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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Com o aumento da expectativa de vida, crescem o ndmero de fraturas ou doencas
O0sseas complexas de serem tratadas ou até com tratamentos inexistentes. Desta
forma, os biomateriais vém se tornado uma alternativa eficiente para o tratamento
destas injurias, sendo capazes de oferecer suporte estrutural, menores riscos de
infeccdes e regeneracdo dssea da regido impactada. Este estudo foi capaz de validar
de forma in vitro e in vivo um biomaterial sintético que podera ser utilizado como
enxerto 6sseo uma vez que foi capaz de promover a regeneracao do tecido acometido.
Esta € uma pesquisa feita em parceria entre Universidade e Empresa com o intuito de
futura producdo e comercializacdo deste biomaterial. Os resultados desta pesquisa
mostraram-se satisfatorios devido a biocompatibilidade do material e potencial
osteogénico semelhante aos produtos ja existentes no mercado. Portanto essa
pesquisa contribuiu com a producdo de um biomaterial sintético inovador a ser

utilizado na prética clinica visando a melhora da qualidade de vida da populacao.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

As life expectancy increases, the number of fractures or bone diseases that are
complex to treat or even require non-existent treatments increases. In this way,
biomaterials have become an efficient alternative for the treatment of these injuries,
being able to offer structural support, lower risks of infections and bone regeneration
in the impacted region. This study was able to validate in vitro and in vivo a biomaterial
that could be used as a bone substitute as it was capable of promoting the regeneration
of the affected tissue. This is research carried out in partnership between University
and Company with the aim of future production and commercialization of this
biomaterial. The results of this research were satisfactory due to the material's
biocompatibility and osteogenic potential similar to products already on the market.
Therefore, this research contributed to the production of an innovative biomaterial to

be used in clinical practice aiming to improve the population's quality of life.
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RESUMO

Alves MS. Validacao biologica de granulos de vidro bioativas (compostos por biovidro
45S5): estudo in vitro e in vivo [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2024.

O tecido 6sseo, embora tenha a capacidade de regeneracado, € limitado em sua
eficacia diante de defeitos criticos que impedem a regeneracdo natural. Dessa forma,
materiais como a hidroxiapatita (HA) tém sido considerados promissores na
engenharia de tecido 6sseo. Contudo, apesar de sua ampla utilizacdo, a hidroxiapatita
apresenta desvantagens, como a taxa de reabsorcdo e remodelagcdo lenta. Em
contraste, o biovidro 45S5 se destaca por sua biocompatibilidade, propriedades
bioativas e degradabilidade. Este estudo objetivou avaliar o comportamento biolégico
in vitro e in vivo de granulos de vidro bioativas de biovidro 45S5 fabricadas pelo
método de fusdo. Os biovidros foram caracterizados por meio da difracdo de raios X
(DRX), espectroscopia de infravermelho por transformacdo de Fourier (FTIR),
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e espectrometria de emissao Optica com
plasmas indutivamente acoplados (ICP OES). Em seguida, foi realizado o estudo in
vitro, utilizando células osteoblasticas isoladas de fémures de ratos, que foram
submetidas a analise da morfologia celular (MEV), viabilidade celular (MTT), contetudo
de proteina total (PT), atividade de fosfatase alcalina (ALP) e formacédo de nédulos de
mineralizacdo. No estudo in vivo, foram realizados defeitos 6sseos criticos de 7 mm
na tibia de coelhos da raca New Zealand, que foram divididos em dois grupos (n=6)
de acordo com o material de preenchimento: hidroxiapatita comercial (HA) e biovidro
45S5 (BG45S5). Apds 2, 8 e 12 semanas, 0s animais foram eutanasiados e as pecas
Osseas foram submetidas as analises histologicas e histomorfométricas. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (p=0,05) e quando normais
realizamos o teste t de student e quando ndo normais realizamos o teste de Mann-
Whitney. Os resultados dos testes fisico-quimicos mostraram sucesso na producéo
do novo biomaterial. Nos testes in vitro, observou-se que o grupo BG45S5 nao
apresentou citotoxicidade e mostrou-se promissor com diferenca estatisticamente
significante em relagédo ao grupo hidroxiapatita comercial (p=0.0263). Nos testes de
PT, ALP e nodulos de mineralizacdo, os grupos nao apresentaram diferenca
estatistica entre eles (p<0,05). Contudo, 0 grupo BG45S5 mostrou-se promissor em
relacdo aos outros grupos. Na analise histolégica, ambos o0s grupos apresentaram
neoformacgéo 6ssea nos defeitos apos 2, 8 e 12 semanas. Na histomorfometria,
observou-se que os grupos BG45S5 e HA apresentaram maior area de neoformacao
0ssea em 12 semanas. Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
no tempo de 2 semanas, com maior neoformacao para o grupo BG45S5. Apesar dos
resultados promissores do grupo BG45S5, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p<0,05) nos tempos de 8 e 12 semanas. Em resumo, 0s
resultados evidenciaram o sucesso na producdo do biomaterial sintético e o potencial
do biomaterial BG45S5 como um material promissor para tratamento de defeitos
0SSeos criticos.

Palavras-chave: biomateriais; biovidro 45S5; regeneracao 6ssea.



ABSTRACT

Alves MS. Biological validation of bioactive glass granules (composed of 45S5
bioglass): in vitro and in vivo study [doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP): Séao
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2024.

Bone tissue, despite its capacity of regeneration, is limited in its effectiveness when
faced with critical defects that prevent natural regeneration. Therefore, materials such
as hydroxyapatite (HA) have been considered promising in bone tissue engineering.
However, despite its wide use, hydroxyapatite has disadvantages, such as slow
resorption and remodeling rates. In contrast, 45S5 bioglass stands out for its
biocompatibility, bioactive properties and degradability. This study aimed to evaluate
the in vitro and in vivo biological behavior of bioactive 45S5 bioglass beads
manufactured by the melt quenched method. The bioglasses were characterized using
X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), differential
scanning calorimetry (DSC) and inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES). Following this, an in vitro study was conducted using
osteoblastic cells isolated from rat femurs, which were subjected to analysis of cell
morphology (SEM), cell viability (MTT), total protein content (TP), alkaline phosphatase
activity (ALP) and mineralization nodule formation. In the in vivo study, critical bone
defects of 7 mm were created in the tibia of New Zealand rabbits, which were divided
into two groups (n=6) according to the filling material: commercial hydroxyapatite (HA)
and bioactive glass 45S5 (BG45S5). After 2, 8, and 12 weeks, the animals were
euthanized and the bone pieces were subjected to histological and histomorphometric
analyses. Data were subjected to the Shapiro-Wilk normality test (p=0.05), and when
normal, we performed the Student's t-test, and when non-normal, we performed the
Mann-Whitney test. The results of the physicochemical tests showed success in the
production of the new biomaterial. In the in vitro tests, it was observed that the BG45S5
group did not present cytotoxicity and showed promise with a statistically significant
difference compared to the commercial hydroxyapatite group (p=0.0263). In the TP,
ALP and mineralization nodule tests, the groups showed no statistical difference
between them (p<0.05). However, the BG45S5 group showed promise compared to
the other groups. In the histological analysis, both groups showed new bone formation
in the defects after 2, 8, and 12 weeks. In the histomorphometric analysis, it was
observed that the BG45S5 and HA groups presented a larger area of new bone
formation at 12 weeks. There was a statistically significant difference between the
groups at 2 weeks, with greater new formation for the BG45S5 group. Despite the
promising results of the BG45S5 group, there was no statistically significant difference
between the groups (p<0.05) at 8 and 12 weeks. In summary, the results evidenced
the successful production of the synthetic biomaterial and the potential of the BG45S5
bioglass as a promising material for treating critical bone defect.

Keywords: biomaterials; bioactive glass 45S5; bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de defeitos 0sseos como traumas, osteomielites, tumores,
doencas osteopordticas e outras doencas associadas ao 0sso; tem apresentado um
aumento significativo nos dltimos anos associado ao processo de envelhecimento
populacional (Ghelich et al.,2022). Com isso, 0s enxertos ésseos tornam-se um dos
transplantes mais realizados nos ultimos tempos (Greenwald et al., 2001; Giannoudis
et al., 2005; Dimitriou et al.hidro 2011; Campanha et al., 2014 e Robbins et al., 2017,
Govoni et al., 2021; Xue et al., 2022; Nashi e Kagda, 2023).

O tecido 6sseo possui a capacidade da regeneracao, contudo, defeitos
criticos impedem que tal regeneracéo aconteca de forma natural (Baldwin et al., 2019).
Um defeito critico é caracterizado por uma dimensédo minima no qual o0 0sso é incapaz
de realizar o seu reparo 6sseo sem que haja algum tipo de intervencdao cirdrgica, sao
defeitos geralmente maiores de 2,5 cm de diametro (Butler et al., 2007; Khan et al.,
2005; Baldwin et al., 2019). A fim de promover a regeneracdo 6ssea de defeitos
criticos, 0sso autélogo ou aloenxerto ainda séo considerados padrdo-ouro (Sakkas et
al., 2017). Contudo, problemas como morbidade de dois sitios doadores ou
disponibilidade limitada de tecido doador como no caso do enxerto autélogo e risco
de transmissdo de patdégenos como no aloenxerto, sédo alguns dos problemas que
tornam os biomateriais 6sseos como uma importante alternativa (Miron et al., 2016;
Peri¢ Kacarevic et al., 2020).

Diversos biomateriais tém sido estudados, tais como metais, bioceramicas,
biopolimeros e compoésitos. Sabe-se que cada biomaterial apresentard suas
vantagens e desvantagens, contudo, existem alguns critérios que devem ser
considerados na escolha do material ideal para cada defeito (Peri¢ Kacarevi¢ et al.,
2020; Sarkar e Lee, 2015; Yu et al., 2015). A funcao principal dos biomateriais 6sseos
e fornecer suporte mecanico para que haja a aderéncia e crescimento celular na
regido; o que chamamos comumente de osteoconducdo. Outra propriedade
interessante é a osteoinducgdo, no qual alguns tipos de biomateriais sdo capazes de
induzir a diferenciacdo das células tronco em células osteogénicas, ocorrendo o
processo da osteogénese (G. Daculsi et al., 2013; Carson e Bostrom, 2007; Roberts

e Rosenbaum, 2012). Além dessas duas caracteristicas consideradas ideais para um
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biomaterial 6sseo sintético, existem propriedades que séo consideradas cruciais para
um biomaterial. Assim, o biomaterial ndo deve ser citotdxico, ou seja, deve apresentar
biocompatibilidade, pode apresentar bioatividade quando em contato com as células
e pode apresentar uma propriedade desejavel que € a degradabilidade, uma vez que
sua funcdo é permitir que haja a regeneracdo O0ssea concomitantemente com o
processo de biodegradacdo do material (Scheinpflug et al., 2018).

As bioceramicas como a hidroxiapatita (HA), fosfatos de célcio, vidros
bioativos e alguns compositos sdo considerados materiais promissores para a
engenharia de tecido 6sseo (Guarino et al., 2007; Hutmacher et al., 2007). A
hidroxiapatita (HA) € o principal sal inorganico presente nos 0ssos e dentes, cerca de
70% da constituicdo 6ssea (Holmes et al., 1984), sendo um dos biomateriais ésseos
mais estudados desde a década de 1970 (Hulbert et al., 1970). A hidroxiapatita € um
fosfato de célcio bioativo que tem a capacidade de interagir diretamente com 0 0SS0
apos a sua implantacao no defeito (Gao et al., 2014; Sheikh et al., 2015), assim pode
ser considerado como um material osteofilico, osteocondutor e osteointegrado, pois
consegue ligar-se ao 0sso por meio do mecanismo natural de conversdo 6ssea
(Jarcho, 1986). A particularidade deste material € sua semelhanca quimica com a fase
mineralizada do 0sso, atribuindo o papel osteocondutor e biocompativel do biomaterial
(Nandi et al., 2008; Ghosh et al., 2008; Erbe et al., 2001). O uso clinico da HA tem
apresentado bons resultados em cirurgias odontolégicas de implantes, cirurgias
craniofaciais e inclusive ortopédicas (Minami et al., 2013; Yanamiya et al., 2008;
Moreira-Gonzalez et al., 2003; Itokazu et al., 1996; Abdul et al., 2021). Embora a
hidroxiapatita seja um dos materiais mais utilizados, algumas caracteristicas deste
biomaterial ndo sao tao interessantes. Dentre elas pode-se citar, a taxa de reabsor¢ao
e remodelagao muito lentas (Wolfe et al., 1999; Markovi¢ et al., 2011). A problemética
da taxa de reabsorcéo lenta € o fato de o material permanecer no local do defeito por
um longo tempo, até mais de um ano e isso implica na possibilidade de uma
contaminacdo local e como consequéncia a restricAo da vascularizacdo e
regeneracao ossea (llan e Ladd, 2003; Janicki e Schmidmaier, 2011).

A composicéo original do vidro bioativo 45S5 foi descoberta por Larry Hench
em 1969 com composi¢des no sistema SiO2-Na20-CaO-P20s com 45% de SiOz;
24,5% de Naz0, 24,5% de CaO e 6% de P20s (Hench, 2006). Até a atualidade, o

biovidro 45S5 é considerado um dos materiais mais atraentes devido a sua alta
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biocompatibilidade, bioatividade, capacidade antibacteriana e boa degradabilidade
(Sepulveda et al., 2002; Galarraga-Vinueza et al., 2016; Zhang et al., 2010). O biovidro
45S5 é amplamente utilizado em casos de tratamento de defeitos 6sseos periodontais
na odontologia (Profeta e Prucher, 2015; Jafari et al., 2022) regeneracdes 0sseas na
medicina (Hench, 2002; Sergi et al., 2020a; Sergi et al., 2020b), préteses de orelha
meédia (Hench et al., 2006) e até na engenharia tecidual (Boccaccini e Blaker, 2005).
Durante a dissolucdo do biovidro 45S5, os ions de calcio, silica, sodio e fosfato séo
liberados no ambiente e estes interagem com 0s ions presentes no ambiente,
desenvolvendo uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA). Finalmente, esta
camada de HCA consegue estabelecer ligacbes com o0 0sso circundante assim
estimula a proliferacéo de células osteogénicas neste 0sso ao redor do defeito (Cannio
et al., 2021).

Os vidros bioativos podem ser produzidos por diferentes métodos de
fabricacdo, sendo os dois métodos mais comuns a sintese por fusdo convencional e
método sol-gel (Boccaccini et al., 2021). O método de sintese por fuséo foi o utilizado
por L. Hench em 1969 e tem sido amplamente utilizado até os dias atuais em
composi¢cdes comerciais 0 que comprova sua capacidade de regeneracdo 6ssea e
biocompatibilidade (Hench, 2006). Basicamente o método inclui a fusdo de diferentes
oxidos, como SiO2z, Na20, CaO e P20s ; além disso, 6xidos de zinco, magnésio, titanio,
boro, prata e outros materiais em altas temperaturas entre 1300°C e 1450°C em
cadinhos de platina para evitar a contaminacdo. A segunda etapa do método é o
recozimento, ou seja, consiste em aquecer o biovidro com a finalidade de reduzir as
tensdes internas devido a expansao térmica do material ao mesmo tempo que reduz
as tensdes, um outro objetivo é reduzir a quantidade de 6xidos metdlicos volateis para
que favorecam a precipitacao de apatita no vidro ativo (Cannio et al., 2021).

Assim, a formulacéo do biovidro pela técnica de fusdo é considerada padréao
ouro na composicdo comercial desde 1971 sendo comprovada a capacidade de
regeneracao 0ssea desta técnica (Hench, 1971), por conseguinte esta foi a técnica
adotada para a confeccéo do biovidro deste trabalho. O objetivo deste trabalho foi a
validacdo do biomaterial 6sseo sintético através de testes laboratoriais in vitro e in vivo
do biovidro 45S5 que foi confeccionado por uma empresa parceira da Unesp.

Sabemos que o biovidro 45S5 ja é um produto comercializado no mercado

internacional, contudo também sabemos da importancia de termos mais empresas
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nacionais desenvolvendo o mesmo produto, dentre as principais razbes podemos
citar: a concorréncia saudavel, ou seja, quanto mais empresas competem para
oferecer o mesmo produto, mais inovagdo e aprimoramento continuo hi de ter o
produto, melhorando para que atenda as demandas do mercado (Zelga, 2017). Com
o aumento do biovidro 45S5 para o consumidor, novas regulamentacdes podem ser
criadas e melhores padrdes de qualidade e seguranca podem ser desenvolvidos, ou
seja, a possibilidade de novas empresas desenvolverem o produto possibilita
vantagens para os consumidores e para as empresas. Outro ponto importante é a
parceria que existiu entre Empresa e Universidade, possibilitando a criacdo de
pesquisas cientificas que contribuiram para o desenvolvimento de um produto que
estara futuramente no mercado, algo que sempre foi incentivado e enfatizado, devido
a importancia da pesquisa académica aplicada as necessidades do mercado (D'Este
e Lammarino. 2010; Mihaela et al., 2015).

Portanto, os resultados obtidos neste estudo fornecem uma perspectiva
promissora quanto a capacidade de regeneracao 6ssea dos biomateriais testados,
tanto em testes in vitro quanto in vivo. A observacgédo do inicio de formagéo de ponte
0ssea, a presenca de tecido conjuntivo adjacente aos granulos, a formacéo de tecido
0sseo neoformado nos indicam uma resposta positiva a presenca dos biomateriais,
sugerindo potencial inducdo de osteogénese e osteoinducdo. Esses achados séo
significativos, pois destacam o potencial terapéutico dos biomateriais em questao e
sua relevancia para aplicacdes clinicas futuras. Dessa forma, este estudo contribuiu
para o avanc¢o continuo no desenvolvimento de produtos biomédicos com potencial
impacto na regeneracao 6ssea, oferecendo uma base sélida para aprimoramentos
futuros e atendendo as demandas do mercado por solucdes eficazes e inovadoras em
saude.



77

7 CONCLUSAO

Diante da metodologia realizada e dos testes elaborados nesta tese, podemos
afirmar que a metodologia de producéo deste biovidro 45S5 obteve sucesso na sua
producdo, na medida em que foi comprovado eficiéncia e qualidade do biomaterial
0sseo sintético nos testes fisico-quimicos realizados.

Em relagéo aos testes in vitro, podemos afirmar que o biovidro 45S5 néo
apresentou citotoxicidade, permitiu a adesao celular, mostrou satisfatérios indicadores
de neoformacao O6ssea e diferenciacdo celular. Nos testes in vivo, mostrou ser um
material promissor com apropriada formacdo Ossea qualitativamente e
quantitativamente, resultados acima da média ou semelhantes aos da hidroxiapatita.

Portanto, os resultados deste estudo mostraram-se promissores para 0
aprimoramento e estudo continuo deste biomaterial com o intuito de comercializagcéao

para a melhoria dos problemas de regeneracéo 6ssea.
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