comparado com um mat@oativo mundialmente considerado
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padrdo-ouro (BioglaS§s45S5), este estudo ndo incluiu defeitos 6sse@npnédos com materiais
bioinertes como a alumina, por exemplo, constitointh grupo controle adicional. No entanto,
como um estudo prévio demonstrou que o Biosilftét@omparavel com vidros bioativos de
classe A (Moura et al., 2007), os achados do presstudo podem ser explicados por meio da
rapida deposicdo de uma camada de hidroxicarbgrettitza (HCA) na superficie de silica gel
como resultado de trocas idnicas entre o mater@bhebiente fisiologico. Reacdes totalmente
inorganicas, previamente descritas por Hench (2088xm a formacdo desta fase apatitica e a
rapida proliferacdo de tecido 0sseo em um sitio ddéito, um processo denominado
osteoproducéo.

A composicdo quimica e a estrutura cristalina deAHGrmada se equivalem a fase
mineral do tecido 0sseo, constituindo um local fmiop para a adesado, proliferacdo e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras. Destadf, a funcéo celular é favorecida e matrizes
ostedides sao produzidas (Hench, 2003). De fdimgdicolagenas sao incorporadas na camada
mineralizada de osso neoformado, como demonstradmigroscopia eletronica na interface do
material ligado ao osso (Davies & Baldan, 1997).

Todavia, a cinética das reacbes que ocorrem narfgipedos materiais bioativos €
altamente dependente da composicédo quimica dosaagstench, 2003). No presente estudo,
comparacées entre os defeitos 6sseos preenchidoBimsilicatd® e Bioglas§ 4555, ambos
pertencentes ao sistema quarternas0sMa,0-CaO-SiQ, demonstraram areas de formacgéo de
matriz mineralizada significativamente maiores nmpg Biosilicat§ 20 dias apdés a
implantacéo. Portanto, a composicéo especificaidsilBatd® no sistema quarternario e/ou sua

estrutura cristalina parece ser mais favoravel aarsteogénese.
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Estes achadom vivo corroboram resultados prévias vitro (Moura et al., 2007), que
demonstraram osteogénese induzida por discos dali@to” e Bioglas§ 45S5, com maiores
areas de matriz calcificada detectadas na vitratiegatotalmente cristalina (Biosilicatpapés
17 dias em um sistema de cultura osteogénico.

Sendo assim, os tratamentos térmicos para nucleag&trescimento de cristais,
desenvolvidos para melhoria das propriedades megsgios vidros, foram também eficientes
para que a vitroceramica totalmente cristalina §Bimato®) obtida preservasse os elevados
niveis de bioatividade e propriedades osteoprodst@omumente verificados em materiais
vitreos.

Considerou-se que o preenchimento de defeitos @ss@ncriticos foi um modelo eficiente
para avaliar o desempenho biolégiao vivo dos materiais particulados. A implantacdo
intramedular tem sido amplamente utilizada pardfivecdo das respostas O0sseas a diversos
biomateriais (Nishimura et al., 1991; Ooninshilet E997; Kobayashi et al., 1999; Gorustovich
et al., 2006). Além disso, a dificuldade em coithir migracdo das particulas para além da
cavidade dssea foi atenuada pela massa coesivadarquando o Biosilicatoe o Bioglas
45S5 foram implantados nos defeitos em sangrame@tmseqientemente, um efeito
hemostatico foi suficientemente obtido, com a mamgéio das particulas no sitio cirdrgico. O
mesmo fenémeno foi reportado por Oonish et al. {188 empregar Biogla8€5S5 particulado
no preenchimento de defeitos ndo-criticos em coésdiémorais de coelhos. Segundo estes
autores, a massa coesiva é formada devido as samdgdes na superficie do material que
levam ao desenvolvimento da camada de silica gefribuindo para a hemostasia.

Beneficios do Biosilicafbpara a pratica clinica tem sido sugeridos pelgsopriedade de

ser facilmente manipulavel, hemostatico e favorecéormacdo éssea. No entanto, pesquisas
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recentes indicam que o estagio critico nas reguéesa regeneracao 0ssea esta relacionado com
a adeséo e proliferacdo de células na surperfogebbmateriais (Xynos et al., 2001; Hench &
Polak, 2002; Hench, 2003), mecanismos ainda nagletamente elucidados. Acredita-se que
as respostas celulares constituem-se em um regdisidamental para o comportamento
bioativo dos materiais (Gao et al., 2001).

Multiplos estudos vem demonstrando que a exposiedosteoblastos humanos primarios
aos produtos quimicos soliveis do Biogfad&S5 é responsavel pela ativacdo de diversas
familias de genes em poucas horas, incluindo geues codificam fatores de transcricdo
nucleares e potentes fatores de crescimento (Hetnah, 2000; Xynos et al., 2000b; Xynos et
al., 2001). Estes achados indicam que vidros hiositclasse A promovem a osteogénese por
meio de um controle direto sobre genes que regalpnegresséo do ciclo celular, o que poderia
explicar o elevado numero de osteoblastos por @eatecido (N.Ob/T.Ar) nos grupos
Biosilicato® e Bioglas$ 45S5 do presente estudo.

Por outro lado, a superficie osteoblastica conrogmiagem da superficie 6ssea foi maior
no grupo controle. Portanto, apesar do elevado roiae osteoblastos observados em defeitos
6sseos preenchidos com Biosili¢a®® Bioglas$ 45S5, a magnitude de formacéo 6ssea parece
ter sido superior ao incremento no numero de cglile fato, nenhuma célula ou molécula
organica é necessaria para o rapido crescimenttCdena superficie de vidros e vitroceramicas
bioativos (Hench, 2003). Todavia, isolar o fendméis@o-quimico das reacdes influenciadas
pela atividade celular parece ser uma explicacdoameista para as multiplas e paralelas
interacdes que ocorrem na interface material-te@@i@heyne e Qiu, 1999). Considerando esta
importante questdo, outra hipétese pode envolvex omalhoria da atividade e func&o celular

induzida pelo microambiente criado pela dissolugdoBiosilicat§ e Bioglas® 45S5. Neste
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caso, estes materiais bioativos podem ter sideesponsaveis por uma influéncia ndo apenas na
proliferacédo de osteoblastos, como também no paiersteogénico destas celulas.

Motivados pelo notavel nimero de osteoblastos eewdo as particulas de Biosilic&to
verificado no presente estudo, trabalhos adiciodaigem ser conduzidos para investigar a
influéncia dos produtos idnicos liberados por esiaa vitroceramica no controle genético do
ciclo e atividade celulares.

Além disso, uma vez que a matriz 6ssea tenha srdwafia pelos osteoblastos, um esforgo
adicional deve ser despendido na investigacédo a@asgradacdo pelos osteoclastos. O processo
de remodelamento, incluindo as atividades de fofimag; bioreabsorcédo, é um importante pré-
requisito para a obtencdo da completa reorganizagdmomaterial implantado em tecido 6ésseo
(Nakagawa et al., 2004; Domaschke et al., 2006).

Enquanto muitos estudos focalizam a formacdo &ésseabiomateriais a partir de
osteoblastos maduros ou de seus progenitores dadan@sbea, poucas investigacdes enfatizam o
papel dos osteoclastos na engenharia do tecido @da&agawa et al., 2004). Hamadouche et al.
(2001) averiguou, em longo-prazo, a bioatividadkegrabilidade de vidros obtidos por método
sol-gel (58S and 77S Biogldds utilizando o Bioglass45S5 como controle. Foi observada a
reabsorcdo de ambos os vidros derivados de pracsskgel, comegcando em 12 semanas apos a
implantacéo e atingindo 40% na®&mana. Os autores assumiram que a degradacido foi
parcialmente relacionada com a atividade reabsodi® osteoclastos, uma vez que células
viaveis foram observadas em contato direto comper§igie dos materiais. Por outro lado,

nenhuma reabsorcéo pode ser medida no Bidg#ES5 ap6s 1 ano de implantacao.
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No presente estudo, verificou-se um nimero sigaifiamente maior de osteoclastos por
unidade de tecido no grupo Biosilictmpesar de inexisténcia de diferencas signifiaativa
superficie osteoclastica como porcentagem da doedssea.

N&o obstante, este estudo investigou um uUnico iestiigprocesso de regeneragdo 0ssea
induzido por uma faixa granulométrica especificabtmmaterial particulado. Portanto, outros
estudos devem ser desenvolvidos para a promocéofatenacées adicionais abrangendo a
dinamica da influéncia do Biosilicdtcno remodelamento 6sseo e as mudancas estruturais
ocorrendo neste biomaterial. Esta investigacdoesughtar deve enfocar o objetivo final da
regeneragcdo induzida, que consiste na capacidadeesiaurar a arquitetura O0ssea com
propriedades mecanicas e bioldgicas similares saisedaos naturais.

Embora investiga¢cdes adicionais sejam necessadashados do presente estudo apontam
para a aplicacdo promissora do Biosilifatm engenharia do tecido ésseo, uma vez que esta
vitroceramica parece favorecer a formacao O0sse@/0 e 0 estabelecimento de fortes ligacbes

com o tecido neoformado.
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ESTUDO 2

“Cinética comparativa das respostas
0sseas a diferentes faixas granulométricas do

Biosilicato® particulado”
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INTRODUCAO

A capacidade de se ligar ao tecido 6sseo é umatedrtica peculiar dos
materiais bioativos (Hench e Polak, 2002; Hencl®320Esta propriedade exclusiva tem
atraido um vasto interesse para o tratamento @es@is situacdes clinicas (Oonishi et al.
1997), especialmente se consideradas as demandésrgguéuticas osseas e articulares
de alta qualidade exigidas pela crescente popul@gia no mundo todo (Laurencin et
al., 1999; Hench, 2005).

Os mecanismos que tornam 0s materiais bioativegivedis para a regeneragao
0ssea envolvem uma sequéncia de reacfes inorgamieammente descritas por Hench
(2003), que levam ao rapido crescimento de uma danda hidroxicarbonatoapatita
(HCA) na superficie do material imerso em ambiefiitgsldgicos. Esta fase apatitica
apresenta composicao quimica e estrutura crist@mavalente a fase mineral dos
tecidos 0sseos vivos, constituindo um local praopigara a adesédo, proliferacdo e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras (HE2@b3).

Uma atencao inicial foi despedida nestas alteragéesendo na superficie dos
materiais bioativos, porém achados adicionais fsemam o0 conceito de que o
mecanismo para regeneracao tecidratu esta envolvido com o controle genético das
respostas celulares pelos produtos da dissoci@gécai destes materiais (Gao, 2001;
Hench, 2003; Hench, 2005). De fato, a exposicdmsteoblastos humanos aos ions
liberados pelo Biogla§s45S5, amplamente conhecido como o material comaimrm
indice de bioatividade (Hench, 2003), é responspetd ativacdo de pelo menos sete

familias de genes que codificam proteinas conhegda influenciar todos os aspectos
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gue envolvem a proliferacdo e a diferenciacéo aelifiench et al., 2000; Xynos et al.,
2001).

Estes achados indicam que os materiais bioativdesmdavorecer a regeneracao
Ossea através de métodos mais biologicos do quera substituicdo de tecidos. No
entanto, uma maior vantagem desta propriedade ggdebtida por meio da investigagéo
da taxa na qual os materiais bioativos sofrem agdes sequenciais na direcdo da
formacédo Ossea e da estimulacdo celular (Ooniah, #999; Ducheyne and Qiu, 1999).
Os fatores cinéticos que influenciam a reatividdde materiais, como a composi¢ao
qguimica, cristalinidade e tamanho das particulétam profundamente as respostas
Osseas (Ducheyne and Qiu, 1999; Vallet-Regi, 2@z et al.; 2006). Portanto, estes
fatores podem ser controlados para diferentes pimgona pratica clinica, uma vez que
alguns efeitos podem ser preteridos a outros depelodda situacado especifica.

Considerando a cristalizacdo, sabe-se que a irgiodde fases cristalinas em um
material pode, em principio, diminuir a cinética fdanacdo da camada de HCA em
fluido corporal simulado (SBF) K9 (Peitl-Filho ek,al996; Vallet-Regi, 2001). No
entanto, experimentos vitro demonstraram que uma nova vitroceramica totalmente
cristalina do sistema quaternari,O2-Na,0O-CaO-SiQ (Biosilicatd®, patente WO
2004/074199) exibiu em 24 horas uma camada detafatmada sobre sua superficie
em SBF, o que a torna comparavel aos vidros bmattlasse A (Moura et al., 2007).
Ainda mais, discos de Biosilicdtademonstraram maiores areas de matriz calcificada
apés 17 dias em um sistema de cultura osteogéecccomparacdo com o Biogl&ss

45S5 e com o préprio Biosilicateitreo (Moura et al., 2007).
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Apesar destes efeitos positivos obtidos pela tidatzio de vidros bioativos no
sistema BPOs-NaO-CaO-SiQ diferentes faixas granulométricas desta vitrocezam
ainda nado foram estudadas. O tamanho das partiaidts a taxa de dissolucdo de um
biomaterial, influindo na cinética das reacdes sgbentes e, como consequéncia, na
modulagdo da atividade osteoprodutora (Oonish.etl@B9; Cruz et al. 2006). Neste
contexto, o objetivo do presente estudo foi compareainética das respostas do tecido
6sseo frente a duas diferentes granulometrias asilBatd® e do Bioglas® 45S5

(biomaterial padréo-ouro) implantados em defeigseds em ratos.

METODOLOGIA

Biomateriais

Silica de alta pureza, carbonato de célcio, catbodea sodio e fosfato de sédio
foram usados para obtencdo da composicdo genérBidlass 45S5 e do Biosilicafd
vitreo. As matérias-primas foram pesadas e misaisrads devidas proporcées durante 30
minutos. Em seguida, as composicoes eram deixammasdeneizar por cerca de 3 horas
a temperatura entre 1250 e 138G&m forno elétrico de fusdo (Rapid Temp 1710 BL,
CM Furnaces Inc., Bloomfield, NJ, EUA) no Laborawode Materiais Vitreos da
Universidade Federal de Sdo Carlos (S&do CarlosB&Rjl). Imediatamente depois, 0
liquido era vertido em moldes aco inox para propoar um rapido resfriamento do

material, possibilitando a obtencédo de placasastre
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Para obtencao da vitroceramica totalmente crisigdi{Biosilicat6), as placas de
Biosilicatd® vitreo passaram por ciclos de tratamento térmiaca ppromover sua
cristalizagcdo. Os primeiros ciclos térmicos foramaitados em baixas temperaturas para
favorecer a nucleagcdo volumétrica dos cristaistefiosmente, as amostras nucleadas
foram submetidas a tratamentos térmicos a uma taopa superior a de transicdo do
vidro para ocasionar a total cristalizacdo do nmedteA composicdo e o protocolo de
tratamentos térmicos para obtencdo do Biosilftastdo descritos detalhadamente na
patente WO 2004/074199 (Zanotto et al., 2004).

Finalmente, as placas de Biosilichte Bioglas§ 45S5 foram moidas e os
materiais particulados obtidos foram peneiradoa pagelecéo das faixas granulométricas
180-210um e 300-355.m, que foi empregada no preenchimento dos defé#ssos no

presente estudo.

Delineamento Experimental e Procedimentos Cirlrgice®

Cem ratosMstar machos (idade média de 12 semanas e peso coegmbral250-
300 g) foram randomicamente distribuidos em 5 ggug® 20 animais cada. Os grupos
diferem quanto ao material bioativo utilizado n@girchimento dos defeitos 6sseos e
guanto a granulometria destes biomateriais paaitiog:
- Grupo controle (defeitos 6sseos sem preenchijento
- GrupoBioglas§ 45S5 (.80 a 21qum)
- Grupo Bioglas845S5 B00 a 355m)
- Grupo Biosilicat6 (180 a 21qum)

- Grupo Biosilicat8 (300 a 355um)
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Todos os grupos foram divididos em 2 sub-gruposisiderando diferentes
tempos para a analise das amostras (10 e 20 diagpocedimento cirargico).

Os procedimentos cirdrgicos envolveram a confetgateral de defeitos 0sseos
de tamanho néo critico no ter¢co superior das tifi@smm distais da articulacdo do
joelho). As cirurgias foram realizadas em condi¢cést®reis e anestesia geral induzida
por injecdo intra-peritonial de kamina/ Xylazina (80/10 mg/Kg). Inicialmente, adac
medial da tibia foi exposta por meio de uma incis@gitudinal na pele tricomizada. Um
defeito 6sseo padronizado com 2,5 mm de didmetroofeccionado em cada osso por
meio de broca esférica motorizada e irrigacdo cora fisiologico. Os defeitos foram
comprimidos com gaze durante 5 minutos. Imediatéenem seguida, as cavidades
Osseas foram totalmente preenchidas com o biorakaiticulado correspondente ao
grupo experimental no caso dos animais tratadoés Apimplantacdo, foram realizadas
suturas internas e externas com fio cirargico (@a4g0). O estado de saude dos ratos foi
monitorado diariamenteOs animais foram mantidos em condicbes naturais de
temperatura e umidageiclo claro/escuro de 12 horas e com livre ac@sagua e racao
comercial.

Decorridos 10 e 20 dias do procedimento cirdrgosoanimais foram sacrificados

com uma overdose de anestésico e as tibias fotatarblmente extraidas para analise

Todos os procedimentos foram estritamente condszid® acordo com os
principios internacionais para o uso de animaidadoratorios. Este estudo foi aprovado

pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal divéfsidade Federal de S&o Carlos.
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Histomorfometria Ossea

Apoés a remocdao das tibias direitas, o segmentdrpabxilas mesmas foi fixado em
etanol a 70%, desidratado, incluido em metilmdttore tranversalmente seccionado por
meio de micrétomo de impacto com navalha de tungst@odelo JUNG Polycut S,
Leica, Alemanha). Cortes de 5 um de espessura fobdéioos do centro do defeito 0sseo,
sendo corados com azul de toluidina a 0,1%. Pelwosndois cortes ndo-consecutivos
foram examinados para cada amostra. As andlisesnfoealizadas por meio de
microscopio (Labophot 22 Nikon) acoplado a plaggitalizadora e programa semi-
automético OsteomeasfirgOsteometrics, Atlanta, GA, USA). As medidas foram
realizadas em um campo padronizado e representaivoegido externa do canal
medular. A area total de tecido analisado (T.A)XA697 + 0,0002 mfm Os indices
estaticos obtidos foram: volume 6sseo como porgentado volume tecidual (BV/TV,
%), volume ostedide como porcentagem do volumelweti(OV/TV, %), volume de
fiborose medular como porcentagem do volume tecidgalV/TV, %), numero de
osteoblastos por area de tecido (N.Ob/T.Ar, #innsuperficie osteoblastica como
porcentagem da superficie 6ssea (Ob.S/BS,%), nudeeosteoclastos por area de tecido
(N.Oc/T.Ar, /mnf) e superficie osteoclastica como porcentagem gerficie 6ssea
(Oc.S/BS, %).

O espaco ocupado pelas particulas dos biomatésigiambém mensurado para a
determinacéo do volume (BGV, %) e da espessural{BGim) das particulas no local.
Estas medidas foram realizadas na mesma area dkcidnde os indices

histomorfométricos 6sseos foram obtidos, portargomgindo o céalculo dos volumes
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0sseo e ostedide como porcentagem do volume tédicheade particulas (volume ésseo

e osteoide normalizados, %).

Analise Estatistica

O teste de Kruskal-Wallis foi empregado na com@raentre 0S grupos
experimentais. O teste de Wilcoxon pareado foizatilo para comparagéo entre 0s sub-
grupos. As analises estatisticas foram conduzidasngio do programa STATISTICA
versao 7.0 (data analysis software system - Stat8of). Valores dep < 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. @slt@dos foram expressos como media

+ erro padrdo da média (EPM).

RESULTADOS

As particulas de Biosilicatoe Bioglas& 45S5 encontravam-se envoltas por tecido
0sseo imaturo, sem diferencas na qualidade do masfmrmado no periodo avaliado
neste estudo. No entanto, os defeitos 6sseos pidesc com Biosilicatd na
granulometria 180-210um exibiram volumes ésseosfgigtivamente maiores no dia 20
do que os defeitos preenchidos com 0 mesmo biomater granulometria 300-355um
(Fig.1). Além disso, apenas as menores particaiakilicatd® promoveram formagcao
6ssea significativamente superior ao Biodtad§S5 apés 20 dias (Fig.1). Nenhuma
diferenca foi verificada no dia 10. Resultados dbarges foram obtidos para o volume

0sseo como uma porcentagem do volume tecidual (BVéTcomo uma porcentagem do
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espaco livre de particulas (volume 6sseo normalizatbs grupos cujos defeitos foram
preenchidos com biomateriais.

Defeitos ndo-preenchidos (controles) demonstraramomvolume 0sseo que todas
as granulometrias do Biosilicdte do Bioglas$ 45S5 nos dois tempos de anélise das

amostras (Fig.1), exceto o grupo Biogfad§S5, 300-355 pm, no dia 10.

Volume Osseo

A
010 dias
W 20 dias
B s
Grupos Controle Bioglass® 45S5 Biosilicato®
Granulometria (um) - 180-210 300-355 180-210 300-355
Tempo (dias) 10 | 20 | 10 | 20 | 10 | 20 | 10 | 20 | 10 | 20
Bioglass® 45S5 vs. L |
Biosilicato® *kk
180-210 pm vs.
300-355 pm *kk

Fig. 1 — Volume 6ésseo como porcentagem do voluneeuel (A) e Volume Osseo
Normalizado (B) 10 €0 dias ap6s defeitos 6sseos (Grupo Controle) ter@gonpreenchidos
com biomateriais (Biogla@s 4585 e Biosilicat%) particulados em duas faixas

granolométricadDados expressos como média £ EPM.
* p < 0,05vs. controle 10 dias / ** p < 0,08s. controle 20 dias / *** p < 0,05

N&o existiram diferencas significativas no volunstedide entre os grupos com

biomateriais (Fig.2). No entanto, apenas os grupms Biosilicat§ apresentaram
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volume Ostedide como porcentagem do volume tecisigaificativamente maior que o

grupo controle no dia 10 (Fig. 2).

Volume Ostedide

A =
2+ *
= B
0 ; ;
5. . O 10 dias
4l B 20 dias
5 - .

B X *

. ’_l—-
o]
Controle Bioglass®45s5 Bioglass®45s5  Biosilicato®  Biosilicato®

180-210 pum 300-355 ym  180-210 um  300-355 pm

Fig. 2 - Volume ostedide como porcentagem do voluesidual (A) e Volume Ostedide
Normalizado (B) 10 €0 dias apés defeitos 6sseos (Grupo Controle) ter@gonpreenchidos
com biomateriais (Biogla@s 4585 e Biosilicat%) particulados em duas faixas
granolométricasDados expressos como media + EPM.

* p < 0,05vs. controle 10 dias / ** p < 0,08s. controle 20 dias

Defeitos preenchidos com particulasl®® a 210 um de Biosilicdt@lemonstraram
um numero significativamente maior de osteoblagios unidade de é&rea tecidual
(N.Ob/T.Ar) que defeitos preenchidos com particad@s300 a 355 um, nos dois tempos
avaliados (Fig.3). No entanto, o numero de oststidando diferiu entre as duas

granulometrias do Biogla8s45S5. Comparacdes entre os biomateriais revelaram
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superioridade nos grupos do Biosilicjtexceto na faixa granulométrica 300 a 355 pm
no dia 20. A mesma disparidade entre biomateriais verificada na superficie
osteoblastica como porcentagem da superficie 68Sgad), apesar da inexistente
diferenca entre granulometrias.

As duas faixas granulométricas do Biosili€aéodo Bioglas$ 45S5 exibiram um
numero de osteoblastos significativamente maioraygeupo controle, nos dois periodos

avaliados, excecdo feita ao grupo Biogta$5S5, 300-355 pm, no dia 20 (Fig.3).

NUmero de Osteoblastos

1000 -
900 - * gk
800 -
700 |
« 600 - * ok :
é 500 | . 010 dias
T 400 - x x B 20 dias
300 |
200 1
100
0
Grupos Controle Bioglass® 4555 Biosilicato®
Granulometria (pum) - 180-210 300-355 180-210 300-355
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Fig. 3 — Nimero de osteoblastos por area de ttNddb/T.Ar, /mnf) 10 e20 dias apés
defeitos 6sseos (Grupo Controle) terem sido predosttom biomateriais (Biogla%s}SSS e
Biosilicato®) particulados em duas faixas granolométricAados expressos como média
+ EPM.

*p < 0,05vs. controle 10 dias / ** p < 0,08. controle 20 dias / *** p < 0,05
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Fig. 4 — Superficie osteoblastica como porcentadersuperficie 6ssg®b.S/BS,%)10 e
20 dias ap6s defeitos Osseos (Grupo Controle) tesidlm preenchidos com biomateriais
(Bioglasé@ 45S5 e Biosilicat%) particulados em duas faixas granolométricas.

Dados expressos como média £ EPM.

* p < 0,05vs. controle 10 dias / ** p < 0,08s. controle 20 dias / *** p < 0,05

Considerando os parametros de reabsorcdo Ossea,exidiiram diferencas

significativas entre os materiais bioativos quasonimero de osteoclastos por area de

tecido (Fig.5), nem quanto a superficie osteodastiomo porcentagem da superficie

6ssea (Fig.6). O Biogla8s45S5 e o Biosilicafy na granulometria 180-210 um,

demonstraram um namero significativamente maioosteoclastos que o grupo controle

nos dias 10 e 20, respectivamente (Fig.5).
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Fig. 5 - Nimero de osteoclastos por unidade de dee@cido (N.Oc/T.Ar, /mf) 10 €20
dias apos defeitos ésseos (Grupo Controle) teratn preenchidos com biomateriais
(Bioglasé@ 45S5 e Biosilicat%) particulados em duas faixas granolométrica®ados

expressos como média £ EPM.

* p < 0,05vs. controle 10 dias / ** p < 0,08s. controle 20 dias

Superficie Osteoclastica
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Fig. 6 — Superficie osteoclastica como porcentagesuperficie 6ssea (XBS,%)10 20
dias apés defeitos 6sseos (Grupo Controle) teratn preenchidos com biomateriais
(Bioglas@ 45S5 e Biosilicat%) particulados em duas faixas granolométricBados

expressos como média £ EPM.
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N&o existiram diferencas significativas entre agygs considerando a porcentagem
de volume tecidual ocupado pelas particulas dosdtieriais no dia 10 (Fig.7). Neste
mesmo periodo, ndo foram encontradas diferencas @atdo a espessura dos
biomateriais, considerando as mesmas faixas gratificzas de Biosilicafbe Bioglas$
45S5. No entanto, a espessura das particulas npo gBiosilicat§ 180-210pm
significativamente diminuiu entre os dias 10 e [80. dia 20, este grupo experimental
demonstrou o volume e a espessura do biomategaifisativamente menores que o
grupo Bioglas® 45S5 na mesma granulometria. Portanto, um pededtd dias entre as
andlises parece ser insignificante para a reablsaiQ8 materiais bioativos avaliados,
exceto para o Biosilicafona granulometria 180-210 um, que demonstrou evidérile
dissolucao parcial.

Defeitos 0sseos controles (ndo-preenchidos) exribinama fibrose medular
transitoria neste estudo, uma vez que as aredsic¢ds desapareceram totalmente no dia
20. Apenas defeitos preenchidos com Biosilitatoa granulometria 300-355pum
demonstraram desempenho similar. Os outros grupdisiraen volume fibrético

significativamente maior no dia 20, apesar dasigtentes diferencas no dia 10 (Fig.8).
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Volume (A) e Espessura (B) dos Biomateriais

*

%
8

010 dias

120 - * B 20 dias

|

Bioglass®45s5 Bioglass®45s5 Biosilicato® Biosilicato®
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Fig. 7 - Volume(A) e Espessura (B) dos biomaterie@&ioglas? 45S5 e Biosilicat%)
particulados em duas faixas granolométrit@s20 dias apds o preenchimento dos defeitos
6sseosDados expressos como média + EPM.

*p<0,05



57

Volume Fibrose Medular
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Fig. 8 — Volume de fibrose medul@b.V/TV, %) 10 €20 dias apds defeitos ésseos (Grupo
Controle) terem sido preenchidos com biomaterieBileas? 45S5 e Biosilicat%)
particulados em duas faixas granolométriddados expressos como media + EPM.

* p < 0,05vs. controle 10 dias / ** p < 0,08s. controle 20 dias

DISCUSSAO

Acredita-se que geralmente as respostas biologaréam de acordo com os fatores
gue influenciam a reatividade de um biomaterialdiitayne and Qiu, 1999; Oonish et al.,
1999; Cruz et al. 2006). Neste contexto, o presesteido foi delineado para a
comparacdo dos efeitos de duas distribuicdes graméiiicas de Biosilicafbe de
Bioglas§ 45S5 (material bioativo padréo-ouro) em defeitaeds em tibias de ratos.

As particulas de Biosilicafopertencentes a faixa granulométrica 180 a 210um
foram as Unicas a exibirem reabsorcao parcial oagigdes do presente estudo. Sabe-se
gue o tamanho das particulas € uma influéncia arnesta propriedade, uma vez que
afeta diretamente a area superficial disponivea @& reagcbes com ceélulas e fluidos

fisiologicos (Vallet-Regi, 2001; Cruz et al, 2008)o geral, quanto menor o tamanho da
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particula, mais rapida sera a reabsorcao de umabésial. Portanto, a vantagem das
particulas na granulometria 180-210um para serabsogvidas, em comparacdo com as
de 300-355um, corrobora este conceito geral.

No entanto, as comparacdes entre os diferentesriamsitdioativos revelaram
achados contraditérios aos previamente esperadosBid3ilicatd®, que é uma
vitroceramica totalmente cristalina, exibiu rea&or significativamente superior ao
Bioglas§ 45S5, que possui estrutura vitrea. Composicdetalinas sdo caracterizadas
por uma estrutura espacial organizada de distédoudmica (Vallet-Regi, 2001; Cruz et
al, 2006). Por outro lado, a estrutura dos vidresspi uma desordem inerente (elevado
numero de defeitos estruturais e ndo-cristalinilgde tem sido associada a uma maior
solubilidade destes materiais (Vallet-Regi, 20@iyersos estudos demonstraram que a
solubilidade é inversamente correlacionada comisaatinidade (Fulmer et al., 2002;
Yang et al., 2005; Yoh et al., 2008). O discordastailtado do presente estudo pode ser
devido & diferenca na composicéo especifica dailR@®® e do Bioglass 45S5 dentro
do sistema quaternario,®-Na,O-CaO-SiQ, no qual ambos pertencem, ou devido a
estrutura cristalina inerente ao Biosilicat&Estudos adicionais devem ser conduzidos
visando uma investigacdo mais profunda deste fenémmecluindo grupos experimentais
com o Biosilicat vitreo e maiores tempos para andlise das amostras.

No entanto, houve coeréncia entre os resultadeyerges a reabsorcdo dos
biomateriais e a formagcdo 6ssea no presente estlia. degradacdo parcial mais
pronunciada das particulas de Biosiliatoa faixa granulométrica 180-210um foi
acompanhada por um volume 0sseo significativamestier neste grupo experimental.

Este achado evidencia que o nivel de reatividadgagihente influencia as respostas do
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tecido 6sseo aos materiais bioativos, com as natasas de dissolucdo levando a um
efeito ainda mais notavel na formacéo 6ssea (Dunehagd Qiu, 1999).

Com relacdo aos diferentes materiais bioativosadsados do presente estudo
concordam com resultados prévios de um esiadatro (Moura et al.,, 2007). Esta
investigacdo anterior demonstrou que, apesar @dedlite Biosilicatde BioglasS 45S5
terem sido ambos favoraveis a osteogénese, maoeas de matriz calcificada foram
detectadas na vitroceramica totalmente cristalda. entanto, no presente estudo a
vantagem do Biosilicafo sobre o Bioglass 45S5 foi apenas revelada quando
comparadas as menores granulometrias destes br@iste que pode ser decorrente de
um efeito retardado considerando as particulasaieres diametros.

Assim como neste estudo, um favorecimento da faima@gsea em particulas de
menores diametro foi também verificado em trabakwgolvendo outros biomateriais
(Malard et al., 1999; Vollenweider et al., 2007hdavia, ainda existe especulacdo com
relacdo a melhor faixa granulométrica para a osteege. Segundo alguns autores, a
granulometria 300-355um parece ser mais eficaz pasgeneracdo éssea por permitir
um espacgo oOtimo entre as particulas para o crestiwntecidual (Schepers et al., 1993;
Schepers et al., 1997).

Entretanto, é importante ressaltar que a reati@didum material bioativo também
pode desempenhar uma influéncia tempo-dependenteadesdo, proliferacdo e
diferenciacéo das células 6sseas (Ducheyne andl@89), uma vez que os produtos da
dissolucéo idnica podem ser responsaveis por utnatergenético sobre suas atividades
(Hench et al, 2000; Xynos et al., 2000b; Xynoslet2®01). Sendo assim, o tamanho das

particulas, a composi¢do quimica e a cristalinidpde afetarem a cinética das reacoes



60

podem influenciar o recrutamento celular para siggo de tecido 6sseo (Malard et al.,
1999). No presente estudo, o numero de osteoblggtos area de tecido foi
significativamente maior no grupo Biosilic&td80-210 pm do que nos grupos que
consistiam de particulas maiores do mesmo matauiae particulas de Biogl&s45S5
na mesma faixa granulométrica.

Por outro lado, o nimero de osteoclastos, bem @superficie osteoclastica, ndo
diferiu entre os grupos envolvendo biomateriaipeEava-se que o expressivo numero de
osteoblastos, as células formadoras de 0sso, &ssepanhado por um aumento também
na quantidade das células com atividade reabso8alae-se que existe um complexo de
sinalizacéo entre estas células, por meio da regolde moléculas na superficie celular e
da secrecao de citocinas, que permite suas atesdserem mutualmente influenciadas
(Martin and Udagawa, 1998; Boyce and Xing, 200&teEefeito pode néo ter sido
observado no presente estudo porque os ions lime@elos materiais bioativos imersos
em fluidos fisiol6gicos sdo responsaveis por umemim da alcalinidade da solugéo
(Hench, 2003), que favorece a mineralizacao daiznassea pelos osteoblastos (Hench,
2003; Arnett, 2008). A acidificacdo € um requeritoeghave para 0s osteoclastos
escavarem as lacunas de reabsorcdo, com extfacelular possuindo um importante
papel como um fator de ativagcdo osteoclastica (Arn2008). Ainda mais, um
experimentoin vitro demonstrou que 0s osteoclastos sdo muito sensivpequenas
alteracbes na faixa de pH considerado 6timo pasaasividade (Arnett and Spowage,
1996). Portanto, supfe-se que as taxas de reagfesntiuma das granulometrias dos
biomateriais avaliados no presente estudo criaraonoambientes favoraveis para a

maxima atividade reabsortiva dos osteoclastos.
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No entanto, a bioreabsorcéo dos materiais deveossiderada sob dois pontos de
vista: mediada por processos celulares ou peleold@g® do material em fluido
fisiologico (Oonishi et al., 1999). Provavelmentess processos de dissolugdo pela
lixiviagdo idnica contribuiram mais que a atividddgocitaria para a reabsor¢éo parcial
das particulas no presente estudo.

Além disso, os produtos i6nicos desta dissolucateiposer a causa para a mais
persistente fibrose na medula 0ssea nos gruposbammateriais, tendo em vista que o
insulto quimico pode se constituir em um fator idiial a lesdo tecidual para uma
ativacdo persistente de mecanismos de reparo (VAA08), que provavelmente ocorre
por meio da liberagdo de fatores de crescimentiboeirtas (Kuter et al., 2007; Wynn,
2008). Porém, a inexisténcia de diferencas sigatifias entre defeitos 6sseos controle e
os preenchidos com Biosilicdtona granulometria 300-355pum sugere um possivel
decréscimo na atividade reacional destes grupadian@0, com diminuicdo da taxa de
reabsorcao do biomaterial/aposicdo 6ssea no segasdo

Estudos adicionais de longos prazos ainda séos@a@es para avaliar se os efeitos
tardios espelham a influéncia positiva do Biosttiana formacdo 6ssea. Porém, sugere-
se que o manejo da granulometria pode ser umatéggagpara se atingir condi¢cbes
6timas para diferentes propdsitos na pratica @infs particulas menores de Biosili¢ato
demonstraram reabsorcdo parcial, que foi acompanipdt uma maior atividade
osteogénica. Embora também eficientes para a f@massea, particulas maiores

exibiram um comportamento mais estavel das respoxiazidas.
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ESTUDO 3

“Analise preliminar qualitativa da
Interacao celularin vitro com matrizes porosas

de novos materiais bioativos”
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INTRODUCAO

A engenharia de tecidos, permeada pelos princigeéosnterdisciplinaridade, tem
gerado perspectivas promissoras perante a necgssidsscente de métodos eficazes para
a reconstrucao de partes lesadas no tecido 0ssesséet al., 2008).

Pesquisas nesta éarea tém enfatizado a enorme bdpl@de dos vidros e
vitroceramicas bioativas em dispositivos médico®dentologicos (Lee et al., 2006;
Stevens et al., 2008), devido a capacidade destt=rimis de se ligarem ao tecido 6sseo
por meio de reacdes quimicas que levam a formaedonth camada interfacial que é
guimica e estruturalmente equivalente a fase nliderasso (Hench, 2003).

No entanto, investigacdes recentes demonstraram oq@stagio critico para a
regeneracao 6ssea € relacionado com a interaca®ldéess e a superficie dos biomateriais
(Xynos et al., 2001; Hench e Polak, 2002; Henct)320uma vez que a absorcdo de
proteinas é um evento precoce na interacdo entiensaterial implantado e os tecidos
vivos (Gao et al., 2001). Acredita-se que as rdsposelulares constituem-se em um
requisito fundamental para o comportamento bioatlgs materiais (Gao et al., 2001).
Neste contexto, implantes ideais devem facilitadesdo de células na sua superficie, para
gue as mesmas sejam viaveis em eventos subseqidemtesa proliferacdo, migracao,
diferenciacéo, maturacéo e mineralizacao do substra

E importante ressaltar que tanto as células cujgiu é a formacdo do 0sso, como as
gue o reabsorvem, possuem um papel ativo na engerdus tecidos (Nakagawa et al.,
2004, Domaschke et al., 2006). O dinamismo do refaotento ésseo deve ser assegurado
por meio da acdo coordenada entre estas céluladp tem vista que este processo é

fundamental para a integridade mecéanica do esgu@etkagawa et al., 2004, Domaschke
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et al., 2006). Muitos estudos tém focalizado a fogéio 6ssea em varios substratos, a partir
de osteoblastos maduros ou de seus precursoreadtesida medula éssea (Nagakawa et
al. 2004). Recentemente, um grande potencial o&téogtambém tém sido verificado em
células oriundas do ligamento periodontal crescedislersas matrizes (Trubiani et al.,
2007). No entanto, poucos estudos investigam &ate reabsortiva dos osteoclastos em
biomateriais implantados.

As células que formam e as que degradam o ossoamatie controlam suas
atividades (Boyce e Xing, 2006), que também podefresinfluéncias da reatividade do
biomaterial no qual estdo inseridas (Duchene e Q889). A cinética das reacOes
sequenciais que ocorrem nos materiais bioativoamergns em meios fisiologicos
provocam alteracdes na sua superficie e no micrieateb(Hench, 2003), ambos fatores
conhecidos pela influéncia na adesdo e a funcédacelSendo assim, os fatores que
influenciam a reatividade dos materiais bioativevein ser investigados em busca de
melhores condi¢cdes para 0 Sucesso nas respostjaddeas

Com isso, uma analise preliminar no presente estiggoqualitativamente verificar
os efeitos de trés diferentes composi¢cfes quindeawvos materiais bioativos em mono-

culturas e co-culturas celulares.

METODOLOGIA

Preparacédo das amostras

Trés diferentes tipos de matrizes porosas foranpacaaos neste estudo. As matrizes
possuem caracteristicas estruturais semelhant@sdtto = 8mm, espessura = 1,5 mm,

porosidade total ~ 67 %, tamanho meédio de poro) u®), mas diferem quanto a
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composicdo quimica. A primeira delas teve como hasa vitroceramica totalmente
cristalina do sistema N@.Ca0.Si®.P,0s (Biosilicatd®), cuja composicéo e o protocolo de
tratamentos térmicos constam-se descritos na paid@ 2004/074199. A partir desta
composicdo base, foi realizada a substituicdo gaou total de N#& por KO, para
obtencdo das composicbes denominadas CO050 e CQ@OGngentes aos sistemas
K,0.Ng0O.Ca0.SiQ.P,0Os e K,0.CaO.SiQ.P,Os, respectivamente. As porcentagens de
Ca0, SiQ e ROs foram mantidas constantes em todas as composiciesa diferenca
residindo apenas nas concentragdes g Na0.

Para obtencéo das composi¢fes, matérias-primdswdaa pureza foram misturadas
nas devidas propor¢cdes em cadinhos de platinaexiggs em forno elétrico de fusédo por 3
horas com temperatura entre 1250 e $188Em seguida, um rapido resfriamento do
material foi realizado vertendo-se o liquido emabeslcilindricos de acgo inox. Os cilindros
vitreos obtidos foram quebrados e extensivamentégdomopara serem utilizados na
confeccao das matrizes.

As matrizes porosas foram preparadas pelo métodadiddo de adicdo de agentes
porogénicos, incorporando naftaleno a barbotinasecalo a vitroceramica de interesse.

As barbotinas ceramicas foram compostas inicialengr Biosilicat§, C000 ou
C050 particulado (6.0 % vol.), ligante PVB (3.0 @.ye alcool isopropilico (67.0 % vol.).
Naftaleno (300.0 to 600udn) foi entdo introduzido na barbotina (24% vol.)nesturado
por 2 minutos. Apdés isso, as barbotinas foram se@ganuladas em peneira de nylon com
abertura de 1 mm. Posteriormente, as amostras fooaformadas em pastilhas por meio
de prensagem uniaxial a 30.0 MPa, seguida de memsasostatica a 100.0 MPa para
compactacdo maxima. Finalmente, ciclos de trattoeetérmicos foram realizados para

remover o naftaleno e promover a sinterizacéo oes#@as.
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As matrizes obtidas foram estocadas em dessecagsteglizadas em calor seco a

180°C por 2 h.

Isolamento e cultura de células

Células do ligamento periodontal (CLPD)

Células do ligamento periodontal humano foram tkadaa partir de terceiros molares
extraidos de pacientes adultos com periodonto calinente saudavel. Termos de
consentimento formais foram obtidos de cada indiwidFragmentos do ligamento
periodontal do terco médio da raiz foram lavadoasduezes e dispostos em placas de
poliestireno de 6 pocos, que foram cultivadas eguida em Meio Essencial Minimo
modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco BRL, Paisl&gotland) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FCS, HyClone, Logan, UT) e désolucdo antibidtica/ antimicotica
(100 U/ml penicilina, 100 mg/ml estreptomicina e02Bg/ml anfotericina B; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) a 37 °C em atmosfaerada contendo 5% de GO A
progressao das culturas foi monitorada, com o tnet@do a cada 2-3 dias, até atingirem a
confluéncia. As culturas foram expandidas, com $o0® experimentos sendo realizados
entre a quinta e a oitava passagens. Para sereuoeptias sobre as matrizes porosas, as
células foram previamente lavadas em salina tang@aonam fosfato (PBS), tratadas com
solucdo de tripsina a 0,1% (Difco Laboratories, r@gt Ml), suspendidas em meio de

cultura, centrifugadas por 10 minutos, resuspesdidguantificadas com hemocitémetro.
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Células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

Células mononucleares do sangue periférico foratadas do sangue venoso de
doadores saudaveis (Sanquin, Amsterdam, Holard&jalmente, o sangue foi diluido em
partes iguais (1:1) com 1% PBS-citrato. Vinte eccimilimetros do sangue diluido foram
cuidadosamente colocados sobre 15 ml de lymphoprepedimento que foi seguido por
30 minutos de centrifugacdo, sem intervalo, a 2808 em temperatura ambiente. A
interface contendo CMSPs foi cuidadosamente rerapvitlida em 1% PBS-citrato até 50
ml e centrifugada por 10 min a 2000 rpm em tempesatmbiente. Apds descarte do
supernatante, o pellet celular foi suspenso em &entBS-citrato/1%FCS e diluido em 1%
PBS-citrato até 50 ml. Seguiram-se 5 repeticbededgsocedimento de lavagem,
entremeadas por 4 minutos de centrifugacdo a 1p@0a 4°C. Finalmente, as células
isoladas foram resuspensas em meio de culturaspessao celular foi diluida em partes
iguais com o meio de congelamento (60% DMEM + 2@ HF 20% DMSO) e divididas
em aliquotas para estoque a -80°C até o uso. Atussexperimentos, células foram
rapidamente descongeladas em banho-maria a 3&&rsas em meio de cultura (DMEM
+ FCS + 1% antibioticos), centrifugadas durantenfi@utos, resuspensas no meio e

guantificadas com hemocitdmetro.

Plagueamento celular

Antes do plagueamento, as matrizes porosas foraspostas em placas de
poliestireno de 24 pocgos e pré-incubadas em meiuliiera a 37°C em atmosfera Umida
contendo 5% de COEste pré-tratamento teve duracdo de 1 ou 10 chastituindo dois
grupos experimentais (PT1 e PT10). Apos estesgmesj@ meio de cultura foi removido e

as matrizes plaqueadas com CLPD, na concentrac&>xdéCd células/mL de meio de
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cultura, ou com CMSP, na concentracdo de 2 % cBlulas/mL. Nenhum suplemento
osteogénico/ osteoclastogénico foi adicionado ao mhe cultura. A cada 2-3 dias 0 meio
de cultura era trocado (0,5 mL/poco). As célulasjpeadas foram cultivadas por periodos

de até 14 dias.

Células em cocultura

Para os experimentos em co-cultura de CLPD e CMSRmnatrizes porosas foram
pré-incubadas durante 10 dias a 37°C em atmosifeidalcontendo 5% de G@m meio
de cultura trocado a cada 2-3 dias. ApOs este gierias CLPD foram primeiramente
plaqueadas nas matrizes, na concentracdo 2 gél@las/mL de meio de cultura. Apés 24
horas em condi¢cdes padronizadas de cultura, aszesatontendo CLPD foram também
plagueadas com CMSPs na concentracdo de 2 géllas/mL. Nenhum suplemento foi
adicionado ao meio de cultura, que foi trocadoda 3 dias (0,5 mL/poco). A co-cultura

celular foi mantida por periodos de até 14 dias apdlagueamento de CMSPs.
Microscopia confocal

Apés 1, 7 e 14 dias do inicio das mono e co-cudteeulares, as matrizes porosas
foram analisadas em microscopio confocal de flu@esia por varredura laser (Leica
TCSSP2) quanto a morfologia, espraiamento e nude#lulas aderidas.

Previamente, as matrizes foram extensivamente dav&8l ciclos) em PBS para a
remocdo de células ndo-aderidas. Seguiu-se a €ixdga células com paraformaldeido
(PFA) a 4% em PBS, por 10 minutos em temperatutaeante. Os filamentos de actina do
citoesqueleto celular foram marcados com faloidieajugada com Alexa Fluor 488

(fluorescéncia verde; 1:40, 1 hora em temperatorhiente; Molecular Probes, Eugene,
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OR, EUA). O DNA nuclear foi marcado com iodeto degidio (fluorescéncia vermelha,
1:1000, 10 minutos em temperatura ambiente; Si@hapuis, MO). Antes e ap0s cada
incubacao, as amostras foram lavadas em PBS.

No microscopio confocal, secdes de 100um de espesstam escaneadas em 5
campos randomicamente selecionados em cada anfostgmificacdo: 20x, zoom: 2Xx).

Amostras triplicadas foram utilizadas.

RESULTADOS

Células do ligamento periodontal (CLPD) em monoculira nas matrizes

As células aderidas nas matrizes de Biosilfa@0D00 e C050 que foram pré-tratadas
por 1 dia em meio de cultura (PT1) apresentavantooom ovoide ou esférico e ndo
estavam espraiadas. Com o passar do tempo, howveimmmui¢cdo expressiva do nimero
de CLPDs aderidas, sem diferengas aparentes antnatazes. (observar Fig.1)

Ja com o pré-tratamento de 10 dias (PT10), asasékricontravam-se espraiadas em
todas as matrizes. Morfologicamente, apresentasgacto fusiforme ou estrelado. Além
disso, as células aumentaram-se em numero apdg dias de cultura e passaram a exibir
longos prolongamentos citoplasmaticos. A compara&gée os tipos de matrizes revelou

uma aparente desvantagem das matrizes de CO0O8r\VabFkig.2)
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Fig.1 — Imagens por microscopia confocal de células dantignto periodontal (CLPD) aderidas

matrizes de Biosilicafy C000 e C050 que foram pré-tratadas por 1 dia eio me cultura(PT1).

Fluorescéncia verde (faloidina Alexa Fluor 488) revela o citoesqueleto de acteaquanto que

vermelha (marcacéo de DNA por iodeto de propididjca nucleo celular. Magnificacao: 20x, zoom: 2X.
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Fig.2 — Imagens por microscopia confocal de céldasligamato periodontal (CLPD) aderidas r

matrizes de Biosilicafy C000 e C050 que foram pré-tratadas por 10 diasnein de cultura (PT30

Fluorescéncia verde (faloidina Alexa Fluor 488) revela o citoesqueleto de actieaguanto que

vermelha (marcacéo de DNA por iodeto de propididjca nucleo celular. Magnificacdo: 20x, zoom: 2x.
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Células mononucleares do sangue periférico (CMSPiremonocultura nas matrizes

Todas as matrizes estavam totalmente recoberta<CpI8Ps no dia seguinte ao
plagueamento das mesmas. As células se apresentavarsua morfologia caracteristica,
sendo esféricas, pequenas e mononucleares.

No entanto, o grande numero de CMSPs aderidasalimente nas matrizes que
tinham sido pré-tratadas por 1 dia diminuiu sigaifivamente com a progressédo do tempo
de cultura, com a extingdo quase total da quargididceélulas no dia 14. Nenhuma das
composi¢cdes quimicas parece ter sido favoravellttiraude CMSPs nestas condicoes.
(observar Fig.3)

Porém, no caso das matrizes previamente tratadastdulO dias, parte das células
aumentam-se de tamanho, no sétimo dia de culturpassaram a exibir alguns
prolongamentos citoplasmaticos. Houve evidente ofudé algumas delas, originando
células com mais de um nucleo, efeito ainda maideate no dia 14. Muitas células
mantiveram-se no seu formato original, com maiopprcéo delas nas matrizes de C000.

(observar Fig.4)
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Fig.3 —Imagens por microscopia confocal de células mocleaves do sangue periférico (CMSP) adetr

nas matrizes de BiosilicatpC000 e C050 que foram pré-tratadas por 1 dia @io ke cultura(PT1).

Fluorescéncia verde (faloidina + Alexa Fluor 488yela 0 citoesqueleto de actina, enquanto qt

vermelha (marcacéo de DNA por iodeto de propididjca nucleo celular. Magnificacdo: 20x, zoom: 2x.
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Fig.4 — Imagens por microscopia confocakcétilas mononucleares do sangue periférico (CM8&jdas

nas matrizes de BiosilicdtpC000 e C0O50 que foram pré-tratadas por 10 diamein de culturgdPT10).

Fluorescéncia verde (faloidina + Alexa Fluor 488yela o citoesqueleto de actina, enquamie &

vermelha (marcacao de DNA por iodeto de propididica nacleo celular. Magnificacdo: 20x, zoom: 2x.
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Coculturas celulares (CLPD e CMSP) nas matrizes

Como as matrizes que foram pré-incubadas durantdid® em meio de cultura
anteriormente ao plaqueamento celular demonstragitoef benéficos para CLPDs e
CMSPs cultivadas isoladamente, este tipo de ptértiento foi escolhido para a cultura
destas células de forma conjunta.

CLPDs, em cocultura com CMSPs nas matrizes, exibieapraiamento e notavel
proliferacdo durante o periodo avaliado. Assim ca@amocondi¢des de monocultura, uma
aparente desvantagem foi verificada nas matrize308® com relacéo as de Biosilica®
C050. (observar Fig.5)

Com relacdo a CMSPs, a cocultura foi notadamenie lbeméfica que a monocultura,
tendo em vista que uma maior porcentagem de céldéamonstrou caracteristicas
semelhantes a células em processo de diferenciegdoaumento de tamanho e presenca

de mais de um nucleo. (observar Fig.5)
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Fig.5 — Imagens por microscopia confocal de cocadiucelulares (CLPD e CMSP) em matsizge

Biosilicatd®, C000 e C050 que foram pré-tratadas por 10 diasnein de cultura (PT10). Fluorescéncia
verde (faloidina + Alexa Fluor 488) revela o citgesleto de actina, enquanto que a vermétharcacas

de DNA por iodeto de propidio) indica nucleo caluMagnificacdo: 20x, zoom: 2x.
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DISCUSSAO

O sucesso de um suporte a ser utilizado em engardetecidos depende, em parte,
da adeséo e do crescimento das células de inter@ss® superficie. As respostas celulares
irdo determinar o papel dos biomateriais nas reatgiéduais e, portanto, sdo fundamentais
para o potencial regenerativo dos mesmos (Gao, 08l1).

Sabe-se que materiais bioativos em contato conudoluicorporeos sofrem um
processo de lixiviacdo de ions na sua superfigigieocausa um aumento do pH da solugéo
em contato com o material e favorece a mineral@alg@ substrato. Diversas pesquisas
demonstraram que o0s produtos da dissolucdo iOnms materiais bioativos sé&o
responsaveis pela ativacdo de pelo menos seteidardd genes que codificam proteinas
associadas com a proliferacéo e diferenciacéo ldsstca (Hench et al, 2000; Xynos et
al.,, 2000; Xynos et al., 2001). No entanto, quaedo elevadas concentracdes, estes
produtos podem causar a morte celular programadadi® et al., 2004), o que pode
explicar o insucesso das matrizes pré-tratadasapenas 1 dia em meio de cultura no
presente estudo, independentemente da composigacguas matrizes.

No estudo de Moura-Neto et al. (2007), célulasaa@ricas isoladas de calvéarias de
ratos exibiram desorganizacdo do citoesqueleto ceaa com reducdo de feixes
citoplasméticos e da fibrilogénese da fibronecéipés 24 h do plaqueamento em discos de
Biosilicato®, Biosilicatd® vitreo e Bioglass 45S5. O rearranjo dos filamentos de actina
somente ocorreu em torno do quinto dia da cultumnaaecas de multicamadas celulares,
enguanto que as células aderidas diretamente atrafiobainda apresentavam desarranjo
do citoesqueleto. A viabilidade celular foi estatEmente semelhante para as superficies

bioativas em todos os tempos experimentais. Asrdgyunitdticas aumentaram-se do
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primeiro ao quinto dia, porém corpos apoptoéticarefrequentemente observados durante
a fase de mineralizagdo das culturas sobre todagpasficies.

No presente estudo, as matrizes pré-tratadasOpdia$ demonstraram ser favoraveis
para a cultura das células. As células do ligameet@mdontal encontravam-se com sua
morfologia caracteristica e, mesmo que propositalenendo tenham sido adicionados
suplementos osteogénicos no meio de cultura, hooneeevidente proliferacdo das mesmas
(n&o quantificada). Um potencial promissor paraso destas células na engenharia de
tecidos tem sido indicado pelas suas propriedasteslgasto-simile quando diferenciadas,
incluindo a capacidade de formacédo de nodulos mlizados (Trubiani et al., 2007).

No caso das células mononucleares do sangue pmrjfén analise subjetiva
preliminar revelou aparente fusdo de algumas detas, os indicios de diferenciagdo em
pré-osteoclastos muito mais evidentes nas condig@éesocultura com as células do
ligamento periodontal. A osteoclastogénese reqoetato dos precursores osteoclasticos
com o fator estimulante de col6nia de macréfagosC@F) e com o ligante do receptor
ativador do fator NF-KappaB (RANKL), que sdo expmsem osteoblastos ou em células
estromais (Nakagawa et al., 2004). Como o meiouleira ndo foi suplementado com
estes fatores, a situacéo de cocultura celulaeseidu a importancia da interacao entre os
dois tipos celulares para a funcionalidade de cergd delineados para a regeneracao
ossea.

No entanto, tanto nas condi¢fes de cultura isatad# nas de cocultura, as matrizes
de CO00 aparentaram desvantagem quanto ao numeséludas aderidas. No estudo de
Ramaswamy et al. (2005) variacdes na composicanicpliie na solubilidade de materiais
resultaram em diferencas na morfologia e na profiaaig das lacunas de reabsorcéo

originadas por osteoclastos, o que pode interfieair maneira com que osteoblastos
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interagem com a matriz e na subsequente formagiEadPados relacionados a liberacao
ibnica e ao pH demonstraram uma forte correlacée aolubilidade e biocompatibilidade
no estudo de Bandyopadhyay-Ghosh et al. (2007).

Desta forma, verifica-se a existéncia um contraeeddependente dos produtos da
dissolucdo ibnica de materiais bioativos nas rdapodas células 0sseas. A cinética de
dissolucdo do material e precipitacdo de ions assaperficie é fortemente dependente da
relacdo area superficial do material / volume daitio (Rssyvs); da composigdo quimica e
do liqguido em contato com o material; e da tempesa¢ pH do liquido (Sepulveda et al.,
2001). Além disso, para vitroceramicas, a cinétieaformacdo da camada de HCA
depende das fases cristalinas presentes no matedal porcentagem de cristalinidade
(Hench et al., 1999).

O emprego do meio de cultura DMEM suplementado &6f% de soro fetal bovino
parece ter sido eficiente para um pré-tratamendamitrizes no presente estudo. Este meio
foi utilizado para o mesmo propédsito em outros as$u(Clupper et al., 2003; Nagakawa et
al., 2004) e, apesar da diminuicdo da cinéticaodedcdo da camada de hidroxiapatita em
comparacao com SBF (Clupper et al., 20@3)amada apatitica formada tende a preservar
seus elementos caracteristicos essenciais (Faake 2008).

No entanto, esse efeito deve ser averiguado noemieesestudo por meio da
caracterizacdo da superficie das diferentes msafripéilizando microscopia de luz
convencional, microscopia eletrbnica de varreduME\)) e espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier.

Além disso, as analises descritivas do presentel@sievem ser complementadas
com dados quantitativos consistentes que seradosbgior meio da anélise do DNA e do

RNA isolados das células previamente aderidas @&szes, possibilitando a quantificacdo
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das células e da expressdo de genes relativogrardifacdo osteoblastica e osteoclastica.
A viabilidade celular também devera ser verificadameio de analises no meio de cultura
armazenado.

De maneira preliminar, os achados do presente @sfuderem que, quando em
condi¢cbes adequadas, as matrizes avaliadas podeluzprrespostas celulares favoraveis
ao seu emprego na engenharia do tecido 6sseo. Aueldiferentes respostas tenham sido
relacionadas a composicdo quimica das matrizesicesso das mesmas relacionou-se
principalmente ao tempo no qual foram incubadasnesio de cultura previamente ao
plagueamento celular. Por isso, outras condi¢cOgsé&lgratamento devem ser avaliadas em
estudos posteriores visando possiveis efeitos icesé&idicionais.

O presente estudo pode auxiliar no fornecimentalidetrizes para que as novas
composi¢cdes quimicas possam ser estabelecidas opa®esenvolvimento de matrizes
porosas, bem como das condicdes propicias pargpregmdas mesmas na engenharia do

tecido 6sseo.
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Os estudos revelam que o Biosilicamssui boas propriedades para a formacdo do
tecido 6sseadn vivo. Esta nova vitroceramica bioativa totalmente aliisa favoreceu um
elevado numero de osteoblastos e a formacédo Ossesanesitio de defeito, bem como a
melhoria das propriedades mecanicas do 0sso.

Particulas menores de BiosilicRtalemonstraram reabsorcdo parcial, que foi
acompanhada por uma maior atividade osteogénicdofmambém eficientes para a
formacéo 6ssea, particulas maiores exibiram um odaipento mais estavel das respostas
induzidas.

Embora investigacdes adicionais e ensaios cling@am necessarios, diversas
situacdes clinicas envolvendo a perda de tecideoég®dem ser beneficiadas pelas
propriedades osteogénicas do Biosili€aparticulado, inclusive com a possibilidade de
selecionar a faixa granulométrica para se atingindg6es Otimas para cada caso
especifico.

Além disso, os achados apontam para a aplicaciwigsora do Biosilicafd na
engenharia do tecido 6sseo. Matrizes porosas duaaliareliminarmente demonstraram que
respostas celulares muito favoraveis podem sedamtidesde que exista uma cautela
guanto a excessividade dos produtos da dissoldg&maidos materiais.

Os estudos desta tese apontam para algumas @isetjizanto a reatividade do
Biosilicato® e, com isso, novos estudis vitro e in vivo devem ser realizados para o
desenvolvimento de estratégias eficientes que lizabi 0 emprego terapéutico desta
vitroceramica altamente bioativa. Como exemploscanocéo de estimulos adicionais para
a angiogénese, de maneira a assegurar sua ocar@mgomitante com a osteogénese,
pode ter um papel decisivo no sucesso dos compléxmsivos delineados para a

regeneracgdo guiada do tecido 0sseo.
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In vivo biological performance of a novel highly boactive glass-ceramic
(Biosilicate®): a biomechanical and histomorphometric study in at tibial

defects.

ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the bone respots@snovel bioactive fully-
crystallized glass-ceramic (Biosilic&)eof the quaternary system®-Na,O-CaO-SiQ.
Background Data: Although a previous study demonstrated positivéeots of
Biosilicaté® on in vitro bone-like matrix formation, itm vivo effects were not studied yet.
Methods: Male Wistar rats (n = 40) with tibial bone defeetere used. Experimental
groups were designed to compare this novel biomaateith a gold standard bioactive
material Bioglas§ 45S5) and also with unfilled defeasd intact controls. A three-point
bending test was performe20 days after the surgical procedure, in additionthe
histomorphometric analysis in 2 regions of interestrtical bone and medullary canal
where the particulate biomaterial was implantBeésults: The three-point bending test
revealed a significant increase in the maximum I|@dfailure and stiffness in the
Biosilicaté® group ¢s. control defects), reaching values similar to jumed bones. There
were no differences in the cortical bone parametegsoups with bone defects, but a great
deal of woven bone was present surrounding Bias#icand Bioglas§ 45S5 particulate
Although both bioactive materials supported siguifit higher bone formation; Biosilic&te
was superior to Biogla&s45S5 in some histomorphometric parameters (bohensand
number of osteoblasts). Regarding bone resorpBassilicate® group showed significant
higher number of osteoclasts per unit of tissua #nan defect and intact controls, despite
of the non-significant difference in the osteodtasurface as percentage of bone surface.
Conclusion: This study reveals that the fully-crystallized Siliwaté® has good bone-
forming and bone-bonding properties.

Key words: Bioactive glass and glass-ceramic, Bone histomor@in, Mechanical

properties, Animal study.
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INTRODUCTION

Millions of bone fractures occur every year worldei Although bone regeneration
is a well-organized biological process, delayedonnor non-unions may result from
insufficient wound healing responsen addition, impairment of bone regenerative growt
and remodeling can be caused by other clinicabsdns involving bone loss, such as
various diseases or tumor resecfion.

In this context, there is a critical need for tealogies that are able to enhance bone
healing’ One promising treatment is the use of bioactiassgs as bone graft substitutes
due to their ability to bond and integrate withidig bone by forming a biologically active
bonelike apatite layer on their surfa&sOsteoproduction, i.e. proliferation of new bone
within a bone defect sitepccurs as a consequence of rapid reactions orcthieaglass
surface. Moreover, surface reactions release akitbtoncentrations of soluble silicon,
calcium, phosphorus and sodium ions that stimuthee attachment, proliferation and
differentiation of osteoblasts (bone-forming cefi8)

Bioglas$ 45S5, a silica-based melt-derived glass (45%,,52@.5% NaO, 24.5%
CaO, 6% BOs), has been known for many years as the most lMeacbmposition among
numerous bone-bonding glaséet.was first introduced in the early 70s by Herad
since then, it has been reached many clinical egpdns, including the repair of
periodontal bone defects, maxillo-facial defectsorestruction, spinal surgery and bone
replacement.

Many works have proved th&@ioglas§ 45S5 has good bone bonding properties
and a stimulatory effect on osteogenégtisHuman bone cell culture over the surface of

Bioglas$§ 45S5 discs demonstrated enhanced formation of hodeles, which are three-
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dimensional structures composed of mineralizedaegtiular matrix and cell aggregates
with organizational complexity similar to naturairie growrin vivo.° In addition, the ionic
products of Bioglas$45S5 induced an increase in both human ostegiasiteration and
expression of insulin-like growth factor Il (IGFylla potent osteoblast mitogenic growth
factor! Indeed, the mechanism fon-situ tissue regeneration involves upregulation of
seven families of genes that control the osteoloielstycle, mitosis and differentiatidh.

Despite its well-known stimulatory effects on ogfenesis, the use of bioglasses
monolithic Bioglas& 45S5 for bone engineering applications has beeitelinmainly due
to its relatively poor mechanical propertfés? Considering this important matter, our
research group has developed nucleation and grthetimal treatments to obtain a novel
fully-crystallized bioactive glass-ceramic of thaaternary FOs-Na,O-CaO-SiQ system
(Biosilicaté®, patent application WO 2004/07419@Yystallinity significantly changes the
fracture characteristics of glasses leading to sgtasamics with improved mechanical
properties. On the other hand, the introductiorcryftalline phases could, in principle,
decrease the bioactivity:*> But, interestingly,in vitro experiments demonstrated that
Biosilicaté® exhibits higher bone-like matrix formation thas fiarent glass and Biogl&ss
45S5 in an osteogenic culture syst€m.

This important finding stimulated us to progress timderstanding of the effects of
this fully-crystallized glass-ceramic on osteogéneslthough Biosilicat® promotes
enhancedn vitro bone-like matrix formation; its effect an vivo bone growth has not been
studied yet. In this context, the present studysaininvestigate and compare the effects of
Biosilicaté® and Bioglas 45S5 (gold standard biomaterial) on the bone regéine

process of surgically created defects in rat tibia.
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METHODOLOGY
Biomaterials

High purity silica and reagent grade calcium cadten sodium carbonate, and
sodium phosphate were used to obtain the generis glompositions: Biogld$45S5 and
Biosilicaté® parent glass. The chemicals were weighed and nfoe80 min. Premixed
batches were melted in Pt crucible at a temperaturge of 1250 to 1380°C for 3h in an
electric furnace (Rapid Temp 1710 BL, CM Furnaaas,|Bloomfield, NJ, USA) at the
Vitreous Materials Laboratory of the Federal Unsigr of Sdo Carlos (Séo Carlos, SP,
Brazil). Inmediately after, the liquid was rapidigoled in cylindrical stainless steel molds
in order to achieve vitreous plaques.

To obtain the fully-crystallized Biosilicateglass-ceramic, Biosilicateparent glass
cylinders underwent cycles of thermal treatmenpriamote their crystallization. The first
thermal cycle was performed at a relatively low penature, just above the glass transition
temperature to promote volumetric nucleation ofstals. Afterwards, the nucleated
samples were submitted to further treatment at add’C above the nucleation
temperatures. The detailed compositions and thetreatment schedules to obtain the
Biosilicate® glass-ceramic are described in the patent WO Pg@409"’

Biosilicaté® and Bioglas8 45S5 cylinders were crushed and the powders vieveds
to select particles in the 180-21n range, which were used to fill bone defects i th
present study.

Experimental design
Forty male Wistar rats (aged 12 weeks and weigi2i@300 g) were used in this

study. They were maintained under natural conditions ohidity and temperature, light-
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dark periods of 12 hours, and with free access dtemwand commercial diet. All animal
handling and surgical procedures were strictly catedd according the Guiding Principles
for the Use of Laboratory Animals. This study wgspved by the Animal Care
Committee guidelines of the Federal University ab £arlos.
Rats were randomly distributed into four groupg&@animals each:
- control intact group (intact tibias without the gigal creation of bone defects)
- control defect group (bone defects without angfl
- Bioglas§ 45S5 grouptfone defects filled with the gold standard bioniater
- Biosilicate® group (bone defects filled with the biomateriab®tested).
Surgical procedures
Bilateral non-critical size bone defects were statly created at the upper third of
the tibia (10 mm distal of the knee joint). Surgergs performed under sterile conditions
and general anesthesia induced by intra-peritangsdtion of Ketamine/ Xylazine (80/10
mg/Kg). The medial compartment of the tibia wasasqul through a longitudinal incision
on the shaved skin. A standardized 2.5-mm-diantatee defect was created by using a
motorized drill under copious irrigation with saisolution. Holes were compressed with
gauze for 5 minutes. Immediately afterwards, banaties were completely filled with the
corresponding biomaterial in the treated animaligso After implantation, the cutaneous
flap was replaced and sutured with resorbable patyigp, and the skin was disinfected
with povidone iodinThe health status of the rats was monitored daily.
Twenty days after the surgical procedure, animatseweuthanized by anesthesia

overdoseand tibias were bilaterally harvested for analysis
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Mechanical test

Biomechanical properties of the left tibia wereadetined by a three-point bending

test in an Instrofi Universal Testing Machine (USA, 4444 model, 1 Kisd cell).

Tibias were placed on a special holding device viiio supports located at a
distance of 21.7 mm. The load cell was perpendibujgositioned at the exact site of the
bone defect, prior to submitting the medial surfé@epair area) to traction. A 5-N pre-load
was applied in order to avoid specimen sliding.alfn the bending force was applied at a
constant deformation rate of 5 mm/min until fraetwccurred. From de load-deformation
curve, the maximum load at failure (N), structustiffness (N/mm) and energy absorption

(J) were obtained.

Bone histomorphometric analysis

After harvesting the right tibias, the proximal semt was fixed in 70% ethanol,
dehydrated, embedded in methylmetacrylate, and\easally sectioned using a Polycut S
microtome (Leica, Heidelberg, Germany). Five-uncithsections were obtained from the
centre of the bone defect site. Sections wereeddaiith 0.1% toluidine blue at pH 6.4, and
at least two non-consecutive sections were exanfimedach sample. Data were obtained
using the Osteomeasure semiautomatic image angl@sgzometrics, Atlanta, GA, USA).

Measurements were first performed at the inner amer shells of cortical bone.
Static parameters of cortical volume (Ct.V/TV, %)dathickness (Ct.Th, um) were
obtained. Afterwards, measurements were performédastandardized fields inside the
medullary canal where biomaterial particles weracetl. The mean tissue area (T.Ar)
analyzed was 0.3392 + 0.0004 farithe static indices obtained were bone volume as a

percentage of tissue volume (BV/TV, %), osteoiduwmoé as a percentage of tissue volume



99

(OVITV, %), osteoid thickness (O.Tlym), number of osteoblasts per unit of tissue area
(N.Ob/T.Ar, /mnf), osteoblast surface as a percentage of bonecsuffab.S/BS,%),
number of osteoclasts per unit of tissue area (N.@¢, /mnf), and osteoclast surface as a
percentage of bone surface (Oc.S/BS, %). Histonmrgtric indices were reported
according to the standard nomenclature recommehgieétie American Society of Bone
and Mineral Researci.All measurements were performed by a single olesemho had
no knowledge of which experimental group the sampkdonged.
Statistical analysis
The normality of all variable distribution was Megd using Shapiro—Wilk’s W test.

For the variables that exhibited normal distribngdBV/TV, OV/TV, O.Th, N.Ob/T.Ar,
Ob.S/BS, N.Oc/T.Arenergy absorption), comparisons among groups wexgenusing
one-way analysis of variance (ANOVA), complemenigdTukey HSD post-test analysis.
Kruskal-Wallis test was performed for the variabfest exhibiting normal distributions
(Ct.VITV, Ct.Th, Oc.S/BS, maximum load, stiffnesspTATISTICA version 7.0 (data
analysis software system - StatSoft Inc.) was ts@arry out the statistics analysis. Values
of p < 0.05 were considered statistically significanesRlts are all presented as mean +
standard error of the mean.
RESULTS

Neither postoperative complications nor behavioananges were observed. All animals
recovered from the bilateral surgery and returraguldty to their normal diet and movement

pattern. The sacrifice time was reached withoutahyerse events.
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Bone mechanical properties

Table 1 summarizes the data of the biomechanisal Bones which had the created
defects filled with Biosilicat® exhibited similar biomechanical properties thamadn
controls. In addition, they could abide a significkarge load before failure occurrence and
exhibited higher stiffness than unfilled bone d&fe@defect controls). No significant
difference was found in the comparison betweenliBa&e® and Bioglasd 45S5 groups,
instead of the non-significant difference among ebolefects filled with Biogla§s45S5
and unfilled bones.

Bone histomorphometry

Cortical volume (Ct.V/TV) was significantly decreas in experimental groups
submitted to the surgical creation of bone deféctntrol defect, Biogla§s45S5 and
Biosilicaté® groups) in comparison with intact bones (Fig.1)e Tortical thickness was
also significantly higher in control intact grouppan in Biosilicat® and Bioglas’ 45S5
groups. No significant difference was found amowogéedefects filled with Biosilicafe
Bioglas§ 45S5 and unfilled bone defects (control defects).

However, a great deal of high cellularized woveméavas present circumjacent to
the biomaterial particles and the quantitative wsial demonstrated that bone volume
(BV/TV) was significantly higher in the Biosilicdteand Bioglas$ 45S5 groups than in
both control groups (Fig.2), with defect controlsocaexhibiting osteogenic activity in the
medullary region. By comparing Biosilic&tevith the gold standard biomaterial (Biogl&8ss
45S5), we found a significantly higher bone voluiméne Biosilicat& group (Fig.2).

Newly formed bone was observed surrounding Bicsiéit and Bioglas® 45S5

particles, in a direct contact with the materiaface (Fig.3). Moreover, interparticle spaces
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were also filled by new bone trabeculae, exhibitiredpeculae bridges formation between
some particles.

Nonmineralized bone tissue (osteoid) deposits eesent over the surface of the
woven bone. Osteiod volume was significantly higinethe Biosilicat® group than in both
control groups (Fig.4), and the osteoid thickneggdr than in control intacts (Fig.5).
Bioglas§ 45S5 and control defect group also exhibited higiséeoid volume than control
intact group, without differences regardiogteoid thickness.

Active cuboidal osteoblasts were present liningaaref osteoid tissue. Bone defects
filled with Biosilicate® showed a significant higheumber of osteoblasts per unit of tissue
area (N.Ob/T.Ar) than defects filled with Biogl&s45S5, unfilled defects and intact
controls (Fig.6). The number of osteoblasts wae aignificantly higher in the BioglaSs
45S5 group than in intact and defect controls emdtof the greater osteoblast surface as a
percentage of bone surface (Ob.S/BS) in contraliggan comparison with the two treated
groups (Biosilicat® and Bioglas§45S5) (Fig. 7).

Regarding the histomorphometric parameters of b@serption, the Biosilicafe
group showed a significant higher number of ostesisl per unit of tissue area than both
control groups (Fig. 8), instead of the non-sigaifit difference in the osteoclast surface as
a percentage of bone surface (Fig. 9).

DISCUSSION

Since a previoudn vitro study demonstrated the high osteogenic potential o
Biosilicate®,'® we hypothesized that this novel biomaterial calb greatly inducen vivo
bone growth. Results from the present work showat] instead of the incomplete cortical

healing, bones which had the surgically createealsffilled with Biosilicat® particulate
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exhibited significant larger volumes of newly fordnbone tissue and greater mechanical
properties.

The bone mass, as well as the quality and arrangeshé@s microstructural elements,
influences bone mechanical properfigsTherefore, the improved bone load-bearing
capacity and stiffness stimulated by Biosili€amrobably mirror the huge amount and/or
spatial distribution of newly formed bone into tliefect site, the presence of the
biomaterial particulate and the strong bond betwhem, which can be very useful during
bone healing processes.

Newly formed bone was observed surrounding Bicsiéit and Bioglas® 45S5
particles, in a direct contact with the materiaiface. Moreover, interparticle spaces were
also filled by new bone trabeculae, exhibiting é@aldae bridges formation between some
particles.

Oonishi et af® demonstrated a progressive bone formation atutface of Bioglass
45S5 particles filling bone defects in rabbits. aing to these authors, the new bone had
a trabecular architecture that incorporates thesgbarticles within the bone structure.

In the present study, Biosilicdtgarticulate implantation resulted in both mineredi
and osteiod matrix volumes augmentation. Despith@itomparisons with a gold standard
bioactive material (BioglaSs45S5) and the fact that a previous in vitro stdegnonstrated
that Biosilicat® is comparable to class A bioactive glasSethis study failed in not
including bone defects filled with bioinert matédsiafor instance alumina, as an additional
control group.

Within this limitation, the findings uphold the wking principle of bioactive glasses
or glass ceramics, which is considered to be admapdeposition of a layer of

hydroxycarbonate apatite (HCA) on the surface ef slica gel as a result of exchange
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between calcium and silica ions when bioactive gflaame into contact with living
tissues''® Entirely inorganic reactions, previously describegd Hench! lead to rapid
growth of HCA bone mineral on the glass surface tana rapid proliferation of new bone
within a bone defect site, a process termed osbeljotion.

The size, crystal habit, orientation and compositid the HCA phase are equivalent
to that of the mineral phase of living bone. Thisage provides binding site for
osteoprogenitor cells attachment, proliferation alifterentiation; hence cell function is
favored and osteoid matrix is generatdddeed, collagen fibrils are incorporated within
the mineralized layer of newly forming bone, as dastrated by electron microscopy of
the glass interface bonded to bhe.

However, the rate of the reactions that occurs fen material surface is highly
sensitive to the material compositibrin the present study, comparisons among bone
defects filled with Biosilicat® and Bioglas$ 45S5, both belonging to the quaternas®#
NaO-CaO-SiQ system, demonstrated significant larger areas aferalized matrix
formation in Biosilicat® group on day 20 post-surgery. Therefore, Bios#tapecific
compositional range within the quaternary systenstnlikely enhances the production of
bone-like matrix.

This in vivo finding corroborates previoum vitro results, which showed that,
although Biosilicat® and Bioglas$ 45S5 discs supported osteogenesis, significaatiyet
areas of calcified matrix were detected for thelyfatystallized glass-ceramic
(Biosilicate®) after 17 days in an osteogenic culture system.

It was worth noticing that the special nucleatiamd growth thermal treatments

developed by our research group to improve the ar@chl properties of glasses were also
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feasible to the obtainment of a fully-crystallizglass-ceramic (Biosilicaf® with the high
bioactivity level and osteoproductive propertiehibied by glasses.

We considered that filling limited bone defects vaasefficient model to access bone
growth induced by particulate biomaterials. Theficliit of placing and retaining the
particles in the defect site was overcome by theesive mass formed when Biosilicate
and Bioglas8 45S5 particles were placed in bleeding sites. Eqmently, the particles
could easily pack into the bone defect site ang stgplace. The same phenomenon was
reported by Oonish et alsing Bioglas8 45S5 particles to fill non-critical bone defeats i
femoral condyles of rabbifS. According to these authors, the cohesive massrined
because rapid reactions on the material surfaak tieahe formation of a gel layer and,
consequently, sufficient hemostasis is reached. ifttamedullary implantation has been
widely used to access bone responses to biomatéfiaf>*

Clinical advantage of Biosilicateand Bioglas$ 45S5 has been provided by their
capacity to be easy to manipulate, hemostatic angramote large areas of bone tissue
formation. However, recent research shows thatctitecal stage of reaction for bone
regeneration is related with cell attachment arudiferation on the biomaterial surfaté®
mechanisms still beginning to be understood. I€sdved that cellular responses constitute
an essential requirement for the bioactive behavior

Multiple studieshave shown that an exposure of human primary olstsisbto the
soluble chemical extracts of Biogl&s45S5 is responsible for activating several farsité
genes within few hours, including genes encodingear transcription factors and potent
growth factors® These findings indicate that Class A bioactive sgés promote

osteogenesis through a direct control over genas rdgulate cell cycle induction and
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progression, which can explain the significant eighumber of osteoblasts per unit of area
(N.ODb/T.Ar) in Biosilicat€ and Bioglas& 45S5 groups in the present study.

On the other hand, the osteoblast surface as eemage of bone surface was
significantly higher in the control group. Therefpdespite the huge number of osteoblasts
observed in bone defects filled with Biosilicand Bioglas845S5, the magnitude of the
bone formation was higher than the increment inntlmaber of cells. In fact, any cells or
organic molecules are required for the rapid grogftRlCA bone mineral on the bioactive
glass or glass-ceramic surfacelowever, isolating the physicochemical phenomeoenf
the reactions affected by cellular activity woulé B mechanistic explanation for the
multiple and parallel interactions occurring at thaterial-tissue interface. Considering this
important matter, we hypothesize that cellulanatgtiand function may also be enhanced
by the local chemical environment created by Biosi€® and Bioglas$ 45S5 particulate
implantation. In this case, these bioactive malterieould influence not only cell
proliferation but also the osteogenic potentiahase cells.

Motivated by the remarkable number of osteoblastosanding Biosilicat® granules
found in the present work, further studies mustdé&eeloped to investigate the influence of
the inorganic ions released by this novel glasafoér on the genetic control of the
osteoblast cell cycle and function.

Moreover, once new bone matrix has been formed digoblasts, supplementary
efforts should be spent on the investigation ofdiggradation caused by osteoclasts. The
remodeling process, including bone-forming activétyd bioresorption, is an important
prerequisite to the obtainment of the desired cetepteorganization of the implanted

biomaterial into bone tissif&?’
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While many studies have focused on bone formatromfboth mature and bone
marrow-derived osteoblasts on various biomaterfals,investigations address osteoclasts
role in bone tissue engineeriffHamadouche et al. investigated the long-témvivo
bioactivity and degradability of bulk sol-gel-desi¥ glasses (58S and 77S Biogfss
using bulk 45S5 melt-derived Biogl&sas a controf® Absorbability was observed for both
sol-gel-derived glasses starting 12 weeks aftedantption, and reaching 40% after 52
weeks. The authors assumed that this absorbakility partially related to osteoclastic
resorption as viable osteoclasts-like cells werenébto be in direct contact with the glass
surfaces. On the other hand, no degradation coalchéasured in the case of Biogfass
45S5 within 1 year of implantation.

In the present study, Biosilicdtegroup showed a significant higher number of
osteoclasts per unit of tissue, instead of the signiicant difference in the eroded surface
as percentage of bone surface.

Nevertheless, the present study investigated desstgge of the bone regenerative
process induced by a well-defined size range ofbibenaterial particulate. Then, further
studies should be developed to provide additiom@rmation concerning the dynamics of
the Biosilicat& influence on bone remodeling and the structurahghmy behavior of this
biomaterial. This supplementary investigation sHotdcus on the final aim of bone
induced-regeneration, which is the ability to restthe bone architecture with biological
and mechanical properties similar to the uninjwed.

CONCLUSION

This study reveals that the fully-crystallized Biimste® has good bone-forming

properties. The novel bioactive glass-ceramic sttpdoa great number of osteoblasts

inside the defect site and enhanced new bone fmmads well as improved mechanical
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properties of the bone. Although further long testudies and clinical trials are required,
the findings here presented point to a promising afsBiosilicat€ for bone engineering
applications.
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Compative kinetics of bone responses to differenized Biosilicate® particles.

ABSTRACT

Objective: This study aims to compare the bone reaction w d¥fferent granulometric
distributions of a novel bioactive glass-ceramidogicate®). Background Data: Bone
responses may vary depending on the factors tatencte the chemical reaction kinetics
of a bioactive material. Despite of the positivieets of the full crystallization of bioactive
glasses in a range of composition of the syste@s-RaO-CaO-SiQ on osteogenesis
promotion, the effects of different-sized particlesve not been studied yeMlethods:
Surgically created bone defects in the tibia of (at= 80) were filled with 180- to 200-um
or with 300- to 355-um particles of BiosilicAteand Bioglas® 45S5 (gold standard
bioactive material). Unfilled bones (n=20) wereoalssed as controls. Histomorphometric
analyses were performed 10 and 20 days after ttggcali procedureResults: The more
pronounced partial degradation of 180- to 210-pwsHtaté particles was accompanied
by a significant higher bone volume in this expertal group (p<0.05). Biosilicdte
advantage over Biogla8s45S5 was only revealed in the comparison of smaifed
particles. The rate of the surface reactions ailaenced osteoblasts recruitment, although
no differences were found in the number of ostetslaOnly bone defects filled with 300-
to 355-um particles of Biosilicateshowed similar behavior than unfilled bones reiyayd
the transitory bone marrow fibrosi€onclusion: Smaller-sized particles of Biosilicite
revealed partial reabsortion, which was accompahyjed more pronounced bone-forming
ability. Although also efficient for bone formatiolarger particles of this bioactive material

exhibited a more steady-state behavior for itsagasps.
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INTRODUCTION

Bone-bonding ability is a particular feature of dwtive ceramics, glasses, glass
ceramics and composites (1,2). This unique progdeatyattracted a great deal of interests
for the treatment of clinical situations involvitigpne loss (3), especially considering the
demands for high quality bone and joint health cdrde rapidly growing aging population
worldwide (4,5).

The underlying mechanisms that make bioactive naddge suitable for bone
regeneration involve a sequence of inorganic reastipreviously described by Hench (2),
that lead to rapid growth of a layer of hydroxyearbte apatite (HCA) on the material
surface immersed in physiological enviroments. Biee, crystal habit, orientation and
composition of the HCA phase are equivalent to tiiadhe mineral phase of living bone,
thus providing a binding site for osteoprogenitalls attachment, proliferation and
differentiation (2).

Early attention was paid to these changes occumitige bioactive material surface,
but additional findings supported the concept ttie#@ mechanism folin-situ tissue
regeneration also involves a direct genetic cordfahe cellular responses to the inorganic
ions released by these biomaterials (2,5,6). Indesd exposure of human primary
osteoblasts to the ionic dissolution products afgkisS 45S5, which has been known as
the most bioactive composition among numerous lmmeling glasses (2), is responsible
for the upregulation of at least seven familiesgehes that encode proteins known to
influence all aspects of cell proliferation andfeliéntiation (7,8).

These findings indicate that bioactive material® ¢gaduce bone regeneration
through a more biologically based method than tleeehy substitution and/or replacement

of tissues. However, better advantage of this ptgpan be taken by the investigation of
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the rate at which bioactive materials undergo #tguencial reactions toward bone growth
and cell stimulation (9,10). The kinetic factoratthnfluence the biomaterial reactivity,
such as chemical composition, crystallinity andtipler size, deeply affect bone responses
(10, 11, 12). Therefore, these factors can be cobetr for different desired purposes in the
clinical practice, since some effects must be paéfie over others depending on the
specific situation.

Regarding crystallinization, it has been known ttieg introduction of crystalline
phases could, in principle, decrease the kinetidhe apatite layer formation in simulated
body fluid (SBF) K9 (11, 13). Howeveim vitro experiments demonstrated that a novel
fully-crystallized bioactive glass-ceramic of thaaternary FOs-Na,O-CaO-SiQ system
(Biosilicate®) exhibited hydroxycarbonateapatite (HCA) layemiation on its surface in
SBFK9 as early as 24 h, which is comparable to dlass A bioactive glasses (14).
Moreover, Biosilicat® discs supported significantly larger areas ofifieft matrix after 17
days in an osteogenic culture system, in comparisoBioglas§ 45S5 and Biosilicafe
parent glass (14).

Despite of the positive effects of the full cry$tation of bioactive glasses in a
range of composition of the systernOB-Na,O-CaO-SiQ on osteogenesis promotion, the
effects of different-sized particles have not beeried yet. As it is a factor that influence
the chemical reaction kinetics, the particle sizeaty affect both cell and solution-
mediated dissolution of a biomaterial in contacthwphysiological fluids towards the
production of newly formed bone (9, 12). In thisitxt, the present study aims to compare
the bone reaction to two different granulometriogm of Biosilicat® and Bioglas$ 45S5

(gold standard biomaterial) particulate on surdycaleated defects in rat tibia.
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METHODOLOGY
Biomaterials

High purity silica and reagent grade calcium oadie, sodium carbonate, and
sodium phosphate were used to obtain the generis glompositions: Biogld$45S5 and
Biosilicaté® parent glass. The chemicals were weighed and mfged30 min in a
polyethylene bottle. Premixed batches were meltdéticrucible at a temperature range of
1250 to 1380°C for 3h in an electric furnace (Rapamp 1710 BL, CM Furnaces Inc.,
Bloomfield, NJ, USA) at the Vitreous Materials Lahtory of the Federal University of
Sédo Carlos (S&o Carlos, SP, Brazil). Immediatetgrathe liquid was rapidly cooled in
cylindrical stainless steel molds in order to achigitreous plaques.

To obtain the fully-crystallized Biosilicateglass-ceramic, Biosilicateparent glass
cylinders underwent cycles of thermal treatmenprimmote their crystallization. The first
thermal cycle was performed at a relatively low penature, just above the glass transition
temperature to promote volumetric nucleation ofstals. Afterwards, the nucleated
samples were submitted to further treatment at add’C above the nucleation
temperatures. The detailed compositions and thetreatment schedules to obtain the
Biosilicaté® glass-ceramic are described in the patent WO P@@409 (15).

Biosilicaté® and Bioglas8 45S5 cylinders were crushed and the powders vieveds
to select particles from both 180-2uth and 300-35%m size range, which were used to

fill bone defects in the present study.
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Experimental design and surgical procedures
One hundred male Wistar rats (aged 12 weeks anghtugg 250-300 g) were
randomly distributed into 5 groups of 20 animalscheaGroups differ regarding the
biomaterial used to fill the bone defects and ihe seange of the biomaterial particles:
- Control group (bone defects without any fillers)
- Bioglas$ 45S5 group180- to 2104m particles)
- Bioglas§ 45S5 group300- to 3554m particles)
- Biosilicaté® group (180- to 21@:m particles)
- Biosilicaté® group (300- to 35%m particles)

All groups were divided into 2 sub-groups, condgitgrdifferent time-points for
sample analysis (10 and 20 days post-surgery).

Non-critical size bone defects were surgically tedaat the upper third of the right
tibias (10 mm distal of the knee joint). Surgerysvgeerformed under sterile conditions and
general anesthesia induced by intra-peritonealctioje of Ketamine/ Xylazine (80/10
mg/Kg). The medial compartment of the tibia wasasqu through a longitudinal incision
on the shaved skin. A standardized 2.5-mm-diantatee defect was created by using a
motorized drill under copious irrigation with saisolution. Holes were compressed with
gauze for 5 minutes. Immediately afterwards, banaties were completely filled with the
corresponding biomaterial in the treated animaligso After implantation, the cutaneous
flap was replaced and sutured with resorbable patyig, and the skin was disinfected
with povidone iodin.The health status of the rats was monitored ddilyey were
maintained under natural conditions of temperatumé humidity, light-dark periods of 12

hours, and with free access to water and commaetigitl
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On days 10 and 20 after the surgical proceduremnalsi were euthanized by

anesthesia overdosad tibias were bilaterally harvested for analysis

All animal handling and surgical procedures weretyy conducted according the
Guiding Principles for the Use of Laboratory Animallhis study was approved by the

Animal Care Committee guidelines of the FederaMdrsity of S&do Carlos.

Bone histomorphometric analysis

After harvesting the right tibias, the proximal semt was fixed in 70% ethanol,
dehydrated, embedded in methylmetacrylate, and\earally sectioned using a Polycut S
microtome (Leica, Heidelberg, Germany). Five-unckhsections were obtained from the
centre of the bone defect site. Sections wereedaiith 0.1% toluidine blue at pH 6.4, and
at least two non-consecutive sections were exanfimedach sample. Data were obtained
by the Osteomeasure semiautomatic image analyzaed@etrics, Atlanta, GA, USA).
Measurements were performed at a standardizedegandsentative field in the medullary
region. The mean tissue area (T.Ar) analyzed wE897. + 0.0002 mf The static indices
of bone structure, formation and resorption weraebgolume as a percentage of tissue
volume (BV/TV, %), osteoid volume as a percentafjgéssue volume (OV/TV, %), bone
marrow fibrosis volume as a percentage of tissueime (Fb.V/TV, %), number of
osteoblasts per unit of tissue area (N.Ob/T.Ar, finwsteoblast surface as a percentage of
bone surface (Ob.S/BS,%), number of osteoclastsupér of tissue area (N.Oc/T.Ar,
/mn¥), and osteoclast surface as a percentage of hofzes (Oc.S/BS, %).

The space occupied by the biomaterial particlesewadso measured in order to
determine the bone graft substitute volume (BGV, &y the biomaterial thickness

(BG.Th, pm). These measurements were performednhie same tissue area where bone
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measurements were made, so enabling the calculattitre bone and osteoid volume as a
percentage of the free space within the tissue melynormalized bone and osteoid
volumes, %).
Statistical analysis
Kruskal-Wallis test was performed for the compars@mong groups. Wilcoxon

matched pairs test was used for the comparisonsebat time-points. STATISTICA
version 7.0 (data analysis software system - Stati®c.) was used to carry out the
statistics analysis. Values pf< 0.05 were considered statistically significanésRlts are
all presented as mean * standard error of the mean.
Results

Woven bone was present circumjacent to the Biad#ic and Bioglas$ 45S5
particles at both time-points analyzed, withoutfedt#nces regarding the quality of the
newly formed bone tissue. However, bones whichthadsurgically created defects filled
with Biosilicaté® particles in the size range of 180-210pm exhibiseghificant larger
volumes of newly formed bone tissue on day 20 ttmse filled with 300- to 355-pm
particles of the same biomaterial (Fig.1). Moreowamly the smaller-sized particles of
Biosilicate® showed a significantly higher bone volume thanggies 45S5 particles on
day 20 (Fig.1). No significant differences were rfduon day 10. For the comparisons
among biomaterials and particle sizes, similar Iteswere found for bone volume as a
percentage of the tissue volume or as a percemtatiee free space volume (Normalized
Bone Volume).

Unfilled bones (controls) exhibited smaller bonelunoe than all granulometric
distributions of Biosilicaté and Bioglas$ at both time-points analyzed (Fig.1), except for

Bioglas§ 45S5 300-355 pm group on day 10.
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There were no significant differences regardingoist volume among bone defects
filled with biomaterials (Fig.2). However, only he defects filled with Biosilicafe
exhibited significantly higher osteoid volume apercentage of the tissue volume than
control group on day 10 (Fig.2).

Bone defects filled witii80- to 210-um particles of BiosilicA&tshowed a significant
higher number of osteoblasts per unit of tissue area (N.Qlp) than defects filled with
300- to 355-um patrticles at both time-points (FigkBowever, there were no differences in
the number of osteoblasts concerning the two pewsice ranges of Biogla$s45S5.
Comparisons among biomaterials revealed a signifibdggher number of osteoblasts in
Biosilicaté® groups, except for the 300- to 355- um granuloimetmge on day 20. The
same disparity among biomaterials was verifiechendsteoblast surface as a percentage of
bone surface (Fig.4).

Al granulometric distributions of Biosilicate and Bioglas8 45S5 exhibited
significant higher number of osteoblasts than adrmgroup at both time-points analyzed
(Fig.3), except for Biogla§s45S5 300-355 pm group on day 20.

Regarding the histomorphometric parameters of beserption, there were no
significant differences among biomaterials andéntiple sizes neither in the number of
osteoclasts per unit of tissue (Fig.5) area nonénosteoclast surface as a percentage of
bone surface (Fig.6). Bioglds45S5 and Biosilicafeparticles in the size range of 180-210
pm exhibited significantly higher number of ostests per unit of tissue area than the
control group on day 10 and 20, respectively (Fig.5

There were no significant differences among gra@gmrding the percentage of the
tissue area occupied by biomaterial particles gnlda(Fig.7). Furthermore, no significant

differences were found in the biomaterial thicknassong similar sized Biosilicateand
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Bioglas§ 45S5 groups on day 10. However, the thickness ioilkcate® 180-210pum
particles significantly decreased from day 10 tg #@. This experimental group exhibited
significant lower biomaterial volume and thicknéisan Bioglas$ 45S5 180-210 pm group
on day 20. Therefore, a ten-days-period betweertvibdime-points was insufficient for a
significant resorption of the analyzed biomateriascept for 180-210 um particles of
Biosilicate®, which showed evidence of partial degradation.

Unfilled bones exhibited a transitory bone marrolrdsis, since the fibrotic areas
totally disappeared on day 20. Only bone defedidfiwith 300- to 355-um particles of
Biosilicate® showed similar behavior. The other groups exhibige significant higher
fibrosis volume on day 20, instead of the non-gigant difference on day 10 (Fig.8).
DISCUSSION

The search for ideal conditions to the use of Wisaanaterials has attracted a great
deal of interests nowadays, since there is a g@weed for efficient bone-bonding
implants in the field of orthopaedic and dentalgsuy (5). It's generally accepted that
biological responses may vary depending on som@riacthat influence the biomaterial
reactivity (9, 10, 12). In this context, the presstudy was designed to compare the effects
of two different granulometric distributions of Biticaté® and Bioglas 45S5 (gold
standard biomaterial) particulate on surgicallyatee defects in rat tibia.

Biosilicaté® particles in the size range of 180- to 210-um vtieesonly one exhibiting
signs of partial bioresorption in this study. Itwsll-know that the particle size is one
crucial factor that influences this property, asglifectly affects the surface area available
for reactions with cells and physiological fluidsl( 12). In general, the smaller the particle

size, the faster is the biomaterial resorption. réfeee, the 180- to 210-um-particles
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advantage for being resorbed in comparison with 89355-um particles corroborate with
these broad concepts.

However, the biomaterial-related difference wasuaexpected finding. Biosilicafe
which is a fully-crystallized glass-ceramic, exkdoi a significant higher resorption rate
than Bioglas8 45S5, which has a glass network. Crystalline stres are characterized by
an ordered spatial lattice and atomic distributfdh, 12). Oppositely, the glass structure
has an inherent disorder (high number of structdedécts and non-crystallinity) that has
been associated with a higher solubility of thesatemals (11). Various studies
demonstrated that solubility is inversely correfat® crystallinity (16, 17, 18). The
contradictory result in the present study is prébatue to the difference in the chemical
element ratio of Biosilicafeand Bioglas 45S5 within the quarternary®s-Na,O-CaO-
SiO, system, which they both belong. Additional studiescluding groups with
Biosilicaté® parent glass and also longer time-points for aiglyshould be developed to
promote a deep understanding about this phenomenon.

Another point which merits consideration is thasules regarding biomaterial
resorption are consistent with the findings regagdnew bone formation in the present
study. The more pronounced partial degradation86t 1o 210-um Biosilicafe particles
was accompanied by a significant higher bone volimehis experimental group. This
finding gives rise to the evidence that the surfaeactivity directly affect the bone
responses to bioactive materials, with larger sbilylrates leading to a more noticeable
enhancement effect on bone tissue growth (10).

Regarding the different bioactive materials, tinisivo finding corroborates previous
in vitro results (14) which showed that, although Biostéfaand Bioglas® 45S5 discs

supported osteogenesis, significantly larger acdaslcified matrix were detected for the
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fully-crystallized glass-ceramic (Biosilic&teafter 17 days in an osteogenic culture system.
However, Biosilicat® advantage over Biogla545S5 was only revealed in the comparison
of smaller-sized particles in the present studyictvltan be due to a slower effect on bone
growth considering larger-sized particles. Enharer@nof bone tissue growth in smaller-
sized particles was also demonstrated in someestulsvolving other biomaterials (19, 20).

Furthermore, the rate of the surface reactions mlag play a role in the cell
recruitment for osseous apposition (19), throughinee-dependent influence on the
attachment, proliferation, differentiation and nradegzation of bone cells (10). In the
present study, the number of osteoblasts per diissue area was significantly higher in
the Biosilicat€ 180-210 pm group than in the groups consistingmfer-sized particles of
the same biomaterial and Biogl8s45S5 particles in the same granulometric range.
Multiple studieshave shown that an exposure of human primary oststsbto the soluble
chemical extracts of Class A bioactive glassegsponsible for activating several families
of genes that regulate cell cycle induction andgpession (7, 21-23). Therefore, as the
factors that influence the biomaterial reactivisych as particle size, composition and
crystalinity, regulate the kinetics of the ionsease; they most likely also affect cell
proliferation and function.

On the other hand, neither the number of osteoclastthe eroded surface as a
percentage of bone surface differed among groupshimg biomaterials in the present
study. It was expected that the increase in thebeunof osteoblasts, the bone-forming
cells, could also be accompanied by an increasea@mumber of osteoclasts, the bone-
degrading cells. It's well-known that there is angex signaling between these cells
through the regulation of cell surface moleculed #re secretion of cytokines, enabling

their activities to be mutually influenced (24, 2%Ye hypothesize that this effect was not
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observed in the present study because the ionasezleby bioactive materials when
immersed in physiologic fluids buffer the solutitowards an alkaline pH (Hench, 2003),
which favors the bone matrix mineralization by oslasts (2, 26). Acidification is the key
requirement for osteoclasts to excavate resorgits) and it has become clear the role of
extracellular H+ as a long-sought osteoclast atitimafactor (26). Moreover, an in vitro
study demonstrated that osteoclasts are very sensd small shifts in pH within the
pathophysiologic range (27). In the present stwdy, suppose that reaction rates from
neither smaller- nor larger-sized particles of batimaterials created efficient extracellular
environment conditions for the near-maximal redorpactivity of osteoclasts.

However, bioresorption must be considered from tiewpoints: the solution- and
the cell-mediated degradation (9). We believe ttet biomaterial dissolution in the
physiological solution contributed more than phagosis for the partial degradation of the
particles in the present study.

Furthermore, the ionic products of the biomatedigkolution may be the cause for
the longer-lasting bone marrow fibrosis, as thendbel insult could constitute an
additional factor to the tissue injury for a petesig activation of repair mechanisms (28),
which is likely to occur through the release ofwtio factors and cytokines (28, 29). On the
other hand, it was worth noticing that no signifitaifferences were found in the bone
marrow fibrosis volume among bone defects filledhwB800- to 355-um particles of
Biosilicaté® and unfilled bone defects, thus suggesting a plesdecreased reactional state
of these groups on day 20. Further long-term studre required to access if the late bone

responses to Biosilicateparticles mirror its positive effects on bone gtiow



124

CONCLUSION

Smaller-sized particles of Biosilicteevealed partial reabsortion, which was accomphnie
by a more pronounced bone-forming ability. Althousjko efficient for bone formation,
larger particles of this biomaterial exhibited armeteady-state behavior for its responses.
Although additional investigations are requiredyessally including long-term analysis of
the bone reaction to Biosilicdtémplantation, the results from the present studiytpthat
bone-engineering strategies can be usefully apphiextder to achieve optimal conditions
for different desired purposes in clinical practice
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