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Comparacédo entre o biovidro ativo e o biovidro boro-silicato no reparo

0sseo do defeito critico em calvaria de Rattus norvegicus (Wistar)

RESUMO

Falhas Osseas de tamanhos criticos geralmente séo resultados por exemplo de
lesbes de alta energia e ndo unides, sendo desafio para qualquer cirurgido
ortopedista. Frente a esses desafios, muitas vezes sdo necessarios materiais
que auxiliem no preenchimento dessas falhas e, ao mesmo tempo, favoregcam o
meio para que a reparacao 0ssea ocorra. Desde 1970 vem sendo estudado e
aprimorado o biovidro ativo 45S5 que somado a compostos tais como o boro,
pode-se incrementar as vantagens para a formacédo de novo tecido 6sseo. O
presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a formulacao
convencional do biovidro ativo com a associacdo de boro, fabricados pelo
Departamento de Materiais Odontologicos e Protese da Faculdade de
Odontologia de Araraquara UNESP. Foram criados defeitos criticos em calotas
cranianas de 32 ratos Wistar, distribuidos em quatro grupos, a saber: CT+:
controle positivo (0sso autdgeno), CT-: controle negativo (defeito vazio/coagulo),
BV: biovidro 45S5 e BVBS: biovidro boro-silicato. Foram feitas microtomografias
computadorizadas na 62 e 122 semanas de pds-operatdrio, para analisar o
processo de reparacao 0ssea. Apds eutandsia na 122 semana, as calotas foram
processadas para andlises histologicas e histométricas. Ao final das analises
histométricas foi possivel constatar que em todos os tratamentos, com excecéo
do CT-, houve crescimento 6sseo, sendo os dados do BV e BVBS muitos
semelhantes, porém com resultados satisfatérios ao incremento de boro a
formulacdo classica, sugerindo que seu incremento pode favorecer a

crescimento de novo tecido 6sseo.

Palavras-chave: biomaterial, microtomografia e neoformacao 0ssea.



Comparison between active bioglass and borosilicate bioglass in bone

repair of the critical defect in the calvaria of Rattus norvegicus (Wistar)
SUMMARY

Bone failures of critical sizes are usually the result of high-energy injuries and
non-unions, for example, a challenge for any orthopedic surgeon. Faced with
these challenges, materials are often needed to help fill in these gaps and, at the
same time, favor the environment for bone repair to occur. Since 1970, the active
bioglass 45S5 has been studied and improved, which added to compounds such
as boron, can increase the advantages for the formation of new bone tissue. The
present study aimed to evaluate and compare the conventional formulation of
active bioglass with the association of boron, manufactured by the Department of
Dental Materials and Prosthesis of the Faculty of Dentistry of Araraquara UNESP.
Critical defects were created in the skulls of 32 Wistar rats, divided into four
groups, namely: CT+: positive control (autogenous bone), CT-: negative control
(empty defect/clot), BV: 45S5 bioglass and BVBS: boron bioglass -silicate.
Computed microtomography scans were performed at the 6th and 12th
postoperative weeks to analyze the bone repair process. After euthanasia in the
12th week, the caps were processed for histological and histometric analyses. At
the end of the histometric analysis, it was found that in all treatments, with the
exception of CT-, there was bone growth, with the data for BV and BVBS being
very similar, but with results reduced to the possible increment of boron in the
classic formulation, suggesting that its increment may favor the growth of new

bone tissue

Keywords: biomaterial, microtomography and bone neoformation.
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CAPITULO 1. Consideragbes gerais

INTRODUCAO

Falhas 6sseas de tamanhos criticos geralmente sao resultados de lesdes
de alta energia, fraturas patoldgicas, ndo unides, falha de implante, neoplasmas,
entre outras causas e sado desafio para qualquer cirurgido ortopedista. Uma das
bases de tratamento para correcdo de falhas 6ssea é o uso de algum tipo de
enxerto 6sseo. E estimado que quase dois milhdes de enxertos 6sseos sdo
implantados clinicamente em todo o mundo, caracterizado como o segundo
tecido mais transplantado ficando atras somente do sangue. Os EUA sé&o
responsaveis por 25% do total desses procedimentos (Zhang et al., 2018).

Os enxertos mais utilizados sdo os autoenxertos (colhidos do préprio
individuo), aloenxertos (colhidos de individuos diferentes, porém da mesma
espécie) e os xenoenxertos (doados de individuos de espécies diferentes).
Nesse contexto, a area de pesquisa relacionada a engenharia de biomateriais
vem crescendo significativamente, na busca de materiais que facilitem a
regeneracao 0ssea. Apesar do grande numero de estudos relacionados a esses
materiais, ainda ndo foi descrito um produto que seja ideal, quando utilizado
isoladamente (Moraes, 2006).

Com a finalidade de reconstru¢do de falhas Osseas, Heich em 1970
desenvolveu um biovidro a base de silica que, ao entrar em contato com fluidos
corporais, se convertia em hidroxiapatita, criando estrutura extremamente rigida,
capaz de oferecer bom suporte as células 6sseas. Sua capacidade vai além
disso, haja vista a capacidade de ativacéo de genes de expressdo osteogénicas
e de sua acado pro angiogénica. O biovidro € geralmente fragil, e sua principal
apresentacao é na forma de p0, ndo autossustentavel, propriedade que pode ser
explorada para o preenchimento de pequenas lesbes 0sseas, cOmo 0 USO NO
aumento 6sseo oral, uma vez que esses materiais de preenchimento néo estao
sujeitos a alta carga mecanica (Fu et al., 2010; Furlan et al., 2018)

Atualmente, o uso de biomateriais para reparacdo éssea apresenta
grandes avancos dentro da odontologia, visto que poucas quantidades sao
usadas para preenchimento alveolar. Porém, o custo de producédo muitas vezes

acaba sendo exorbitante, tornando-se alternativa financeiramente inviavel. No



entanto, sabe-se da sua imensa capacidade de auxiliar na reparacdo 0ssea,
dadas todas suas vantagens. Com tais informacbfes em maos, torna-se
interessante e necessario a comercializacao deste material com custo reduzidos,
visto que sua formulacdo é imensamente conhecida e ndo ha impedimentos
legais para sua formulacédo em laboratérios diferentes de sua origem.

O presente trabalho teve como objetivo principal a realizacéo de avaliacédo
in vivo comparando o comportamento e o potencial de reparo 6sseo do Biovidro
45S5 com o Biovidro boro-silicato por meio de estudos histopatoldgicos,
estereoldgicos e avaliagdo de imagens em microtomografia computadorizada
(microCT). Os efeitos foram avaliados em defeitos criticos em calvaria de Rattus
norvegicus, variacdo Wistar, tratados com os biomateriais.

O projeto segue como continuacao de uma linha de pesquisa (processo
FAPESP 17/04142-5), visto que a reconstituicdo de grandes falhas dsseas ainda
€ desafiadora na medicina veterinaria, e pode ocorrer devido a falha de
implantes, instabilidade, ndo unides, neoplasmas entre outros, culminando em
amputacdo do membro acometido em diversas ocasides. Desta forma, faz-se
necessario o emprego de alternativas que minimizem tais problemas e, nesse
contexto, o uso de biomateriais ou implementacdo de métodos e técnicas
terapéuticas inovadoras que auxiliam a incrementar e acelerar a reparacéo
0ssea, além do restabelecimento total da funcdo motora.

Se houver a comprovacao que nos defeitos criticos ocorreu sinais de
reparacdo Ossea, podemos sugerir que 0s biovidros produzidos no
Departamento de Materiais Odontolégicos e Protese da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-FOAr-UNESP sao alternativa para reconstituicéo de

falhas 6sseas criticas.

REVISAO DE LITERATURA

Um material bioativo € definido como o material que estimula resposta
benéfica do corpo, particularmente a sua ligagdo com a do tecido hospedeiro,
gue geralmente € o tecido 6sseo (Farooq et al., 2012). O termo "bioceramica" é
usado ao se referir a vidros, vitroceramica e ceramica usados como materiais de
implante. Uma bioceramica geralmente é utilizada como op¢ao importante para

auxilio na reparacdo de defeitos 0sseos, originarios de traumas, defeitos e



doencas congénitas, remo¢do de tumores ou até mesmo em cirurgias
reparadoras, como fusdes vertebrais (Jones, 2013). O composto silicato é a base
de um biovidro ativo, somado a calcio e fosfato (Farooq et al., 2012).

Larry Hench em 1969, desenvolveu o primeiro biovidro ativo na
Universidade da Florida com o intuito de encontrar um material que pudesse
servir como meio de unido 0ssea. Durante a Guerra do Vietnd, diversos soldados
americanos tiveram 0ssos quebrados e reconstruidos cirurgicamente, sendo
comum o desenvolvimento de sinais de rejeicdo aos implantes disponiveis na
época, 0 que culminava na amputacdo desses membros. Professor Hench
decidiu fazer um vidro degradavel no sistema SiO2-CaO-Na20-P205 com alto
teor de calcio e com composicdo proxima a uma eutética ternaria no diagrama
Na20-Ca0O-SiO2 que, apoés varios testes, chegou a composicao de 46,1% molar
de SiO2, 24,4% molar de Na20, 26,9% molar de CaO e 2,6% molar de P205,
mais tarde denominado biovidro 45S5 ou Bioglass® (Hench, 2006). Tal
conformacao formou uma ligagéo tao forte com o tecido 6sseo, que para removeé-
la foi necessério quebrar o osso (Hench, Clark e Schaake, 1972; Hench, 2006).
O nome Bioglass® foi registrado pela Universidade da Flérida como um nome
para a composicdo 45S5 original. Portanto, ao se referir a composicao 45S5 é
usado o termo Bioglass® e ndo como um termo geral para vidros bioativos
(Jones, 2013).

O biovidro ativo cria ligacdo rapida com o osso desencadeada pelo
contato aos fluidos corporais, estimulando o crescimento 6sseo da interface
osso-implante. A ligacdo junto ao 0sso ocorre apos a dissolucéo do vidro, pois
forma uma camada de hidroxicarbonato de apatia (HA). A HA € um material
semelhante ao 0sso, na qual a interacdo com o colageno éssea favorece sua
integracdo ao tecido. Além disso, as propriedades osteoindutoras sdo oriundas
da silica soluvel e ions de célcio liberados apds a dissolu¢cdo do vidro, que
estimulam as células osteogénicas a produzirem matriz 0ssea (Jones, 2013).

A escassez relativa de tecido de autoenxerto e o potencial de transmisséo
de doencas e reacdo imune adversa do hospedeiro com aloenxertos
aumentaram a necessidade de substitutos 0sseos sintéticos. Materiais inertes,
como metais e cimentos 0sseos, tém sido amplamente utilizados para esse fim
(Xynos et al., 2000). O substituto ideal para um enxerto 0sseo deve ser material

osteogénico, biocompativel, absorvivel e facil obtencéo e utilizagdo, possuindo



propriedades especificas para fornecer suporte estrutural e em alguns casos,
administrar medicamentos em dosagens adequadas dentro de um periodo de
tempo (Nandi et al., 2009).

Aincorporacao desses materiais no 0sso hospedeiro é claramente inferior
aos enxertos 0sseos autdégenos. No entanto, aumentam a osteoconducéo, que
€ um processo tridimensional do crescimento dos capilares, tecido perivascular
e células osteoprogenitoras do hospedeiro no enxerto (Goldberg, 1992).

Ensaios in vitro e in vivo foram realizados usando biovidro ativo 4S5S, a
fim de comprovar sua capacidade osteogénica. Xynos et al. (2000) concluiram
gue o composto tem capacidade de estimular o crescimento e a diferenciacao
osteogénica dos osteoblastos primarios humanos, cultivados em meio celular e
semeados em placas contendo o material. Em todos os tempos de andlises, foi
possivel acompanhar a curva de elementos que sdo expressos ou ndo durante
a fase de diferenciacdo osteoblasica, como a fosfatase alcalina e osteocalcina.
Além disso, também pode ser visto que com o passar do tempo, 0s osteoblastos
cultivados amadureciam, sendo capazes de formar ndédulos 6sseos, que sdo
pequenos aglomerados de matriz extracelular e outros minerais produzidos
pelos ostedcitos.

Ao ser introduzido em defeitos 0sseos feitos cirurgicamente no radio de
cabras, foi observado que o biovidro ativo foi capaz conduzir e atuar na producao
de novo tecido 6sseo quando comparado ao grupo controle ndo tratado por
Nandi et al. (2009). Durante acompanhamento radiografico, p6de-se visualizar
até os 90 dias de andlises, que o local da falha tratado com o biovidro foi
preenchido com tecido 6sseo recém formado, ao passo que o implante era
reabsorvido. Tal fato se confirmou nas analises histolpatolégicas, que mostraram
0sso lamelar bem desenvolvido, contendo canais havarsianos e vasos
sanguineos. Para complemento, foi feito angiografia do membro tratado,
mostrando intensa rede vascular ao redor e dentro da falha Ossea tratada,
levantando dados das acdes osteprogenitora e angiogénica do material.

Em 1996, Oonish e colaboradores comparam o biovidro ativo com um dos
materiais mais utilizados até hoje, a hidroxiapatita. Ambos os materiais foram
associados em falhas Osseas de fémures de coelhos, demonstrando efeito
superior e mais rapido da formacéo 6ssea pelo biovidro. Além disso, a ceramica

de vidro ativo demonstrou taxa de absorcao pelo corpo superior a hidroxiapatita,



visto que o biovidro forma uma camada mais coesa junto aos tecidos que foi
implantado.

O biovidro € um material altamente estudado e aplicavel em odontologia.
Macedo et al. (2004) compararam dois tamanhos de particulas de BV comerciais,
Biogran® (300 — 355 um) e Perioglas® (90 — 710 um), ambas implantadas em
defeitos de tibias de ratos. Ao término do experimento foi concluido que o
tamanho das particulas ndo afetou o efeito osteocondutor e osteopromotor do
biovidro. Felipe et al. (2009), ao avaliarem a bioceramica em defeitos intradsseos
periodontais de cdes, observaram que houve substituicdo mais rapida do
biovidro por novo tecido 6sseo, quando comparado as areas controle. Com
analises histolopatoldgicas, foi observada intensa atividade osteoblasica no
tecido recém-formado mineralizado. Villaca et al. (2009), ao compararem o efeito
reparador de biovidro no osso mandibula de macacos, concluiram a¢ao superior
de novo tecido 6sseo formado nos campos tratados.

Ao comprovar que houve o crescimento 0sseo, além de andlises
histolégicas e histométricas por exemplo, pode ser fazer uso da imuno-
histoquimica (IHQ). A IHQ é uma técnica de boa acuracia, pois sinaliza a
presenca de proteinas expressas no tecido a ser analisado. No caso de formacéao
0ssea, muitas proteinas podem ser usadas, como a sialoproteina, osteocalcina,
osteopontina, entre outros (Xynos et al., 2000; Marques et al., 2015).

Osteocalcina e osteopontina sdo proteinas da matriz extracelular
sintetizadas e secretadas durante o processo de diferenciacdo e mineralizacéo
dos osteoblastos. Osteopontina € um marcador precoce e fidedigno da formacao
Ossea (Nagata et al., 2009). J4 a osteocalcina é tida como marcador que aparece
tardiamente durante a diferenciacdo dos osteoblastos, e caracteriza células
maduras dessa linhagem, como o0s ostedcitos, que produzem tecido
mineralizado (Xynos et al., 2000).

Angiogénese € a formacdo de novos vasos sanguineos a partir do
endotélio de vascularizacdo pré-existente, desempenhando ponto chave na
reparacdo tecidual e no desenvolvimento da engenharia de tecidos.
Resumidamente, durante o reparo da ferida, as células endoteliais
microvasculares migram para o coagulo sanguineo e por meio de varias reacoes,
proliferam e formam novos vasos sanguineos. Todo o processo é regulado por

fatores de crescimento, proteinas da medula 6ssea, receptores de membrana e



moléculas de sinalizacdo que modulam firmemente a formagéo de novos vasos
sanguineos. A neovascularizacdo € tida como elemento essencial para
reparacao de tecidos, devido ao aporte de oxigénio que é conduzido ao leito,
bem como nutrientes e fatores de crescimento. Além disso, 0s novos vasos
formam um caminho para que células e precursores inflamatorios cheguem aos
tecidos (Gorustovich et al., 2013).

Estudos in vitro utilizando o biovidro 45S5 mostraram que ele pode
estimular o aumento significativo na secrecdo de fatores de crescimento
angiogénicos de fibroblastos como fator de crescimento endotelial vascular
(VGEF) e fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF) (Gorustovich et al.,
2010). O VEGF é um potente fator mitogénico para células do tecido endotelial
vascular, tendo importante papel na angiogénese fisioldgica e patolégica. Seu
uso € enquadrado em ensaios pré-clinicos como uso de fatores angiogénicos
para terapia de tecidos isquémicos, sendo usada proteina propriamente dita ou
fatores recombinantes génicos da sua expressdo. O bFGF é um forte composto
mitogénico para fibroblastos e células endoteliais, principalmente quando
aplicados em tecidos maduros (Day, 2005).

Day et al. (2004) foram responsaveis por um dos primeiros estudos que
fizeram testes in vitro e in vivo usando o biovidro 45S5. Nos ensaios in vitro onde
em uma cultura celular de fibroblastos foram incrementados quantidade da
bioceramica, fora visto crescimento do numero de fibroblastos nas primeiras
horas. Além disso, apds ensaios enzimaticos e fotossensiveis, foram
visualizadas quantidades significativas de VEGF nas culturas, corroborando o
fato do biovidro ativo auxiliar na secrecao deste fator de crescimento. Apds
implantacéo in vivo no subcutaneo de ratos de implantes de &cido poliglicido
(PGA) entremeados ou ndo de cultivo celular somado ao biovidro ativo, foi
possivel visualizar a presenca de vasos sanguineos naqueles em o implante era
associado.

Ensaios in vitro feitos por Day (2005) mostram que o uso de quantidades
relativamente pequenas de Bioglass®, quando comparado as utilizadas em
engenharia 6ssea, pode estimular a expresséo e liberacdo de VEGF e bFGF,
aumentando a capacidade angiogénica in vitro. Tal expressado dos fatores de
crescimento endoteliais, podem ser explicados pela liberacdo de intelerleucina
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secrecdo de tais fatores. No mesmo estudo, foi visto que as mesmas
quantidades de Bioglass®, estimularam colbnias cultivadas de fibroblastos a
formarem uma extensa rede de tubulos endoteliais. Tais tubulos séo essenciais
para que o ocorra angiogénese, visto que neles ocorrem migragao e proliferacao
celular, ramificagbes e posterior anastomoses.

Handel et al. (2013), ao associarem implantes de 45S5 Bioglass com
células endoteliais de veia umbilical humana e com membrana corioalantoica de
ovos de galinhas, também sugeriram que a a¢ao do biovidro favorece a formagéao
de novos vasos devido a secrecgéo de fatores angiogénicos.

Desde meados de 1970, o biovidro 45S5 é sintetizado a base de silica e
€ amplamente estudado. Com o passar dos anos e com as melhorias em termos
de purificacdo de produtos, tal biomaterial foi melhorado e comercializados como
o NovaBone®, NovaThera®, NovaMin® e PerioGlass®. Além disso, sua
composicdo pode ser alterada, adicionando compostos como boro, ferro, itria-
zirconia e oxido de grafeno, que conferem propriedades adicionais ao biovidro
45S5 conhecido (Hench, 2006; Furlan et al., 2018; Soubelet, Albano e Conconi,
2018).

Um dos compostos que pode ser associado e melhorar as propriedades
do biovidro 45S5 € o boro. Boro € um elemento importante para homeostase de
plantas, animais e humanos, tendo suas func¢des voltadas para o metabolismo
energético e lipidico, nos sistemas enddcrino, imunoldgico e nervoso,
desempenhando papel funcional no metabolismo mineral. E encontrado na
estrutura de ossos e dentes, sendo essencial para salude 6ssea, visto que faz
parte do equilibrio de absorcdo de calcio, magnésio e fésforo (Gazera e Acarb,
2019).

Um dos campos de uso que o boro mais ganha destaque é no tratamento
de osteoartrites. Um estudo que realizou suplementacdo de boro em doses
seriadas e tratamento placebo, em pessoas de meia-ideia acometidas com
osteoartrite primaria no joelho, demonstrou melhora no quadro dos pacientes
(Scorei et al., 2011). O estudo mostrou que houve diminuicdo de biomarcadores
da inflamagé&o, como proteina C-reativa sérica, fibrinogénio plasmaético e taxa de
hemossedimentacéo na maioria dos pacientes que receberam a suplementacéao
com boro. Em outro trabalho que também foi feita a suplementagcéo de boro em

pacientes com osteoartrite classificada como leve, moderava e grave, mostrou



melhora na maioria das pessoas (Miljkovi et al., 2009). Depois de oito semanas
de suplementacdo, 80% dos pacientes com osteoartrite leve ou moderada
tiverem uso reduzido ou eliminado de analgésico, além de diminuicédo
consideravel da rigidez articular, com consequente aumento da mobilidade.
Pacientes graves, tiveram suplementa¢do com quantidade maior, 0 que também
conferiu melhora em sua condicao clinica.

Um dos primeiros estudos, que utilizou ratos machos alimentados com
duas dietas, uma isenta e outra suplementada com boro, mostrou que houve
diferenca da espessura do o0sso trabecular. Por meio de imagens de
microtomografia (micro CT), foi visibilizado que os animais alimentados com
dieta isenta de boro, apresentaram espessura trabecular reduzida e aumento de
espaco intra-trabecular. A avaliagdo em micro CT mostrou que o boro é util para
o equilibrio e microestrutura éssea, porém nao € algo indispensavel para a
estrutura 6ssea (Nielsen, 1994). A micro CT utiliza os mesmos preceitos que 0
tomografia computadorizada tradicional, porém gerando imagens em alta
definicdo. Ela é indicada para avaliar caracteristicas morfométricas 0sseas,
como uma alternativa complementar a histologia. A micro CT tem como
vantagem a analise de area maior que a histologia, tendo mais
representatividade devido a extensao da analise. Além disso, trata-se de técnica
nao destrutiva das amostras, diferentes das demais (Irie et al., 2018).

Seguindo na mesma linha de avaliar os efeitos de dietas com e sem
suplementacdo de boro Gorustovich et al. (2008), fizeram a administracéo
dessas racdes apods a extracdo de dentes molares de ratos. Como o passar dos
tempos de analises, as mandibulas dos animais foram avaliadas, na qual foi
concluido que nos ratos tratados com dietas deficientes em boro tiveram uma
reparacdo Ossea alveolar alterada devido a uma reducdo acentuada na
osteogénese. O estudo pioneiro mostra-se interessante, visto que 0 0SSO
alveolar é parte importante do osso mandibular e maxilar, participante da
estrutura primaria de suporte dentario, que inicia sua reparacdo logo apés a
extracao dentaria.

Héa alguns anos, o boro ganha destaque ao ser um elemento incorporado
ao biovidro 45S5. O boro melhora as propriedades mecéanicas dos biovidros,
principalmente os fosfatos e sua suscetibilidade a hidrolise pela formagéo de
ligacdes B-OH na agua, que catalisam a bioatividade de seus derivados (Kokubo,



Kim e Kawashita, 2003). Devido a sua baixa durabilidade quimica, alguns vidros
de borato podem se converter mais rapidamente e mais completamente em HA
guando imersos em uma solucédo aquosa de fosfato, como um fluido corporal
simulado (Fu et al., 2010). Os vidros de borato s&o aqueles que n&o apresentam
silica em sua composi¢cdo e apresentam um bom substrato que fornece adeséo,
proliferacéo e diferenciacéo celular, tendo até capacidade angiogénica (Bi et al.,
2013). Ja o biovidro mantendo sua conformacao original com silica, associado
ao boro, ainda é pouco relatado (Furlan et al., 2018).

Em um estudo comparativo da taxa de conversao in vitro do biovidro em
HA, mostrou que os de composicdo 45S5 tiveram velocidade de conversao
completa de 1000 horas, em contrapartida da associacdo com boro, que se
converteram entre 100 e 200 horas. No teste in vivo, quando os materiais foram
implantados no subcutaneo, foi também visto que os materiais se mostram bons
substratos para sustentacdo celular, oferecendo assim um bom meio para
reparacao ossea (Fu et al., 2010).

Sabe-se que o biovidro associado ao boro também demonstra bom
potencial angiogénico. Durand et al. (2015) fizeram a comparacao o biomaterial,
com e sem associa¢do, em membrana corioalantéica de embrides de codornas.
Ao avaliarem a presenca de biomacardores pra angiogénese, além da
vascularizagdo propriamente dita, foi concluido que o biovidro associado ao boro
tem uma capacidade pré-angiogénica, visto que as membranas corioalantdicas
estavam mais vascularizadas, além da presenca dos biomarcadores. Tal fato,
deve-se as reacdes ibnicas que o boro causa no local, atraindo fatos pro-
angiogénicos, como interleucina 6, VGEF e bFCF. Importante ressaltar que nas
andlises do biovidro sozinho néo foi possivel ver aumento da vascularizagédo nas
membranas, porém também néo retardo a angiogénese local.

Existem poucos trabalhos sobre o uso do biovidro convencional (a base
de silica) associado ao boro. A este respeito, Furlan et al (2018) testaram a
formulagdo do biovidro 45S5 convencional com uma associagdo ao boro
formulado pelo processo sol-gel e sais soluveis em agua. O processo sol-gel
apresenta vantagem na confecgcdo de viovidro, pois com ele a estrutura,
cristalinidade, morfologia, homogeneidade e pureza, conseguem ser mantido ao
longo de toda formulacdo, quando comparado a outros métodos convencionais
(Lucacel et al., 2014).
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Apés a formulacdo do biovidro a base de boro, Furlan et al (2018)
realizaram testes de caracterizacdo e morfologia, que indicasse 0 sucesso da
formulacdo, usando espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR e DRX) e microscopia eletrbnica de varredura, que apresentou
resultados excelentes. Ensaios in vitro de bioatividade, biodegradacdo em
condic0es fisioldgicas e citotoxicidade também foram realizados, mostrando que
os resultados foram semelhantes entre o biovidro convencional e o formulado
com boro, sendo proposto que o material confeccionado apresenta seguranca

para uso in vivo.
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CAPITULO 2 — Comparac&o entre o biovidro ativo e o biovidro boro-silicato
no reparo 0sseo do defeito critico em calvaria de Rattus norvegicus
(Wistar)

RESUMO

Falhas 6sseas de tamanhos criticos geralmente sdo resultados por exemplo de
lesbes de alta energia e ndo unides, sendo desafio para qualquer cirurgido
ortopedista. Frente a esses desafios, muitas vezes sdo necessarios materiais
gue auxiliem no preenchimento dessas falhas e, ao mesmo tempo, favorecam o
meio para que a reparacdo 6ssea ocorra. Desde 1970 vem sendo estudado e
aprimorado o biovidro ativo 45S5 que somado a compostos tais como o0 boro,
pode-se incrementar as vantagens para a formacdo de novo tecido 6sseo. O
presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a formulacdo
convencional do biovidro ativo com a associacdo de boro, fabricados pelo
Departamento de Materiais Odontologicos e Protese da Faculdade de
Odontologia de Araraquara UNESP. Foram criados defeitos criticos em calotas
cranianas de 32 ratos Wistar, distribuidos em quatro grupos, a saber: CT+:
controle positivo (osso autdégeno), CT-: controle negativo (defeito vazio/coagulo),
BV: biovidro 45S5 e BVBS: biovidro boro-silicato. Foram feitas microtomografias
computadorizadas na 62 e 122 semanas de pds-operatorio, para analisar o
processo de reparacao 0ssea. Apds eutanasia na 122 semana, as calotas foram
processadas para analises histologicas e histométricas. Ao final das analises
histométricas foi possivel constatar que em todos os tratamentos, com excecao
do CT-, houve crescimento 6sseo, sendo os dados do BV e BVBS muitos
semelhantes, sugerindo que o incremento de boro a formulacéo classica pode

favorecer a crescimento de novo tecido ésseo.

Palavras-chave: biomaterial, microtomografia e neoformacao 0ssea.

1. INTRODUCAO

Falhas 6sseas de tamanhos criticos geralmente sdo resultados de lesdes

de alta energia, fraturas patoldgicas, ndo unides, falha de implante, neoplasmas,
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entre outras causas e sdo desafios para qualquer cirurgido ortopedista. (Zhang
et al., 2018). Com a finalidade de reconstrucéo falhas ésseas, Heich em 1970
desenvolveu um biovidro a base de silica que ao entrar em contato com fluidos
corporais, se converte em hidroxiapatita (HA) criando estrutura extremamente
rigida, capaz de oferecer bom suporte as células 6sseas. Sua capacidade vai
além disso, haja vista a capacidade de ativacdo de genes de expressao
osteogénicas e de sua acao pré angiogénica (Fu et al., 2010).

O biovidro € geralmente fragil, e sua principal apresentacéo € na forma de
pd, ndo autossustentavel, propriedade que pode ser explorada para o
preenchimento de pequenas lesdes 6sseas, cComo 0 Uso no aumento 6sseo oral,
uma vez que esses materiais de preenchimento ndo estao sujeitos a alta carga
mecanica (Furlan et al., 2018). O biovidro ativo cria ligacao rapida com o 0sso
desencadeada pelo contato aos fluidos corporais, estimulando o crescimento
0sseo da interface osso-implante. A ligacdo junto ao 0sso ocorre apos a
dissolucdo do vidro, pois forma uma camada de HA. A HA é um material
semelhante ao 0sso, na qual a interacdo com o colageno éssea favorece sua
integracdo ao tecido. Além disso, as propriedades osteoindutoras sdo oriundas
da silica soluvel e ions de célcio liberados apds a dissolu¢cdo do vidro, que
estimulam as células osteogénicas a produzirem matriz 6ssea (Jones, 2013).

Analises in vitro e in vivo foram realizados usando biovidro ativo 4S5S, a
fim de comprovar sua capacidade osteogénica. Foi comprovado a capacidade
de diferenciacéo osteogénica dos osteoblastos in vitro (Xynos et al., 2000) e sua
capacidade osteogénica em in vivo quando o produto foi introduzido em defeitos
0sseos em radios de cabra, na qual em 90 dias a falha estava preenchida (Nandi
et al., 2009). Clinicamente o biovidro sdo utilizados com mais facilidade em
cirurgias odontologicas, uma vez que pequenas quantidades do material podem
ser utilizadas para realizar o preenchimento alveolar dos defeitos e sé&o
encontrados em formulagdes comerciais, tais como Biogran® e Perioglas®
(Felipe et al., 2009; Villaca et al., 2009).

A neovascularizacéo € tida como elemento essencial para reparacao de
tecidos, devido ao aporte de oxigénio que é conduzido ao leito, bem como
nutrientes e fatores de crescimento. Além disso, 0os novos vasos formam um
caminho para que células e precursores inflamatorios cheguem aos tecidos
(Gorustovich et al., 2013). Diversos estudos (Day et al., 2004; Day, 2005;
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Gorustovich et al., 2010) comprovaram a intensa agéo angiogénica do biovidro
através da expressao dos fatores de crescimento endotelial vascular (VGEF) e
crescimento basico de fibroblastos (bFGF).

Um dos compostos que pode ser associado e melhorar as propriedades
do biovidro 45S5 € o boro. E encontrado na estrutura de 0ssos e dentes, sendo
essencial para saude 0ssea, visto que faz parte do equilibrio de absorcédo de
calcio, magnésio e fésforo (Gazera e Acarb, 2019). Ja é sabido de sua acao
positiva no tratamento de osteoartrites graves, diminuindo os sinais clinico de
pacientes humanos com afec¢des primarias no joelho (Scorei et al., 2011).
Quando suplementados em dietas de ratos, foi visualizado através de
microtomografia computadorizada um aumento na espessura do 0SSO
trabecular, quando comparado a amostras de ratos que receberam dietas
normais (Nielsen, 1994).

O boro pode ser incorporado ao biovidro 45S5, melhorando suas
propriedades mecanicas e pode se converter mais rapidamente e mais
completamente em HA quando imersos em uma solugdo aquosa de fosfato,
como um fluido corporal simulado (Kokubo, Kim e Kawashita, 2003; Fu et al.,
2010). Existem poucos trabalhos sobre o uso do biovidro convencional (a base
de silica) associado ao boro. A este respeito, Furlan et al (2018) testaram a
formulagdo do biovidro 45S5 convencional com uma associagdo ao boro
formulado pelo processo sol-gel e sais sollveis em agua. O processo sol-gel
apresenta vantagem na confeccdo de biovidro, pois com ele a estrutura,
cristalinidade, morfologia, homogeneidade e pureza, conseguem ser mantido ao
longo de toda formulacdo, quando comparado a outros métodos convencionais
(LUCACEL, et al., 2014).

Atualmente, o uso de biomateriais para reparacdo 0Ossea apresenta
grandes avancos dentro da odontologia, visto que poucas quantidades sdo
usadas para preenchimento alveolar. Porém, o custo de producédo muitas vezes
acaba sendo exorbitante, tornando-se alternativa financeiramente inviavel para
outras reconstrugcbes. Com isso, torna-se interessante e necessario a
comercializacdo deste material com custo reduzidos, visto que sua formulagéo &
imensamente conhecida e ndo ha impedimentos legais para sua formulacéo em
laboratorios diferentes de sua origem. Sendo assim, o presente trabalho teve

como objetivo principal a realizacdo de ensaios in vivo comparando o
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comportamento e o potencial de reparo 6sseo do biovidro 45S5 com o biovidro
boro-silicato por meio de estudos histopatoldgicos, estereoldgicos e avaliacdo de
imagens em microtomografia computadorizada (microCT). Os efeitos serdo
avaliados em defeitos criticos em calvéria de Rattus norvegicus, variagdo Wistar,
tratados com os biomateriais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

O presente estudo foi desenvolvido respeitando os principios éticos
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentac¢éo Animal, e com
aprovagdo prévia pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias-UNESP Jaboticabal-SP com
protocolo 4361/2020.

Os animais ficaram alojados no biotério do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da UNESP Campus de Jaboticabal em ambiente de
temperatura controlada a 24°C. Até o momento da cirurgia, estiveram em gaiolas
compartilhadas com maravalha ao fundo, racéo peletizada para roedores! e
agua ad libitum. Durante o periodo do pds-operatério, os animais foram alojados
separadamente para evitar traumas e mastigacdo das suturas pelos
companheiros, sendo o manejo do ambiente foi mantido igualmente.

Foram utilizados 32 ratos jovens (Rattus norvegicus, variacdo Wistar),
machos, com peso médio de 300 g, todos submetidos a criacdo de defeito critico
de 8 mm de didmetro na calvaria (Spicer et al., 2012). Os defeitos foram tratados
de quatro maneiras diferentes, formando os grupos experimentais abaixo,
totalizando 8 animais por grupo: CT-: controle positivo (osso autégeno), CT+:
controle negativo (defeito vazio- coagulo), BV: biovidro 45S5 e BVBS: biovidro
boro-silicato

Em cada grupo, foram escolhidos aleatoriamente dois animais, um na 62
e outro na 128 semana, na qual as amostras coletadas (calotas cranianas) foram

bY

destinadas a andlise de microtomografia computadorizada. Os demais seis

L Agromix Tosi
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animais foram destinados a coleta de amostras para as analises

histopatoldgicas.

2.2 Biomateriais

Os biomateriais biovidro e biovidro boro-silicato foram desenvolvidos e
produzidos pelo Departamento de Materiais Odontologicos e Protese da
Faculdade de Odontologia de Araraquara-FOAr-UNESP. Ambos os materiais
foram usados em forma de po e, antes de serem colocados para preencher 0s
defeitos criticos, foram esterilizados em autoclave de baixo ciclo. Para a
fabricacdo das bioceramicas avaliadas este projeto, de acordo com o proposto
por Furlan, et al. (2018), porém com a substituicdo do NaCl na composicéao geral.

O método convencional para a sintese do biovidro utiliza como precursor
da silica o tetraetilortosilicato-[TEOS; Si(OC:zHs)4]. Neste projeto foi utilizada a
silica coloidal (Levasil, Nouryon, EUA) como fonte de silica por possuir menor
toxicidade do que o TEOS e com custo muito reduzido, favorecendo a escala de
sintese desse material. Outros reagentes utilizados foram o nitrato de calcio
tetrahidratado-[Ca(NOz3)2.4H20], o nitrato de sdédio (NaNOs) e como fonte de
fosfato o trietil fosfato-(TEP; Sigma-Aldrich) e como catalisador da reacédo foi
utilizado hidroxido de aménio (NH4sOH, PA).

A solucéo foi alcalinizada com o hidroxido de aménio. Em seguida foi
adicionada a solucdo contendo silica coloidal a 30% em massa, até atingir a
quantidade proporcional da Quadro 1. Posteriormente, foi adicionado gota a gota
o trietil fosfato (TEP), o p6 de nitrato de sodio e nitrato de calcio, nas propor¢cdes
da Quadro 1. A solucao foi agitada por cerca de 2 horas. Apoés a preparacgao, a
solucéo foi envelhecida a 60°C por 12 horas, seca em 120°C por 12 horas,
tratamento térmico a 700°C por 3 horas de patamar com taxa de aquecimento
de 5°C.min.

Para confeccdo do biovidro boro-silicato, foi utilizada a mesma
composicédo do biovidro (45S5) contudo foi adicionado 2,5% em massa de acido

borico.
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Quadro 1: Proporcéo entre os componentes para a formacao do biovidro.

Porcentagem em

Componente Calculado g Porcentagem em
como mol (%) massa (%)
Silica coloidal a '
SiO2 45 41,93
30%
Oxido de sddio Na20 24,5 23,55
Oxido de célcio CaO 24,5 21,31
Oxido de
; P20s 6 13,21
fosforo

2.3 Procedimentos Anestésicos e Cirurgicos

O protocolo anestésico utilizado foi com aplicacdo de cetamina? 10% (40
mg3/kg* IP®), xilazina® 2% (5 mg/kg IP), acepromazina’ 1% (1,5 mg/kg IP). Foi
utilizado morfina® 1% (1 mg/kg IM®), na qual metade do volume foi feito antes do
procedimento e a outra metade ao término, garantindo assim um bom controle
analgésico. Foi aplicado 0,5 mL de lidocaina® 1% sem vasoconstritor no local
da incisdo. Ato continuo, apds ampla tricotomia da regido craniana, foi realizada
antissepsia prévia e definitiva seguida de preparo do campo operatorio.
Realizada incisdo linear de 2 cm da regido interorbital dorsal até a regido
occipital, com lamina de bisturi n® 15. Para confeccao do defeito critico, foi usado
um motor Omega de Implante STd (Dentscler, Ribeirdo Preto — SP) associado a
caneta de contra-angulo na qual é acoplada a trefina. Foi criado defeito 6sseo
critico de 08 mm de diametro, utilizando-se broca trefina de 08 mm de diametro
com 1800 rpm (Harte precision grip, Baueri - SP), com o cuidado de se manter a

integridade da dura-mater. Durante a perfuracdo, o local foi irrigado

2 Cetamina Syntec

3 miligrama

4 quilograma

5 Intraperitoneal

6 Xilazina Syntec

7 Acepromazina Syntec
8 Dimorf Cristdlia

9 intramuscular

10 Xilestesin® Cristalia
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abundantemente com solucao cloreto de sédio estéril a 0,9%. O protocolo para
a criacao do defeito foi seguido o proposto por Spicer et al. (2012).

Realizadas as perfuracdes, a porcdo 6ssea delimitada pelo diametro da
trefina foi retirada com elevador de peridsteo. O defeito 6sseo foi preenchido de
acordo com o grupo experimental (Figura 1). O osso retirado do defeito
correspondente ao controle positivo (osso autdégeno), foi utilizado, apés
trituracdo com goiva. Apés o preenchimento dos defeitos 6sseos 0 subcutaneo
e a pele foram suturados, ambos com fio monofilamentar inabsorvivel 4-0'!
(nylon).

Ao término da cirurgia, foi administrada pela via subcutanea solucédo salina
estéril na dose 10 mL/kg/hora de procedimento e 0,2 mL de penicilina G
benzatina'?> IM. Imediatamente apdés o procedimento e durante trés dias
consecutivos, todos os animais receberam mofina na dose de 1 mg/kg, por via
subcutanea, a cada oito horas. Os animais foram observados diariamente até o
momento da eutandasia, a fim de verificar suas condi¢cdes clinicas, além de
qualquer reacéo tecidual na ferida cirargica. O nivel de consciéncia e alteracfes

neurologicas foram observados.

11 Mononylon Ethicon
12 Bepeben Teuto
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Figura 1: Grupos experimentais. A: CT-: controle negativo (defeito vazio-

coagulo). B: CT+: controle positivo (0osso autdégeno). C: BV: biovidro 45S5. D:
BVBS: biovidro boro-silicato. Jaboticabal, 2021.

Ao final da 62 semana (um animal escolhido aleatoriamente de cada
grupo) e na 122 semana (demais animais) foi realizada a eutanasia. O
procedimento foi realizado com inducdo anestésica com o0 mesmo protocolo
anestésico cirlrgico, seguido de injecdo intracardiaca de cloreto de potassio’®
10% 1ml/kg. Foi feito nova tricotomia da regido do cranio. Para evitar que a area
do defeito fosse lesionada, uma incisdo em formato de V foi feita e a pele
rebatida. A calvaria foi removida com serra oscilatoria e todos os tecidos moles
presentes foram retirados de maneira cuidadosa para obtengéo de fragmento
0sseo contendo o defeito com uma margem de seguranca. As amostras dos
defeitos foram imersos em solucéo fixadora por 48 horas de paraformoldeido4
4% em tampéo fosfato. Em seguidas foram descalcificadas em EDTA® 10%,
sendo a solugédo trocada a cada 48 horas durante 20 dias, seguindo para
emblocamento em parafinal® das andlises histoldgicas. As amostras que foram
encaminhadas para a micro CT ficaram somente no paraformoldeido 4% e antes

do procedimento foram acondicionadas em alcool 70%.

3 |sofarma

14 paraformoldeido PA Exddo Cientifica
15 EDTA sal dissédico PA Synth

16 parafina histoldgica Exddo Cientifica
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2.4 Microtomografia Computadorizada (micro CT)

Como proposto por Patel et al. (2008) e Kallai et al. (2011) foram feitas
imagens de micro CT para avaliacdo quantitativa das areas de defeito critico,
quanto a presenca ou ndo de reparo 0SSeo.

As analises de micro CT foram feitas no microtomégrafo Skyscan 1176,
Aatselaar, Bélgica, 2003 (Processo 2009/54080-0 FAPESP - Programa
Equipamentos Multiusuarios 3) no laboratorio de Microtomografia in vivo da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Apés a extracdo das
imagens 2D e 3D, toda a area do defeito foi analisada, na qual a extensao de
recobrindo pela ponte 6ssea que sinaliza a formacdo de reparo 6sseo foi
quantificado de acordo com o proposto por Patel el al. (2008).

Para obtencdo das imagens com diferentes parametros de uso da micro
CT, as imagens foram reconstruidas usando o software NRecon (SkyScan,
2011; versao 1.6.6.0), orientadas e padronizadas de acordo com trés planos
(transversal, longitudinal e sagital) por meio do software Data Viewew (SkyScan,
versao 1.4.4 64-bit). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser-CTAn (2003-
11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versédo 1.12.4.0) foram determinadas duas
regioes de interesse (ROIs) utilizando as imagens 2D no sentido transaxial. Apés
a delimitacao das ROIs em imagens 2D, a andlise do volume éssea foi realizada
nas imagens em 3D, pela soma coletiva de todos os ROIs, onde foi obtida o
porcentual de volume do tecido 6sseo presente em cada area delimitada

previamente.

2.5 Avaliacédo Histopatoldgica e Histomorfométrica

Todas as analises laboratoriais foram feitas na Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto — FORP/ USP. Os blocos de parafina foram cortados em corte
semi seriados de 6 um de espessura percorrendo toda calvéaria, e corados em
hematoxilina-eosina, tricromico de masson e PicroSirus para quantificacdo da
neoformacédo 0ssea e quantificacao de fibras colagenas do tipo | e lll. As leituras
foram feitas por meio do microscépio Optico Axiolmager Z2 (Zeis, Germany)
acoplado a uma camera digital (Zeiss) do mesmo microscopio dotado de “Z
motorizado”, permitindo a analise qualitativa e quantitativa do tecido em

profundidade.
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2.6 Quantificacédo do volume 6sseo neoformado

A quantificacdo de neoformacdo éssea (um?) foi feita por microscépio
Optico Axiolmager Z2 (Zeis Germany) acoplado a uma camera digital (Zeiss), por
métodos de estereologia. Os cortes foram analisados na objetiva de 10X com o
uso do mesmo microscopio dotado de “Z motorizado”. Para esta quantificacao,
foi utilizado o software estereoldgico Steriolnvestigator (MBF, USA) atraves da
somatoria de pontos do sistema teste sobre a area de tecido 6sseo neoformado
demarcado como proposto por Issa et al. (2016) e Gonzaga et al. (2019).

2.7 Andlise de densitometria Optica das fibras colagenas tipo | e lll

As laminas coradas com coloracao de Picrosirius Red, permite observar
as fibras colagenas por meio de sua birrefringéncia no microscépico com luz
polarizada, que capta as fibras do tipo | com a cor vermelha/alaranjada e as do
tipo Il na cor verde/amarelada (Cury et al., 2016). Todas as laminas foram
fotografadas e analisadas no programa image J, quanto a area total de colageno.
A area foi expressa pela razdo da area de colageno pela area total e apresentada

em porcentagem de area.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos nas diferentes analises, e nos diferentes periodos
experimentais, foram comparados estatisticamente (2-way ANOVA, Bonferroni's
test - p<0.05) apods verificacdo de normalidade da amostragem (Levene’s test),
com auxilio do programa OriginPro 8 SRO (OriginLab Corp., Northampton, MA,
EUA).

3. RESULTADOS

3.1 Avaliagéo clinico-cirurgica

Os ratos foram inspecionados diariamente até os tempos de eutanasia.
Durante todo o periodo ndo houve diminui¢cdo da ingestdo hidrica e alimentar e
todos os animais ganharam peso. No pds-operatério imediato nenhum animal
apresentou sinal neurolégico e a analgesia proposta pelo protocolo se fez
suficiente pois, ao término da medicacdo, 0s animais estavam ativos e

apresentando o mesmo comportamento anterior. Em relacdo a ferida cirdrgica,
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somente dois ratos do grupo BVBS apresentaram reagdo um pouco mais
exacerbada que os demais, apresentando um ponto de deiscéncia a partir do
quarto dia de pos-operatorio; porém nao houve sinal de abertura total da ferida
cirtrgica ao final do décimo dia de pds-operatério a ferida ja estava em bom
estado de reparacao tecidual.

No momento da eutanasia, macroscopicamente, foi possivel observar o
local do defeito critico na 122 semana, sem presenca de edema ou sinais que

indicassem infeccao.

3.2 Microtomografia computadorizada (micro CT)

Apds a captura das imagens, estas foram reconstruidas em trés
dimensdes, para melhor avaliacdo da formacdo de ponte 6ssea. Na figura 2, a
formacao de ponte Gssea pode ser evidenciada com mais clareza no grupo C+.
Nos grupos BV e BVBS ha neoformacéo 6ssea discreta ao longo de todo defeito
critico. Quando comparado ao proposto por Patel et al. (2008), o grupo C- teve
escore 0 na qual ndo houve formacédo 6ssea no defeito critico, os grupos BV e
BVBS foram classificados em escore 1, onde foram observadas poucas
espiculas 0sseas dispersas ao longo do defeito, e o grupo C+ teve como escore
4, caracterizado por ponte 0ssea que recobre toda extensao do defeito.

Os valores das razdes entre volume 6sseo (VO) e volume total (VT) foram
mais evidentes no grupo C+, na qual na 62 semana a razao VO/VT foi de 33,7%
e na 122 29,7%. Os grupos BV e BVBS tiveram como VO/VT na 62 semana
4,14% e 4,35% respectivamente, e na 122 semana 4,35% e 1,77%. O grupo C-

teve como razao 9,32% na 62 semana e 0% na 122 semana.
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Controle negativo— 62 semana
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Figura 2: Exame microtomografico dos grupos controle positivo, controle
negativo, biovidro e biovidro boro-silicato. Importante ressaltar que a area em
preto representa o defeito critico e dentro dele o tecido 6sseo neoformado (mais

evidente nas imagens do controle positivo). Jaboticabal, 2021.
3.3 Avaliacédo Histopatoldgica

3.3.1 Tricromico de Masson

A neoformacdo 6ssea pode visibilizada nas |laminas com coloragéo azul
clara, coloracdo escura mostra 0 0sso maduro sinalizando as bordas dos
defeitos. Na figura 3 sdo apresentados quatro fotomiografias com a coloracéo
Tricrémico de Masson no aumento de 10x.

No grupo C+ (0sso autdgeno) verifica-se maior intensidade de azul (Figura
3B) evidenciando boa concentracdo de fibras colagenas entremeadas as fibras
elasticas (coloracdo negra). No grupo BV (Figura 3C) podemos visibilizar
coloragdo azul clara provavelmente devido a menor proporgdo de fibras

colagenas na area de defeito 0sseo.
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Figura 3: Fotomicrografias em 10X dos cortes histolégicos das laminas das

calvarias de ratos Wistar, com defeito critico. A: controle negativo; o asterisco
preto evidencia a borda do defeito (cranio) e na flecha preta a area do defeito
preenchida por tecido fibroso. B: controle positivo, na qual o asterisco branco
sinaliza a area de neoformagéo Ossea (azul escurto). C: biovidro, na qual o
asterisco vermelho mostra a area 6ssea formada. D: biovidro boro-sicato, onde
0 asterisco preto sinalizada a borda do defeito e o pontilhado vermelho um
entremeado de tecido fibroso, colageno e osso neoformado. Jaboticabal, 2021.

3.3.2 Picrosirius
Para analise com a coloragdo de Picrosirius foi evidente a presenca de
fibras colagenas do tipo I, que sinaliza a formacéo de colageno maduro, como

mostrado na figura 4.
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Figura 4: Fotomiografia em 20x das laminas para coloracdo de Pricrosirius,
paraa visualizacdo das fibras colagenas Tipo | (laranja-vermelho) e Tipo Il
(amarelo-verde). A: controle negativo. B: controle positivo. C: biovidro. D:

biovidro boro-silicato. Jaboticabal, 2021.
3.4 Anélise Estatistica

3.4.1 Volume 6sseo neoformado

Apos o teste de Kruskal-Wallis, o teste de comparacdo multipla indicou
que, com excegcdo da comparacdo C+ x BV, todos os outros grupos
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si. Todos os grupos
tiveram seus valores divididos pela mediana do controle referente a repeticéo.

Através do gréafico box plot (figura 5) pode observar que, estatisticamente,
todos os grupos tiveram valores de neoformacdo, porém o grupo BVBS

apresentou dados mais homogéneos e mediana acima da média.
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Figura 5: Grafico do tipo boxplot apresentando as medianas, amplitude e outliers

de cada tratamento para quantificacdo de volume ésseo. Jaboticabal, 2021.

3.4.2 Picrosirius

Apos verificacdo da normalidade da distribuicdo, a analise de variancia
indicou diferenca significativa para a variavel fixa grupo. Dessa maneira, o teste
de comparacdo multipla Tukey HSD foi aplicado. O resultado indicou que os
grupos com maior diferenca entre si foram os grupos BV e BVBS, enquanto que
a comparacao entre os grupos C- e C+ nao teve diferenca significativa.

Como observado na analise anterior, pelo do gréafico box plot (figura 6) o

grupo BVBS também apresentou dados mais homogéneos.
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Figura 6: Gréfico do tipo boxplot apresentando as medianas, amplitude e outliers

de cada tratamento para quantificacéo de fibras coldgenas. Jaboticabal, 2021.

4. DISCUSSAO

Falhas Osseas sdo rotineiras na pratica clinica e sdo desafios para
qualquer cirurgido responséavel pela sua reconstrucéo. E crescente o uso de
materiais, tais como as bioceramicas, que auxiliam na reparacéo 0ssea, uma vez
gue é sabido que muitas das vezes, o0 uso de enxerto autégeno € inviavel dado
as complicacdes inerentes ao procedimento. Por este motivo, 0 presente
trabalho objetivou comparar o biovidro 45S5 com o biovidro boro-silicato,
formulacdo proposta por Furlan et al. 2018. A hip6tese era que, com a
incorporacdo do boro na composicdo original de Hench, haveria melhores
condicdes para osteogénese e angiogénese no leito 6sseo que biomaterial fosse
incorporado. O boro é um elemento que, além de ser angiogénico e possuir a
capacidade de ativar citocinas pré-inflamatérias, pode fornecer meios para
osteogénese, uma vez que, quando incorporado a dieta terapéuticas de cobaias
por exemplo, 0 osso trabeculado foi encontrado em maior espessura do que nas
de dietas convencionais (Nielsen, 1994).

Por meio da quantificagcdo de volume 6sseo, foi possivel visualizar dados

mais homogéneos encontrados nas amostras do controle positivo e biovidro
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boro-silicato, quando comparado aos demais tratamentos. Isso pode ser
endossado pelas formulagcbes propostas por Furlan et al. (2018) e,
recentemente, por Yusof et al. (2022) uma vez que elas foram capazes de
estimular a deposicdo de hidroxiapatita na superficie, propriedade impar para
osteointegracdo no processo de reparacdo 0ssea, pois além de fazer parte da
composicao dos 0ssos, facilita a mineralizacéo e adsorcéo de proteinas no tecido
0sseo. Quando as amostras do BVBS das do biovidro 45S5 sdo comparadas, €
possivel ver dados semelhantes, o que corrobora a premissa que a formulacéo
incorporada de boro é capaz de incrementar a formacao tecido ésseo.

O colageno faz parte da matriz 6ssea nao mineralizada, sendo
insubstituivel para reparacdo Ossea; durante as fases de regeneracdo, os
osteoblastos sintetizam o colageno tipo Ill, que é substituido pelo tipo I, tido como
fiboras maduras (Carlos et al., 2019). Por esse motivo, tal analise foi feita no
presente estudo, na qual a comparacdo entre o BV e BVBS demonstraram
diferenca significativa. A andlise por polarizacdo pode variar dependendo do
modelo de microscopio e poténcia da lampada utilizada e, por esse motivo, foi
feito quantificacao total das fibras e ndo anélises separadas nas fibras coladgenas
tipo | e Ill. Porém, macroscopicamente, foi possivel visualizar a predominancia
das fibras do tipo I, ou seja, as maduras, em todos os cortes histoldgicos.
Andlises isoladas do biovidro 45S5 em experimentos utilizando defeitos criticos
(Magri et al., 2019; Benetti et al., 2020; Souza et al., 2020) demonstraram a
presenca de colageno tipo | nas amostras, fato este evidenciado também no
presente trabalho, em que a comparacdo do biomaterial convencional com o
adicionado boro, evidenciou aspectos semelhantes quanto a esta analise, sendo
0 BVBS capaz de oferecer substrato para neoformacédo 6ssea.

Por meio da microtomografia computadorizada, foi possivel confirmar que,
apos 12 semanas de pés-operatdrio, nas amostras do controle negativo nao foi
identificada neoformacéo 6ssea, o0 que confirma a criacdo de defeito critico no
presente estudo, com tamanho de 8 mm de diametro, como proposto por Spicer
et al. (2012). E indiscutivel que o uso de qualquer enxerto 6sseo autégeno é
superior a qualquer material usado como substituto 6sseo (Myeroff et al., 2011).
Tal fato pode ser visualizado nas imagens de microtomografia computadorizada,

que trouxeram maior volume 6sseo formado no total da area do defeito critico
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nas amostras do controle positivo, grupo onde o defeito fora preenchido com o
osso triturado da propria calota craniana do rato.

Os trabalhos que utilizam a microCT para avaliagdo da capacidade
osteogénica do BV (Atwood et al., 2004, Leu et al., 2009; de Souza et al., 2020)
mostram neoformacao de tecido désseo por &rea avaliada superior a 50%, o que
nao foi visto neste trabalho. Acredita-se que ndo ha dados para avaliacao isolada
do BVBS quanto ao reparo de defeitos criticos, porém, além dessa limitacédo,
sugere-se que o uso de animais diferentes para os tempos de andlises bem
como suas escolhas ao acaso, podem ter favorecido essa quantificacdo tao
aguém do esperado, o que difere dos demais dados encontrados pelos autores
acima citados,

Para um biomaterial ser usado com seguranca, ele precisa ser submetido
a testes de citotoxicidade. A incorporacgéo do boro na formagéo do biovidro 45S5
mostra-se segura ao seu uso neste quesito, o que foi confirmado por alguns
autores, tais como Balasubramanian et al., (2016), Gunduz et al., (2012) e Yusof
et al. (2022). A fabricacdo das bioceramicas testadas neste projeto, segiu o
proposto por Furlan, et al. (2018), porém com a substituicdo do NaCl na
composicao geral. O NaCl ao ser aquecido, se torna uma massa densa e, ao
entrar em contato com solucdes fluidas, comeca a dissolver, alterando a
osmolaridade local. No teste de citotoxicidade feito por Furlan et al. (2018), os
compostos mostraram-se ligeiramente mais citotoxicos, o que pode ser
acarretado pelo acumulo do sal nos tecidos. Desta maneira, foi proposta uma
confeccdo dos biomateriais de maneira que o NaCl ndo entrasse na formulacéo
geral, visto que, rotineiramente, ele ndo faz parte das composicbes, porém
mantém a mesma estrutura ja citada.

Na avaliacdo macroscopica, somente dois animais que receberam o
BVBS apresentaram reacdo inflamatdria mais exuberante que os demais do
mesmo grupo e dos demais. Acredita-se que o boro pode levar a reacao local
mais intensa, principalmente quando comparado ao BV isolado, o que também
foi observado por Garrett et al. (2016) que ao alojarem implantes impregnados
por boro na musculatura de cobaias, observaram intensa reacdo inflamatoria
guando comparado ao grupo controle. Garrett et al. (2016) sugere que o
elemento boro faz uma reacdo local mais exacerbada ao liberar fatores e

citocinas inflamatorias que favorecem a ostegénese. Nenhum material usado
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para os tratamentos dos grupos, em contato com o tecido nervoso, causou
alteracdo clinica nos animais, bem como a técnica cirdrgica executada,
corroborando os trabalhos de Atwood, et al. (2004), De Souza et al. (2020), Leu
et al. (2009) e Spicer et al. (2012).

Alguns fatores podem ser considerados como limitantes no presente
trabalho, como o uso de microtomografia ex-vivo em animais diferentes na sexta
e na décima segunda semana. A falta de trabalhos com testes in vivo da
incorporacao do boro a formulagéo classica do biovidro, limitam a comparacéo
dos resultados obtido na presente pesquisa. Além disso, € importante considerar
que o defeito da calvaria serve como modelo para formacdo de 0sso
intramembranoso e, portanto, pode ser menos aplicavel aos biomateriais ou
estratégias de formacdo de osso endocondral (Spicer et al., 2012) e, desta
maneira, este BVBS pode ser aplicavel principalmente para adjuvante no

tratamento de fraturas em ossos chatos, como cranio e pelve.

5. CONCLUSAO

Nas condi¢cdes em que a presente pesquisa fora conduzida, conclui-se que
houve formacao de tecido 6sseo e fibras colagenas em todos os tratamentos,
com excecgéo do controle negativo.

A incorporacdo de boro na ao biovidro 45S5 proposta por Furlan et al.
(2018) apresentou resultados satisfatérios quanto a osteogénese, podendo ser
utilizado como precursor de células 6sseas. Além disso, 0 uso de outros meios
como formacgéo de peletes ou gel por exemplo, pode favorecer ainda mais a
neoformacgdo 6ssea observado pelo biovidro boro-silicato observado neste

trabalho.
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APENDICE

CRANIAL CAUDAL

Figura 1. A: posicionamento do paciente ap0s tricotomia ampla, antissepsia e
posicionamento do campo operatdrio. B: apos incisdo cirurgica e isolamento da
area do cranio a ser criado o defeito critico; a trefina de 8mm acoplada a caneta
de contra angulo é posicionada e com pressao delicada a osteotomia é feita. C:
apo0s osteotomia completa, o defeito é retirado com auxilio de um elevador de

freer. D: aspecto final apos remocao do defeito critico. Jaboticabal, 2021.

POO

Figura 2): llustracbes esquematicas do recobrimento (cinza) da ponte 6ssea

formada no defeito 6sseo em calvaria de ratos. Em cima de cada ilustracdo nota-
se o0 score da ponte 6ssea, descrita no Quadro 1. Imagem retirada de Patel et al.
(2008).
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Figura 3: Animal do grupo BVBS no quarto dia de pos-operatorio

apresentando deiscéncia de sutura. Jaboticabal, 2021.

Figura 4: Imagens fotograficas do momento da coleta das calotas cranianas dos

animais na 122 semana. A: C-: controle negativo. B: C+: controle positivo. C: BV:
biovidro 45S5. D: BVBS: biovidro boro-silicato. Jaboticabal, 2021.
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Figura 5: Razéo entre volume 6sseo e volume total das amostras da calvaria de

ratos Wistar com defeito critico tratados com controle negativo, positivo, biovidro

45S5 e biovidro boro-silicato respectivamente. Jaboticabal, 2021.

Quadro 1: Escores para extenséo da ponte e unido 6sseas usando conjuntos de

dados micro CT, adaptados por Patel et al. (2008).

Descricdo da ponte 6ssea
Ponte Gssea recobrindo toda a extenséo do defeito no ponto mais
longo (8 mm)
Ponte 6ssea sobre o comprimento parcial do defeito
Ponte 6ssea somente na borda dos defeitos
Poucas espiculas 6sseas dispersas pelo defeito

Sem formacdo éssea no defeito

. 0,11
[ |

C Negativo C Positivo BV BVBS

Escore

4

o Fr N W
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Quadro 2: Classificagdao quanto aos escores de Patel et al. (2008)
correlacionadas as imagens da microtomografia encontradas no presente

estudo.

Controle Negativo Sem formacao 6ssea no
defeito
0 o
BV e BVBS Poucas espiculas
Osseas dispersas pelo
1 - - defeito
e ©
Controle Positivo Ponte ¢ssea recobrindo

toda a extensdo do
defeito no ponto mais
4 longo (8 mm)
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CAPITULO 3 - Consideracdes finais

A linha de pesquisa seguida neste trabalho € continuidade do projeto
realizado pelo mesmo autor, na qual o uso de biomateriais foi utilizado por meio
de xenoenxertos ativados em biorreatores (Montanhim et al., 2021), bem como
a linha de pesquisa da orientadora.

O uso de biomateriais € uma linha promissora de estudo e uso clinico,
uma vez que seu uso € extensivo para ortodontia e ortopedias humana e
veterinéria, no preparo de leito receptores de implantes e reconstrugcbes de
falhas, por exemplo. Na odontologia, o uso de biomateriais é consagrado, uma
vez que as falhas sdo pequenas e, apesar do alto custo, pouca quantidade é
necessaria para preencher os defeitos.

O custo acaba sendo fator extremamente limitante na medicina veterinaria
e um dos pontos importantes dessa pesquisa € o valor agregado na confeccéo
dos biovidros utilizados. Na época do preparo do material (meados de janeiro de
2021) o custo para confeccionar 1 grama de biovidro 45S5 era em torno R$ 6,00.
Importante ressaltar que atualmente a patente do biovidro 45S5 original ja ndo é
mais validada, entdo ndo ha mais impeditivos legais para sua fabricacdo. Desta
maneira, foi possivel manufaturar um material de exceléncia a custos reduzidos,
que pode auxiliar na reconstrucao de falhas O6sseas importantes de muitos
pacientes que, provavelmente, teriam indicagdo de amputacdo dos membros
acometidos.

Outro ponto positivo do uso de um material conhecido e estudado € a
alteracdo de sua formulacéo original por meio de engenharia de materiais. Ao
ser incorporado elementos diferentes, como o boro, possibilita agregar valor para
biotransformacao final. Obviamente antes do uso em cobaias, toda nova
formulacdo deve ser submetida a testes em in vitro para que sua eficacia minima
seja comprovada, justificando os demais testes e, futuramente, aplicacao clinica.

Na presente pesquisa, a apresentacdo do biomaterial foi em pd, no
entanto, o biovidro pode ser utilizado em diversas apresentacdoes como gel,
liquido ou em formas soélidas peletizadas, espiral ou até mesmo confeccionas no
formato do defeito. Além disso, podem ser incorporados em outros materiais,
como tithnio em placas ou parafusos 0sseos absorviveis para uso em

osteossintese — essa incorporacao pode ser feita através de impresséo 3D por
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exemplo. Outra maneira, sdo o0s scaffolds que podem ser mistos ou
exclusivamente de biovidro para reconstrucéo de grandes falhas.

O presente estudo apresenta lacunas que poderiam ser preenchidas,
como a comprovacao de fatores angiogénicos por meio de analises imuno-
histoquimicas de anticorpos como a sialoproteina, osteolcacina, osteopontina e
precursores de fosfatase alcalina. O uso desses marcadores anticorpos poderia
dizer se o0 osso formado € novo ou maduro a depender da sua expressao e, além
disso, a comprovacao da neoformacao 6ssea. Porém, para fins dessa pesquisa,
e com o uso da microtomografia, concluimos que houve a formacao. Além disso,
antes de uso clinico, teste em 0ssos longos — como tibia — podem e devem ser
feitos, para analisar seu comportamento com ossificacdo endocondral, além da
intramembranosa vista neste estudo.

De maneira geral, com base no que foi proposto na metodologia deste
experimento, houve resultados satisfatérios com uso do biovidro 45S5 e boro-
silicato para reconstrucao de falhas 6sseas de 8mm em calvarios de ratos. Além
disso, 0 manuseio do material, desde seu custo, forma de uso e esterilizacéo

podem proporcionar facil acesso e adesao aos profissionais para sua utilizagao.

Montanhim GL, Silva MTS, Conceicado MEBAM, Rocha TS, Yamashiro LM,
Ribeiro JO, Hataka A, Moreiras PRR, Minto BW, Dias LGGG, Moraes PC (2021).
Valuation of angiogenesis in bovine xenografts implanted in intracorporal sites of
rabbits as models of in-vivo bioreactors. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, 73:1067-1075.



