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DA SILVA, A. C. “Materiais hibridos de biovidro e raloxifeno para reparo
alveolar”. 2018 Dissertacdo (Programa de Pés-graduacédo em Ciéncia e Tecnologia
de Materiais). UNESP, Bauru, 2018.

RESUMO

Pesquisas cientificas associadas a osseointegracdo promoveram grande
avanco no tratamento para a reabilitacdo bucal com um progndstico de sucesso
superior a 90%. O fendbmeno da osseointegracdo corresponde a conexdo direta
estrutural e funcional entre o tecido 6sseo e o material do implante odontologico. O
sucesso da osseointegracdo estd associado primordialmente com a estabilidade
primaria durante o procedimento de instalacdo do implante e posteriormente com a
estabilidade secundéria ap6s o procedimento. Altos indices de fracasso e perda de
implantes tém sido atribuidos a implantes em osso de qualidade baixa e
consequentemente com estabilidade diminuida, fato este recorrente em especial a
pacientes com densidade mineral 6ssea (BMD) reduzida. Uma opcéo utilizada pela
Implantologia € 0 uso materiais para enxerto 0sseo, associado eventualmente a
ingestédo oral de farmacos que induzam a regeneragao 0ssea. Os biovidros ativos sao
comumente utilizados como opcao para enxertos, pois alegadamente promovem o
crescimento 0sseo. Dentre as opcbGes de farmacos disponiveis no mercado
farmacéutico, o Cloridato de Raloxifeno tem apresentado resultados satisfatorios
quando comparado com a reposi¢cdo hormonal a base de estrogeno ou ao uso de
bifosfonatos de primeira geragao.

Este projeto tem como motivagdo o desenvolvimento de um material hibrido a
base do biovidro ativo comercial BioGran® (enxerto 6sseo) e o farmaco comercial
Raloxifeno®, sintetizado pela técnica sonoquimica estudados os efeitos de inducéo
ao crescimento 6sseo do tempo de sonicacdo do biovidro e também de diferentes
concentracbes em massa do farmaco em relagdo a massa do biovidro. Os resultados
mostraram que a variavel tempo de sonicacdo ndo resultou em diferencas
significativas da diminuicdo do tamanho das particulas do biovidro. Também, os
resultados indicaram que o grupo com 20% em massa de raloxifeno apresentou os

melhores resultados de regeneracdo 0ssea.

Palavras-chave: enxerto 6sseo; biovidro; raloxifeno; biomaterial; sonoquimica.



DA SILVA, A. C. “Hybrid material prepared with bioglass and raloxifene for
alveolar repair”. 2018 Dissertation (Graduate Program in Science and Technology of
Materials). UNESP, Bauru, 2018.

ABSTRACT

Scientific research associated to osseointegration promoted a great advance in
the treatment for oral rehabilitation with a success prediction of over 90%. The
phenomenon of osseointegration corresponds to the direct structural and functional
connection between the bone tissue and the material of the dental implant, and a
determinant concept in osseointegration is the primary stability, sought after the
implant installation procedure. High failure rates and implant loss have been attributed
to poor quality bone implants and consequently decreased primary stability, especially
in patients with reduced bone mineral density (BMD). One of the options used in the
filed of Implantology is the use of materials for bone grafting, associated with oral intake
of drugs that induce bone regeneration. Active bio-biopsies are commonly used as an
option for grafts because they allegedly promote bone growth. Among the drug options
available in the pharmaceutical market, Raloxifene hydrochloride has shown
satisfactory results when compared with estrogen-based hormone replacement or the

use of first-generation bisphosphonates.

This project has as a motivation in the development of a hybrid material based
on BioGran® commercial active bioglass (bone graft) and the commercial drug
Raloxifeno®, synthesized by the sonochemical technique studied the effects of
induction to the bone growth of the sonication time of the bioglass and also of different
concentrations of the drug in relation to the mass of the bioglass. The results showed
that the sonication time variable did not result in significant differences in the decrease
of the bioglass patrticle size. Also, the results indicated that the group with 20% in mass

of raloxifene presented the best results of bone regeneration.

Keywords: bone graft; bioglass; biomaterial; raloxifene; sonochemical.
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1. Introducédo e Motivagéao

O fenbmeno da osseointegracao que corresponde a conexao direta estrutural
e funcional entre o tecido 06sseo e o implante (BRANEMARK et al, 1985;
ALBREKTSON, 1989) promoveu grande avanco no tratamento para a reabilitagéo
bucal, com um prognédstico de sucesso superior a 90% (CHIAPASCO et al, 2011,
ANNIBALI et al, 2012; PENARROCHA-DIAGO et al, 2012). O sucesso da
osseointegracao esta associado primordialmente com a estabilidade primaria durante
o procedimento de instalacdo do implante e posteriormente com a estabilidade
secundaria apo6s o procedimento. Altos indices de fracasso e perda de implantes tém
sido associados a implantes em osso de baixa qualidade e consequentemente com
estabilidade diminuida (BRANEMARK et al, 1977; DAVIES, 2003). Um leito 6sseo em
condic¢fes ideais para implante muitas vezes néo é encontrado na clinica. A instalagao
de implantes osseointegrados em alvéolos apds a extracao dental imediata, ou ainda,
em areas de qualidade e quantidade Ossea deficientes como deiscéncias,
fenestracdes, defeitos verticais e perimplantares, constituem a grande parcela das
condicdes clinicas encontradas no momento da avaliacdo e reabilitacdo oral do
paciente (STENTZ et al, 1997). Situacbes como a sobrefresagem também levam
cirurgides dentistas a buscarem solu¢cbes para a falta de estabilidade priméaria do
implante (QUEIROZ et al, 2012).

Para isso, € necessdaria uma integracao entre os constituintes moleculares do
sistema bioldgico e os atomos superficiais do biomaterial através da criacdo de uma
interface entre a superficie do implante (titanio) e o tecido 6sseo e, dependendo de
seus desempenhos, a resposta final pode ser funcional ou ndo funcional. Com a
resposta do tecido frente a uma superficie, ocorrem o0s processos de inflamacéao,
cicatrizacdo e adeséo celular, diretamente influenciados pelas caracteristicas 6sseas
do paciente. Disponibilidade de agua, presenca de ions, macromoléculas e células
osteoclasticas sdo importantes para que a adequada regeneracdo Ossea possa
acontecer (JOHANSON, ALBREKTSON, 1987; IVANOFF et al, 2001).

Para que ocorra este processo, devem ser levados em consideracdo o0s
padroes de formacdo Ossea (BRANEMARK et al, 1977; DAVIES, 1998). A
osteogénese de contato que implica em formagdo 0ssea em contato direto com a

superficie do implante, e a osteogénese a distancia, que implica na formagéo 0ssea a
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partir das superficies do leito 6sseo remanescente 0s quais podem ser auxiliados pela
interposicéo de biomaterial (DAVIES, 1998; GRUBER et al, 2016).

Diante destas situacbes, ha a necessidade de avancos no campo das
reconstrucdes, no sentido de preparar ou otimizar o leito receptor através de enxertos
autogenos, xendgenos ou aloplasticos (DAVIES, 2003). Dentre os materiais
aloplasticos, uma das opg¢bes é constituida de silica como o BioGran®, que seus
granulos atuam como carreadores para fatores de crescimento ou na promocéo de
células de formacao Ossea. Ademais, foi demonstrado serem de facil manipulacao,
além de serem altamente bioativo (FURUSAWA et al, 1997).

Além da quantidade, a qualidade do tecido 6sseo é fator determinante para a
adequada integracdo do implante dentario, tendo em vista que as caracteristicas da
micro-arquitetura 6ssea influenciam na habilidade do osso em suportar a transmissao
e distribuicdo de forcas fisiologicas (LEUNG et al, 2001; ISIDOR, 2006; TABATA et al,
2011). Neste contexto, quando o 0sso adquire uma estrutura cortical e/ou trabecular
com menor densidade, a interface osso/implante € comprometida (SHAPURIAN et al,
2006; DRAGE et al, 2007), podendo ser observado nos quadros de osteopenia e
osteoporose (YAMAZAKI et al, 1999, OZAWA et al, 2002).

Osteopenia € uma condicdo que antecede o quadro de osteoporose no qual a
densidade mineral do osso é inferior ao normal (entre -1 e -2,5). Porém, apesar da
diminuicdo da densidade 6ssea, a oesteopenia ndo € considerada perigosa uma vez
gue nem sempre evolui para a osteoporose, em que a densidade mineral do 0sso esta
abaixo de -2,5. Quando a osteoporose ocorre, 0S poros N0 0SSO SA0 muito maiores

que o normal (Figura 1).

Osso [
Normal %

= Osteoporético

Figura 1 — Imagem ilustrativa de um osso normal e de um 0sso com osteoporose (Fonte:
http://www.quadrilcirurgia.com.br/osteoporose.html)
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Esta desordem do metabolismo 6sseo é classicamente reconhecida como um
problema de saude significativo em mulheres, pela deplecdo no fornecimento de
estrogeno na fase pds-menopausa, atingindo aproximadamente 2/3 desta populacéo
(KHOSLA et al, 2008; DRAKE et al., 2012). Entretanto, também ¢é relatada nos
homens, com maior incidéncia nos individuos acima de 50 anos de idade (KHOSLA
et al, 2008; DRAKE et al, 2012; GIUSTI et al, 2014; LAWRENCE et al, 2017)

O estrogeno € um hormdnio responsavel por inGmeras acdes fisiologicas, tendo
vérias atuacdes no organismo, entre elas o crescimento, a diferenciacdo e a fungéo
de muitos tecidos a partir de mecanismos que envolvem a interacdo entre uma
molécula ligante e um receptor (AMADEL, 2006). Receptores estrogénicos foram
encontrados predominantemente em osteoblastos (ERIKSEN, 1988; AMADEL, 2006),
porém a principal atuacdo desse horménio é na reabsor¢céo 6ssea, podendo afetar a
funcdo osteoclastica e induzir a apoptose.

Para amenizar este quadro, durante muito tempo foi prescrito a reposi¢cao
hormonal para tratar casos de osteoporose, no entanto a incidéncia de tumores e
outros efeitos colaterais puseram fim a este conceito e novos medicamentos foram
considerados (OKAMOTO, 2016).

Entre eles, os bifosfanatos de 22 geracao de uso oral, como o alendronato de
sédio (Figura 2a), que promovem a apoptose das células osteoclasticas (OKAMOTO,
2016), exercendo acdo anti-reabsortiva também na diferenciacdo e na replicacéo de
pré-osteoclastos (LEITE, 1999). Considerou-se também os moduladores seletivos dos
receptores de estrogeno (SERMS), como o cloridrato de raloxifeno (Figura 2b), que
ndo s6 desempenha um papel ideal para manter uma resposta favoravel do tecido
0sseo frente a condicédo de osteoporose e suas consequéncias, como também € uma
opcao de farmaco para tratamento de doencas cardiovasculares e para prevencao de
cancer de mama (KAYATH, 1999). No 0sso, o raloxifeno aumenta a massa 0ssea, é
eficaz em prevenir osteoporose em mulheres pos-menopausa a reduz a incidéncia de
fraturas vertebrais em 50% em mulheres com osteoporose. Além disso, no sistema
cardiovascular o raloxifeno reduz o colesterol total, LDL-colesterol, fibrinogénio e
lipoproteina (KAYATH, 1999).

Apesar do alendronato ser um medicamento que apresenta beneficios, foi
constatado que seu uso por mais de trés anos pode causar osteonecrose (MORAIS,
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2016). Ja o raloxifeno apresentou efeitos colaterais como ondas de calor e
tromboembolismo venoso (KAYATH, 1999), entretanto os beneficios de sua utilizagdo

ainda sdo considerados.

Este projeto tem como motivacdo o desenvolvimento de um material hibrido a
base do biovidro ativo comercial BioGran® (enxerto 6sseo) e o farmaco Raloxifeno,
sintetizado pela técnica sonoquimica com diferentes concentracdes do farmaco para

gue sejam uma alternativa no uso de enxertia éssea.

HoN

HO
S -
HO S
HO, OH Q L_/~on
8]

O O
(a) (b)

Figura 2 — Formula quimica do (a) Alendronato de sddio e (b) Cloridrato de raloxifeno (Fonte:

www.pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

2. Fundamentacgéo tedrica
2.1 Estrutura 6ssea

O tecido 6sseo € uma substancia viva com vasos sanguineos, linfaticos e
nervos, composto por aproximadamente 30% de colageno, 5% de fibras néo
colagenosas e 65% de mineral, principalmente cristais de hidroxiapatita (HAp),
Cai10(PO4)s(OH)2 (TEN CATE, 2001), podendo ser considerado uma forma altamente
especializada de tecido conjuntivo (ISOLA, 2012).

O osso pode ser dividido em cortical e trabecular. O osso cortical, ou compacto,
gue é denso e esta presente no eixo de 0ssos longos onde a matriz de colageno esta
organizada em forma de lamelas concéntricas ao redor de um canal vascular central

constituindo o sistema de Havers. Os canais centrais, onde estdo 0S nervos e vasos
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sanguineos comunicam-se entre si com a cavidade 6ssea através dos canais de
Volkmann. A superficie 0ssea interna é revestida por uma membrana chamada
periosteo e a superficie interna pelo enddsteo, responsaveis por nutrir 0 0SS0 e servir
como fonte de osteoblastos para a osteogénese (KAPLAN e LIBRIANI, 1994) (Figura
3).

Lamelas de um
sistema de Havers

Z

Orientagdo dos feixes colagenos

Sistema de
|~ lamelas
externas

Sistema de
lamelas internas
~

™ Perigsteo

. Canal de
Volkmann

A

Endosteo

Figura 3 — Esquema representativo da constituicdo histologica de uma zona do tecido 6sseo
compacto (JUDAS, 2012)

O osso trabecular, ou esponjoso, apresenta uma matriz mais porosa e €
organizada em trabéculas preenchidas por medula déssea vermelha, possuindo
metabolismo mais intenso que o0 o0sso cortical por ter ativa producdo de células
sanguineas (BETTI, 2004). A Figura 4 mostra a microestrutura 6ssea trabecular e
cortical.
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Figura 4 — Visualizagdo do osso compacto e esponjoso (JUNQUEIRA, 2004)

Os principais tipos de células 6sseas sao os osteoblastos, osteoclastos e os
ostedcitos, todas derivadas na mesma linha de células osteoprogenitoras (LIRANI,
2004)

Os osteoblastos sao células cubicas e cilindricas baixas, responsaveis ndo s6
pela formacdo da matriz 6ssea, mas também pela sua mineralizacao e aparecem com
maior potencial na matriz éssea quando em areas ricamente vascularizadas. As
células osteoblasticas podem ser divididas em quatro subgrupos: pré-osteoblastos,
osteoblastos maduros, células de revestimento 0sseo e ostedcitos. Os pré-
osteoblastos apresentam capacidade reduzida de proliferagdo, mas adquirem
caracteristicas que marcam um fenétipo osteoblastico (JUDAS, 2012). Tornam-se
maduras quando atingem a superficie 6ssea e quando em atividade as células se
hipertrofiam e o nlcleo se desloca para a extremidade mais distante da superficie
0ssea, sdo metabolicamente muito ativas e responsaveis pela sintese do colageno
tipo | (ISOLA, 2012; JUDAS, 2012).

Os osteocitos sao osteoblastos maduros incorporados pela matriz 6ssea
mineralizada que podem ser encontrados na superficie 0ssea, principalmente no
endosteno e na superficie do periosteo. Sao células discoides, achatadas, localizadas
em lacunas. Seus prolongamentos citoplasmaticos entram em contato e formam
jungBes comunicantes com prolongamentos de outros ostedcitos no interior dos
canaliculos (GARTNER e HIATT, 2002). A vida dos ostedcitos depende do processo
de difusdo que permite a passagem de nutrientes e a vida da matriz 6ssea depende

do ostedcito. Quando o 0sso é danificado, ha restricdo dos ostedcitos aos nutrientes,
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levando a sua apoptose, que desencadeia processos de remodelacao 6ssea (JUDAS,
2012).

Os osteoclastos sao ceélulas multinucledas derivadas dos mondcitos que
desempenham funcéo essencial na remodelacéo 6ssea e renovacao do tecido 6sseo
(JUDAS, 2012). O processo de remodelacdo 6ssea é denominado osteoclasia
(ISOLA, 2012). A cooperacdao entre osteoclastos e osteoblastos é responsavel ndo sé
pela formacéo, remodelacéo e reparo do 0sso, mas pela manutencédo da homeostase
do célcio e do fosforo no organismo (JUDAS, 2012). O processo de formacéao,
desenvolvimento e maturagcdo dos osteoclastos englobam multiplas etapas que serédo

vistos a seguir.

2.2 Remodelagcdo 6ssea

A remodelacdo 6ssea é um mecanismo de substituicdo de areas de tecido
0sseo afim de preservar sua integridade, otimizar funcfes e prevenir a degradacéo
0ssea. No processo de remodelacao, a formacao e a reabsorcdo do tecido 6sseo das
células da linha osteoblasticas e osteoclasticas sédo atividades opostas, porém
complementares. Assim, uma parte do 0sso velho € eliminada e substituida por um
NOvVO 0SSO com pouca ou nenhuma alteragdo na massa 6ssea e 0 0sso lamelar é
substituido pelo osso imaturo (JUDAS, 2012).

O ciclo de remodelacgéo 6ssea segue uma sequéncia ordenada de eventos que
converte uma superficie em repouso em uma zona de remodelacéo, essa sequéncia
pode ser identificada com as seguintes fases: ativagdo (A) — reabsorcdo (R) —
formacéao (F) (Figura 5) que ocorre via RANKL/RANK/OPG (JUDAS, 2012).

Pré-
osteoclasto Osteoclasto
ativo

Pré-
osteoblastos

Células Osteoblastos
mononucieares

Osteocitos

Superficie
doosso i i
em repouso - Reabsor¢do Reversao

Formac&o do osso - Mineralizacdo

—-

I - 3 semanas | - 3 meses

PTH PTH
(catabolico) (anabolico)

Figura 5 — Esquema representativo do ciclo de remodelagéo 6ssea (Adaptado de JUDAS, 2012).
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A fase de ativacdo (A) é o reconhecimento de uma &rea da superficie 6ssea e
sua preparacdo para o processo de remodelacdo. Células pré-osteoclasticas séo
diferenciadas em células osteoclasticas. Na fase se reabsorcdo (R) os osteoclastos
cavam no 0SSO esponjoso lacunas irregulares que sera preenchido pelos osteoblastos
na fase de formacéo (F). Nesta fase ocorre a sintese da matriz ostedide e sua posterior
mineralizacdo, tendo como resultado final a reconstru¢éo da lacuna 6ssea.

A diferenciacdo de células osteoblasticas em osteoclasticas durante a
remodelacéo ocorre devido a producdo de RANKL e RANK. O RANKL ao ligar-se com
o receptor RANK desencadeia a maturagéo e ativagao dos osteoclastos que iniciam a
fase de reabsorcdo. Como consequéncia da atividade dos osteoclastos, a matriz
O0ssea comeca a liberar fatores de crescimento responsaveis pela proliferacdo e

diferenciacéo dos pré-osteoblastos (Figura 6).

Precursores
Osteoclisticos

Diferenciacao

{ Osteoclasto
& ‘v;\" oPG activado

Células do estroma / Osteoblastos Reabsor(;iio
Ossea

Figura 6 — Esquema do processo de diferenciacdo dos osteoclastos por intervencao direta dos

osteoblastos através do sistema RANKL/RANK/OPG (JUDAS, 2012)

Os pré-osteoblastos vao produzindo OPG, que ao ligar-se ao RANKL desativa
0s osteoclastos, finalizando a fase de reabsorcdo. Os osteoblastos diferenciados
iniciam entdo a formacdo e mineralizacdo de um novo tecido 6sseo, completando

assim o processo de remodelacao 0ssea (JUDAS, 2012).

2.3 Reparo 0sseo

O processo de reparo 6sseo pode ocorrer por cicatrizagao ou por regeneragao.
O processo por regeneracdo é caracterizado pelo reparo que restabelece a forma e
funcéo original do tecido de maneira integral. Ja na cicatrizagao o restabelecimento

parcial e o reparo ocorre por um tipo de tecido diferente do original. O tecido 0sseo
23



geralmente sofre reparo por regeneracédo devido a sua capacidade de se regenerar
(LIMA, 2013).

Quando lesado, o tecido passa por um processo que envolve trés fases: fase
inflamatoria, fase reparadora e fase de remodelacdo. Na fase inflamatoria ocorre a
formagéo de um coagulo sanguineo que envolve as superficies désseas no local da
les&o, indo do periésteo até a cavidades medulares proximas. Na fase reparadora hi
0 aparecimento de um grande numero de fibroblastos produtores de colageno tipo Il
responsaveis pela formacdo de um calo fibroso, no qual as fibras de colageno
envolvem a regido lesionada. A fase de remodelacédo, como ja foi dita anteriormente,
caracteriza-se pela diferenciacédo celular e formagé&o e mineralizagéo de um novo 0Sso
(LIMA, 2013; WANTOWSKI, 2007).

A duracdo de cada fase depende do tipo de osso envolvido, idade do individuo,
estado de saude e nutricional, intensidade do trauma, se h& ou néo irrigacao local,
presenca ou nao de forgcas mecanicas, imobilizacdo e auséncia de infeccéo para que
o tecido possa se reconstituir (TEN CATE, 2011).

Todavia, a capacidade de regeneracdo pode ndo se manifestar em defeitos
0sseos de grandes dimensfes, uma vez que para haver cicatrizagdo no processo de
reparo € fundamental a existéncia de uma continuidade 6ssea no local (LIMA, 2013).
Neste caso o0 tecido 0sseo ndo exige regeneracdo espontanea, exigindo

procedimentos reconstrutivos como por exemplo o enxerto ésseo.

2.4 Enxerto 6sseo

Os ossos se desenvolvem, remodelam e desempenham diversas funcbes
estruturais, entre elas a de suporte do corpo e protecdo dos 6rgaos internos e também
funcionam como alavanca para os movimentos musculares (SHIMANO, 2006).

Os tecidos 6sseos sdo especializados, vascularizados e dinamicos, que se
modificam ao longo da vida do organismo (FAVERANI, 2014). Uma das caracteristicas
desse tecido é sua capacidade regenerativa, porém essa propriedade pode tornar-se
limitada se o tamanho do defeito for grande, ndo sendo possivel uma regeneracao
total do tecido (LUTOLF et al, 2013). Diante deste problema, estratégias séo utilizadas
para restaurar o tecido biologico afim de manter suas funcdes, entre elas a utilizacéao
de materiais naturais ou sintéticos que possam substituir tecidos perdidos moles ou

duros (FAVERANI, 2014).
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Os enxertos sdo amplamente usados na medicina (cirurgias plasticas e
ortopédicas) e odontologia (reconstrucdo maxilo-mandibulares), favorecendo o
processo de reparo 6sseo pelo preenchimento do defeito e levando a formacéo de um
Novo 0SSO por meio de trés mecanismos bioldgicos: osteogénese, osteoinducédo e
osteoconducao, (LIMA, 2013).

A osteogenese ocorre quando células vivas do proprio enxerto permanecem
com capacidade de formacao de um novo tecido no leito receptor. Osteoinducéo é a
propriedade de formacdo de um novo 0sso pelas células do leito receptor. Ja a
osteoconducdo € a propriedade de producdo de um novo osso por proliferacédo e
migracao de celular 6sseas no leito receptor através da superficie do enxerto (LIMA,
2013).

Um material, natural ou sintético, para enxertos deve ser biocompdtivel e
promover osteoindungéo e osteoconducédo, favorecendo assim a formacdo de um
novo tecido 6sseo firme e saudavel.

Os enxertos 6sseos podem ser classificados quanto a sua natureza como
autdgenos, alégenos, xendgenos e alopasticos (BELLON, 2012).

Os enxertos autégenos sao aqueles retirados do préprio paciente de uma area
doadora e transferidos para uma area receptora. Além da sua capacidade osteogénica
e osteoindutora, desencadeiam uma boa resposta imune do organismo, sendo
considerados a melhor opcao (FAVERANI, 2014).

Os enxertos alégenos sao retirados de um outro individuo da mesma espécie
do receptor, séo realizados em condi¢des de esterilidade e podem ser armazenados
em bancos de o0ssos humanos. Possuem caracteristica osteocondutoras, por
forneceram estrutura para a migracdo da célula, e osteoindutoras, por possuirem
proteinas denominadas morfogenéticas do 0sso e que sdo preservadas mesmo apos
o congelamento (FAVERANI, 2014).

Ja os enxertos exogenos sao retirados de um individuo de espécie diferente do
receptor, sendo os mais comuns os obtidos de bovinos, sdo produzidos a partir da
por¢do inorganica do animal.

Por fim, os enxertos aloplasticos tem sua origem completamente sintética,
como as bioceramicas. Surgiram da dificuldade de se usar enxertos autégenos,
limitagdo da quantidade de enxerto e pela possibilidade de transmisséo de doencas.

Apesar dos enxertos autdogenos serem considerados a melhor opcdo quando
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comparados com enxertos exdgenos e aloplasticos, os aloplasticos tém sido muito
utilizados devido a sua disponibilidade e por dispensarem um doador. Entre os
materiais sintéticos para enxerto 6sseo podem ser citados o polietineo poroso, tipo de
material biocompativel de véarias formas e tamanhos; telas de titdnio, material mais
utilizado devido a sua facilidade de adaptagéo, mas que propiciam grandes riscos de
infecgdes; a hidroxiapatita, material de minimos danos inflamatérios; e os biovidros,
material compativel biologicamente e que permite o crescimento e divisdo de células
além de ser um material osteocondutivo, favorecendo o crescimento de tecido 6sseo
em sua superficie (FAEDINI, 2010)

Os materiais para enxerto podem ser classificados como osteogénicos,
osteoindutores ou osteocundutores. Os materiais osteogénicos sdo aqueles capazes
de estimular a formacdo do 0sso a partir do osteoblasto. Os materiais osteoindutores
sdo capazes de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos ou
condroblastos, aumentando a formacao 6ssea no local ou estimulando a formacao de
um novo 0sso. Os materiais osteocundutores sdo geralmente inorganicos e permitem
a formacdo de um novo tecido em sua superficie, necessitando de uma fonte de
células osteogenitoras (PUCCI, 2003). Além disso, o material para enxerto ideal deve:

1) ser fornecido de forma ilimitada, mas sem comprometer a area doadora;

2) promover osteogénese;

3) ndo apresentar resposta imunoldgica do hospedeiro;

4) revascularizacao rapida;

5) estimular a osteoinducéo;

6) promover osteocunducao;

7) ser substituido completamente por isso em quantidade e qualidade

semelhante a do hospedeiro (PUCCI, 2003).

Uma das aplicacbes mais importantes da enxertia 0ssea é na é&rea da
odontologia, onde pode haver a necessidade de correcdo de pequenos ou grandes

defeitos 6sseos para a colocacao de implantes.
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2.5 Biovidros

Biovidros sdo materiais promissores por apresentarem boa biocompatibilidade,
promoverem unido quimica ao 0sso0 natural e apresentarem propriedades
osteocondutivas (BELLON, 2012).

Desenvolvido por Larry L. Hench em 1967, em novembro de 1969 foi
sintetizado o primeiro biovidro chamado de 45S5 em referéncia a sua composi¢cdo em
porcentagens de peso por 45% de SiO2, 24,5% de CaO, 24,5% de Na20 e 6% de P20s
(HENCH, 2006), esta proporcao de calcio e fésforo promove a formacédo de apatita
entre a protese e o tecido, promovendo uma ligacdo quimica rapida e duravel
(BELLON, 2012). Os primeiros implantes foram realizados em fémures de ratos por
Ted Greenlee, e apos seis semanas foi constado que os implantes ndo sairam do
0ss0. Com esta experiéncia bem sucedida, foi publicado o primeiro artigo com testes
in vivo e in vitro (HENCH, 2006).

Os testes in vitro mostraram a formacao de cristais de hidroxiapatita, que possui
a mesma composicdo quimica e estrutura cristalina dos ossos (COSTA, 2004),
formando uma forte ligacdo quimica com as fibras de colageno produzidas pelos
osteoblastos (HENCH, 2006). O primeiro uso cirurgico em humanos foi para substituir
ossiculos do ouvido como tratamento de perda auditiva, a interface entre o implante e
0 0SSO € préoximo do que ocorre naturalmente entre ossos, tendfes e ligamentos
(BELLON, 2012).

Devido a sua caracteristica de produzir HAp e que interage diretamente com o
tecido vivo, favorecendo a formacdo de um novo tecido, os biovidros podem ser
considerados como bioativos, ou seja, tém capacidade de formar uma ligagcao
interfacial forte com o tecido vivo adjacente, mas o tempo e mecanismo para que essa
ligacdo ocorra e as propriedades dessa camada formada dependem de cada material
(HENCH, 1991). A ligagéo interfacial ocorre pela formacao de HAp que cresce como
um aglomerado policristalino onde fibrilas de colageno séo incorporadas, ligando a
superficie do implante aos constituintes do tecido (HENCH e WILSON, 1993). Hench
definiu a bioatividade dos biovidros como “um material que retorna respostas
especificas na sua interface, resultando na formacéo de uma ligacdo entre os tecidos

e o material”.
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Os materiais bioativos usados para a reposicdo ou regeneracédo de tecidos
devem possuir uma cinética de liberacdo quimica controlada que seja sincronizada
com a sequéncia de alteracdes celulares que ocorrerdo no reparo do tecido. Se as
taxas de dissolucdo forem muito rapidas as concentracdes ibnicas serdo muito altas
para serem efetivas e se as taxas forem muito lentas as concentragées serdo muito
baixas para ocorrer proliferagéo e diferenciagao celular (HENCH, 2006). Diante das
diferencas nas taxas de regeneracéo 6ssea in vivo e extensdo do reparo 6sseo, Hench
e Wilson propuseram duas classes de bioatividade, sendo elas: Osteoindutoras
(Classe A) e Osteocondutoras (Classe B) (HENCH e WILSON, 1993). Os materiais
osteindutores sao aqueles que aderem ao tecido duro e mole e apresentam elevados
indices de bioatividade, 18=1-13, nesta classe encontramos o Bioglass® 45S5, que
possui lg=12 (BELLON, 2012; COELHO, 2016; GUASTALDI, 2010). Uma das
caracteristicas mais importantes de um material bioativo de Classe A € que ele
melhora a proliferacéo e a diferenciacéo de células progenitoras, ou seja, ele estimula
a diferenciacdo em osteoblastos (osteoinducéo) e possibilita a proliferacdo do tecido
na superficie devido ao aumento da atividade destes osteoblastos como
consequéncias de reacfes rapidas na superficie do vidro bioativo (BELLON, 2012 e
HENCH, 1996). A bioatividade de Classe B ocorre quando ha apenas a presenca de
osteoconducdo, isto €, o implante providencia uma interface biocompativel, sobre o
qual células responséaveis pela producdo de tecido conseguem aderir, acrescer e
atravessar todo o material (osteoconducao). Os materiais osteocundutores aderem
somente ao 0sso e apresentam indices de bioatividade menores 18=3-60, ou seja, tem
baixa ou nenhuma troca de ions. Sao exemplos desses materiais A-W Cerabone® e
HAp, com Is=6 e 3,1, respectivamente (GUASTALDI, 2010).

A bioatividade do material pode ser verificada por testes in vitro, onde o material
€ imerso em solugbes que simulam os fluidos corpéreos. A solugdo mais usada
atualmente é a desenvolvida por Kokudo e Takadama, 2006, SBF-K9, uma solucéo
aguosa acelular e aproteica com concentracdes ibnicas proximas a do plasma
sanguineo (BELLON, 2012).

A formacdo de HAp na superficie do biovidro ocorre através de reacdes
quimicas, que serdo mais rapidas ou mais lentas de acordo com a bioatividade do

material. O tempo de imersao do material que sera testado na solucéo pode variar de
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3 horas a 15 dias, dependendo também do seu indice de bioatividade (BELLON, 2012;
SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011).

Essas reacdes estao representadas na Figura 7 e tém seus estagios resumidos

abaixo por Siqueira e Zanotto:

ESTAGIO 1: troca rapida de ions Na* e Ca?*do material com jon H* da soluc&o,

aumentando o pH do meio:
Si—O-Na+H"+OH >>Si—0OH + Na* + OH"

ESTAGIO 2: liberacéo de silica solivel do material para a solucéo na forma de
Si(OH)4, resultado da quebra de ligacédo siloxano (Si-O-Si) e continua formacao de
grupos silanol:

Si—-0O-Si+H-OH>>Si—-0OH+HO-Si

ESTAGIO 3: policondensacdo dos grupos silanol formando uma camada

porosa rica em silica na superficie do material exaurida de ions Na* e Ca™:
Si—OH+ HO -Si>>Si—0-Si+H0

ESTAGIO 4: com o passar do tempo ha maior concentracgéo de ions na solucgéo,
favorecendo a formacdo de um filme amorfo rico em Ca* e PO4* na superficie do

material quando o ponto de saturacdo da solucao € alcancado.

ESTAGIO 5: formacdo da HAp na superficie do material em consequéncia da
cristalizacdo do filme amorfo pela incorporacdo de ions OH e COz* presente na

solucéo.

Estagio 1 SBF | Estagio 2 SBF

@.W\ Mu

)\/ \

Estigio 4 SBF | Estigio 5 SBF

3 fosfato de
silica gel TN calcio amorfo ( hidroxiapstita

3

Figura 7 — Representag¢do do mecanismo de formacgéo de HAp na superficie de um biovidro

(SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011)
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Além desses cinco estagios, Hench afirma ter mais cinco etapas:
ETAPA 1: A adsorcéao de proteinas especificas na camada SiO2-HAp;
ETAPA 2: Acdo de macrdéfagos;

ETAPA 3: Adeséo e diferenciacao celular;

ETAPA 4: Formacgéo de matriz celular;

ETAPA 5: Mineralizagao da matriz.

Os cinco primeiros estagios sao mais rapidos e ndo dependem da presenca de
tecidos, apenas da composicdo dos vidros. As cinco etapas seguintes sao reacdes de
interacdo com o tecido (COELHO, 2016).

Biovidros da Classe A tem sua adeséo permitida pela liberacédo de silicio na
formacéo de acido silicico devido a troca de ions e dissolu¢éo, processo que resulta
na formacao de uma camada de silica-gel e acelera a precipitacdo de fosfato de célcio
amorfo que ao cristalizar forma a HAp (1 — 10 horas em SBF — K9). J& os biovidros de
Classe B como tém baixa s6 formam HAp acima de 100 horas em solu¢cdo SBF
(Simulator body fluid) (HENCH, 1994).

Ha biovidros de diferentes concentracfes e composi¢des, sendo eles:

| - 45S5: 45 mol% SiOz2; 24,5 mol% CaO; 24,5 mol% Na20; 6.0 mol% P20s;

Il - 58S: 60 mol% SiO2; 36 mol% CaO; 4 mol% P20s;

Il - 70S30C: 70 mol% SiO2; 30 mol% CaO,;

IV - S53P4: 53 mol% SiO2; 23 mol% Na20; 20 mol% CaO; 4 mol% P20s;
gue podem ser obtidos de trés formas:

1) Sintese de resfriamento em fusdo: método usado originalmente por Hench
onde os Oxidos sao derretidos em um cadinho de platina para evitar
contaminagdo, em temperaturas na faixa de 1100-1300°C. Os materiais
produzidos por esta técnica sdo menos porosos e podem gerar defeitos na
integracéo do tecido (DELIORMANH, 2006 e SEPULVEDA, 2001).

2) Sintese de Sol-Gel: realizada em temperaturas mais baixas, envolve a

criacado de uma solugdo composta por precursores metalicos e organicos de
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sal. Um gel é formado através de reacfes de hidrolise e condensacéo e
entdo é seco e estabilizado termicamente em temperaturas que variam de
600-800°C. H4 um maior controle no nivel de composicéo e resultado final
do material (DELIORMANH, 2006 e SEPULVEDA, 2001).

3) Sintese de micro-ondas: método rapido e de baixo custo no qual os
precursores sdo dissolvidos em &gua deionizada e transferidos para um
banho ultrassénico. O p6 amorfo obtido é lavado, filtrado e seco durante 24
horas a 80°C, apods, sdo calcinados a temperaturas de 700°C para o
desenvolvimento do biovidro (SARKAR, 2011).

O Bioglass® 45S5 foi a primeira composi¢cdo popular e a mais favoravel.
Inicialmente acreditava-se que P204 era necessario para manter a bioatividade do
material, mas depois contatou-se que este ajuda a produzir a fase de fosfato de célcio
na superficie. (SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011)

Apesar de sua boa bioatividade, os biovidros sdo materiais de baixa resisténcia
mecanica e baixa tenacidade a fratura, reduzindo a possibilidade de sua aplicacdo em
situacdes estruturais e limitando o seu uso na forma de particulas ou granulados
(COELHO, 2016). Entretanto, suas aplicacbes s@o inUmeras, entre elas a sua
utilizacdo como reconstrutor 6sseo, utilizacdo em cirurgias orais para preenchimento
de alvéolo dentario, em periodontia para a reconstrucdo de defeitos 0sseos verticais
ou mesmo para recobrimento de implantes, o que aumenta a osteointegracao deste
ao osso (PAIVA, 2005).
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3. Objetivos

O desenvolvimento desse trabalho visou contribuir para os estudos
relacionados ao biovidro ativo comercial BioGran®, tendo em vista sua importancia
enquanto material para enxerto 6sseo e suas diversas possibilidades de aplicacao.
Assim, os objetivos especificos deste trabalho foram: desenvolver um biomaterial
hibrido a base de vidro bioativo e cloridrato de raloxifeno, por meio do método
sonoquimico, considerando-se um tempo ideal de sonicacdo na preparacdo. Em
seguida, combinar o vidro bioativo com diferentes concentracdes de raloxifeno afim
de avaliar o potencial tépico do farmaco na regeneracdo 6ssea em defeitos 6sseos

criados em ratos.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Sonoquimica

O método sonoquimico consiste na sintese assistida por ultrassom, que permite
grande variedade de materiais nanoestruturados a partir de ondas ultrassonicas em
meio liquido, que causam transformacfes quimicas e fisicas na amostra devido a
interacédo da radiacdo com a matéria (BANG, 2010; MARTINEZ, 1999).

O resultado final da sintese sonoquimica dependera da frequéncia escolhida
uma vez que sua magnitude € inversamente proporcional a poténcia de saida. Assim,
dois tipos de ultrassom sao considerados:

1) o de baixa intensidade e alta frequéncia (na faixa dos MHz), onde o estado do
meio ndo é alterado. Pode ser empregado em avaliagdes ndo destrutivas e
diagnoésticos médicos.

2) o de alta intensidade e baixa frequéncia (na faixa dos kHz), onde héa
modificacdo do estado do meio, podendo ser usado em aplicacbes
sonoquimicas em que a irradiacdo do ultrassom provoca altera¢do quimica do
meio (ALMEIDA, 2013).

Na sonoquimica, os efeitos surgem a partir do fenémeno de cavitacéo acustica,
ou seja, a formacgdo, crescimento e colapso implosivo de bolhas em liquidos com
tempo de vida na ordem de microssegundos (BANG, 2010 e ALMEIDA, 2013).

As bolhas sao criadas a partir de ciclos periddicos de compressao e expansao
durante a propagacdo da onda, fazendo com que a bolha cresca até determinado
tamanho e imploda em seguida. Durante a implosdo uma grande gquantidade de
energia € liberada, favorecendo as condi¢cfes para a transformacéo da matéria devido
a producdo de elevadas temperaturas e pressoes, 5000 K e 1000 atm.
respectivamente. O tamanho da bolha de cavitacdo depende da densidade do liquido,
frequéncia aplicada, pressao hidrodinamica e da pressao acustica (ALMEIDA, 2013).

O processador ultrassbnico usado neste trabalho é da marca Sonics, modelo
VCX-750, com uma poténcia de 750 Watts e frequéncia de 20 kHz. A preparacao da
amostra foi realizada em temperatura ambiente segundo a montagem ilustrada abaixo
(Figura 8).
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Figura 8 — Representa¢édo esquematica da montagem do equipamento Sonics VCX-750 para
sintese da amostra (COSTA, 2014)

411 Sintese do biovidro

Antes de obter o material hibrido a base de biovidro/raloxifeno, uma
investigacao foi conduzida para se avaliar o efeito do tempo de sonicacéo do Biogran®
puro sobre parametros referentes a remodelacao 6ssea. Para tal, amostras de 1 g de
BioGran foram processadas com um processador ultrassonico (Sonics® VCX-750,
Sonics & Materials, Inc., EUA) por diferentes tempos de processamento/sonicacao:
15, 30, 45 ou 90 min. Os parametros de sonicacdo foram definidos da seguinte forma:
poténcia de 750 W, frequéncia de 20 kHz; amplitude fixada a 40% da amplitude
nominal. Utilizou-se &gua ultrapura como meio para obter sistemas homogéneos e
diminuir o tamanho das particulas. Apdés o processamento, as amostras foram

deixadas em estufa a 80°C parar secar. A Tabela 1 mostra 0s grupos criados nessa

etapa.
Tabela 1 — Grupos de amostras preparadas para estudo do efeito do tempo de
sonicacgéao.
Material Tempo de sonicagéo
15 min
30 min
BioGran® puro :

45 min
90 min
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Apés o estudo dos resultados dos diferentes tempos de sonicagdo, outra
investigagdo foi conduzida sobre a associa¢ao entre biovidro e raloxifeno. Amostras
de Biogran® foram misturadas com diferentes quantidades de raloxifeno (Tabela 2) e
submetidas a processamento ultrassénico em agua ultrapura durante 15 min. Os

parametros de sonicacao foram iguais aos descritos anteriormente.

Tabela 2 — Grupos experimentais com diferentes concentracdes de raloxifeno.

Grupo Descricao

RALO | 0% de raloxifeno, 100% de BioGran; grupo controle

RALS5 5% de raloxifeno, 95% de BioGran
RAL10 10% de raloxifeno, 90% de BioGran
RAL20 20% de raloxifeno, 80% de BioGran
RAL30 30% de raloxifeno, 70% de BioGran

Amostras com 5% e 30% de raloxifeno foram descartadas por nao

preencherem totalmente o defeito 6sseo realizado na calvaria dos animais.

4.2 Testes in vivo

Os testes in vivo foram realizados na Faculdade de Odontologia de Aracatuba
— UNESP, pelo doutorando Pedro Henrique Silva Gomes Ferreira sob orientacdo da

Prof.2 Dr.2 Roberta Okamoto.

Um total de trinta e cinco ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos
adultos, pesando entre 200 e 300 g, foi utilizado ap6s a aprovacédo pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Odontologia de Aracatuba (processos n°® 00199-2017 e 00235-2017).

Estes animais foram mantidos em gaiolas e alimentados com racéo balanceada
(NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua ad libitum no

Biotério da Faculdade de Odontologia do campus de Aracatuba — Unesp.
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4.2.1 Cirurgias Experimentais

Dois modelos de defeitos 6sseos foram implementados nesse estudo: na tibia
do rato (modelo 1) ou na calvéaria (modelo 2).

No Modelo 1, vinte ratos foram distribuidos em quatro grupos (n=5)
correspondentes aos tempos de sonicacao do BioGran: 15, 30, 45 e 90 min. Os
animais foram preparados para cirurgia e anestesiados com injecéo intramuscular de
uma mistura de cloridrato de ketamina (50 mg kg~ 1) e xilazina (5 mg kg~ 1). Cada rato
teve a perna raspada e a antissepsia foi realizada com polivinilpirrolidona-iodo (PVP-
). Uma incisdo completa foi feita sobre a metafise tibial (Figura 9a) para expor a
superficie 6ssea. Usando uma sequéncia de brocas sob irrigacdo salina (solucéo
isotdnica de cloreto de sodio a 0,9%), um defeito de 3 mm de diametro foi perfurado
da cortical para o osso medular (Figura 9b). Um implante dentério (titanio comercial
puro de grau I|V; superficies condicionadas com &cido; didmetro de 2 mm;
comprimento de 5 mm) foi inserido no defeito tibial (Figura 9c). O espaco livre entre a
parede lateral do defeito e a superficie externa do implante foi completamente
preenchido com o biomaterial correspondente, seguido de sutura e fechamento da
ferida (Figura 9d). Os implantes foram esterilizados com radiagdo gama

antecipadamente.

Figura 9 — Cirurgia nos ratos no Modelo 1 (a-d) e Modelo 2 (e-h)

No Modelo 2, outros quinze ratos foram divididos em grupos (n=5) de acordo
com a porcentagem em massa de raloxifeno nas misturas de biovidro: RALO (0%
raloxifeno, 100% BioGran; grupo controle); RAL10 (10% de raloxifeno, 90% de
BioGran); RAL20 (20% de raloxifeno, 80% de BioGran). Tricotomia e procedimentos
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assepticos de rotina foram realizados. Uma incisdo em forma de U foi feita para expor
0S 0sso0s parietais (Figura 9e). Usando uma broca trefina de ago inoxidavel sob
irrigacdo salina constante, um defeito de 5 mm de diametro foi criado nos 0ssos
parietais (Figura 9f), enquanto cuidados substanciais foram tomados para manter a
integridade da dura-mater. O defeito critico foi preenchido com biomaterial (de acordo
com o grupo correspondente) (Figura 9g) e coberto com uma membrana de colageno
do osso cortical bovino. A incisdo periosteal e a pele foram entdo suturadas (Figura
9h).

No pés-operatorio imediato, cada animal recebeu dose Unica intramuscular de
0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge
Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Os animais foram mantidos em gaiolas
individuais durante todo o experimento com racao e agua ad libitum.

Os animais foram eutanasiados ap0s sessenta dias (modelo 1) e trinta dias
(modelo 2) da cirurgia por meio de uma dose excessiva de tiopental sédico (100 mg

Kg™1, via intraperitoneal).

4.3 Técnicas de caracterizacao

4.3.1 Difragédo de raios X

A difracdo de raios X € utilizada para determinar estrutura cristalogréafica, uma
vez que os planos de difragdo e suas distancias interplanares s@o caracteristicas
especificas e Unicas de cada sistema de ordenacéo (TRINO, 2014 e CALLISTER).

Os raios X sdo uma forma de radiacdo eletromagnética que possuem altas
energias e comprimentos de onda curtos. A amostra é bombardeada por raios X para
produzir um padréo de difracédo que é coletado com a ajuda de um detector, os &tomos
no cristal funcionam como centros de espalhamento. Quando o feixe incide sobre um
conjunto de planos cristalinos de distancia interplanar d, os feixes refletidos sofrerdo
difracdo. O feixe de raios X sera observado se houver uma superposi¢cao construtiva,
ou seja, se a diferenca do comprimento de onda entre os caminhos opticos for um
namero inteiro, do contrario havera superposicdo destrutiva e ndo sera possivel
observar sinal de raios X.

A condigdo para interferéncia construtiva é determinada pela lei de Bragg:
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nA=2dsenb

onde 6 é o angulo de incidéncia, A é o comprimento de ondas dos raios X, e n € a
ordem de difragdo. Assim, sabendo o angulo e o comprimento de onda (A=0,154059
nm para a linha Ka do cobre), a distancia interplanar e a estrutura cristalina podem ser
determinadas.

Como cada material tem um conjunto especifico de planos com diferentes
distancias interplanares, os picos dos planos podem ser obtidos através de uma
varredura da intensidade pelo angulo de difracdo (26), podendo assim identificar o
material estudado. A Figura 10 representa o diagrama esquematico de uma

difratbmetro de raios X e a Figura 11 mostra o padréo de difracdo para uma amostra

de chumbo.

Figura 10 — Diagrama esquemaético de um difratbmetro de raios X onde T representa a fonte de raios

X, S a amostra, C o detector e O o eixo ao redor do qual giram a amostra e o detector (CALLISTER).

(111}

Intensity

(4000 331 gon @422

0.0 10.0 200 300 40.0 50.0 60.0 70.0 a0.a 20.0 1000
Diffraction angle 28

Figura 11 — Padrdo de difrac@o para uma amostra de chumbo (CALLISTER).
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Em um difratdmetro tradicional, um arranjo geométrico conhecido como
geometria Bragg-Brentado (Figura 12) possibilita a obtengc&o do angulo 26 a partir da

captacao do eixo difratado feita por meio de um detector.

Circulo do
"\/gonibmetro
\

Figura 12 — Geometria parafocal Bragg-Brentano (JENKINS, 1989)

O feixe difratado € expresso através de picos que se destacam do background
e sao registrados em um espectro de intensidade versus o angulo 28, constituindo o
difratograma (CULLITY e ROCK).

As intensidades obtidas em angulos 26, representadas por picos no
difratograma, correspondem a difracdo do feixe incidente por um determinado
conjunto de planos do cristal, que possuem mesma distancia interplanar, cada qual
com indices de Miller hkl. No método do pé, cada particula da amostra se comportara
como um pequeno cristal, com orientacdo aleatéria em relacdo ao feixe de raios X
incidente. A identificacdo das substancias cristalinas é obtida através da comparacgéo
do difratograma com padrbes de fases individuais disponibilizados pelo ICDD
(International Center for Driffraction Data, disponivel em: <http://www.icdd.com/>.
Acesso em 12 de agosto de 2017.

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas em temperatura ambiente
em um difratdmetro Rigaku, MiniFlex600, da UNESP de Bauru, com radiacdo CuKa
(A=0,154056 nm) e filtro de Ni para eliminagdo da radiagdo KB. Foram utilizadas
fendas DS 1,25° SS 1,25° e RS 0,3 mm, com corrente de 15 mA e um potencial de
40 KV. A varredura do detector foi feita de 10 a 100° com velocidade de 4°/min e passo
de 0,04°.
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4.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Quando comparada com a microscopia Optica classica, a microscopia
eletrbnica de varredura apresenta maior resolucdo da superficie solida e morfologia
topografica do material (TRINO, 2014). Assim, a utilizacdo da microscopia eletrénica
€ a melhor opc¢éo, possibilitando também a analise quimica do material.

A obtencdo das imagens pelo microscopio eletrénico de varredura (MEV)
ocorre pelo espalhamento de um fino feixe de elétrons de alta energia que ¢é irradiado
na amostra por um canhdo de elétrons e passa através de uma série de lentes
magnéticas. Conforme o feixe de elétrons primario vai varrendo a superficie do
material, vai produzindo elétrons secundarios e retroespalhados, que sdo coletados
para fornecerem um sinal elétrico (TRINO, 2014). Os elétrons secundarios fornecem
a topografia da amostra em uma imagem de alta resolucdo, enquanto os
retroespalhados fornecem uma imagem caracteristica da variacdo da composicao,
chamado de espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS).

As resolucbes das imagens feitas pelo MEV sédo determinadas pelo diametro
do feixe de elétrons, quanto menor o feixe, maior sera a resolucdo alcancada. Além
disso, a amplificacdo da imagem pode ser controlada variando a distancia que o feixe
esta varrendo a amostra.

As imagens deste trabalho foram obtidas por um microscépio eletrénico ZEISS
LS 15, na UNESP de Bauru. As amostras foram preparadas colando um substrato de
cada subgrupo em fitas de carbono sobre um porta amostra (stub) e metalizadas com

ouro por 120 segundos.

4.3.3 Micro CT

As medidas de micro CT foram realizadas na Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP, pelo doutorando Pedro Henrique Silva Gomes Ferreira sob

orientacao da Prof.2 Dr.2 Roberta Okamoto.

Para analisar a neoformacéo 6ssea nos defeitos da tibia e calvaria, os defeitos
0sseos foram removidos com o osso circundante, reduzidos e fixados em solucéo de
formaldeido a 10% por 48 h. As amostras foram lavadas em agua corrente por 24 h e

armazenadas em etanol a 70% até serem retiradas para caracterizagoes.
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A regeneracdo 6ssea nos defeitos tibiais foi avaliada por micro tomografia
computadorizada (micro CT) com um scanner microtomogréafico (SkyScanl1172;
Bruker, Bélgica). Utilizou-se um filtro de aluminio de 0,5 mm e as amostras foram
rotacionadas ao longo de 360° com um passo de rotacdo de 0,6 °. A duracdo da
varredura foi de aproximadamente 1 h e cada varredura produziu uma fatia de 6 pm
de espessura a 90 kV e 111 pA. Os softwares integrados do scanner micro CT foram
usados para processar 0s conjuntos de dados 3D e determinar a regido de interesse
(ROI), que incluiu uma regido entre a terceira e quinta espira do implante na interface
0ssea (FAVERANI, 2018).

Cada ROl foi analisada com o software SkyScan CT-analyzer baseado em cem
fatias. Os parametros obtidos a partir das imagens tridimensionais reconstruidas
foram: porcentagem de volume Osseo (BV/TV), espessura trabecular (Tb.Th),
separacéo de trabéculas (Th.Sp) e numero de trabéculas (Th.N).

O novo osso formado nos defeitos da calvaria (tratado com BioGran® e
raloxifeno) foi analisado por microscopia eletronica de varredura (MEV) em conjunto
com espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS).
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5. Resultados e Discussofes

Para este trabalho o biomaterial BioGran® foi escolhido por apresentar
resultados satisfatérios quanto a suas propriedades ostecondutivas e por ja ser
utilizado como uma opg¢éao de enxerto 6sseo na area da odontologia (BELLON, 2012).
O raloxifeno por sua vez tem apresentado uma resposta favoravel do tecido 6sseo
frente a condicdo de osteoporose e suas consequéncias. No 0sso, 0 raloxifeno
aumenta a massa 0ssea e € eficaz em prevenir osteoporose em mulheres pos-
menopausa (KAYATH, 1999). O método sonoquimico foi utilizado por se tratar de uma
técnica vidvel economicamente e eficiente na reducdo e homogeneizacdo das
particulas na escala nanométrica devido a sua capacidade de fornecer alta
temperatura e pressdo em um curto intervalo de tempo, provocando uma rapida
alteracdo morfolégica (SANTOS, 2016).

Em geral os biovidros sdo amorfos, ou seja, ndo apresentam maximos de
difracdo, porém quando em contato com fluidos biolégicos tornam-se cristalinos
devido a trocas idbnicas (CRUZ, 2008), formando inicialmente cristais de apatita. A
difratometria de raios X (Figura 13) do biovidro puro mostra que o material é
predominantemente amorfo, porém é possivel identificar pequenos picos em 23° e
319, referentes a diéxido de silicio e silicato de calcio, respectivamente. Estes picos
indicam que no processo de fabricagdo do material inicia-se um crescimento de

cristais.

_ & Legenda
ﬁ'\wz 23° - Cas(Siz0o)
va |
31° - SiO2
|

Intensidade (u. a.)

26 (graus)

Figura 13 — Difratograma do Biogran®. Indentificaram-se dois picos referentes a dioxido de silicio -
SiOz - (Ficha PCPDF 2-286) e silicato de célcio — Cas(SizOg) — (Ficha PCPDF 72-1396).
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Através da técnica de microscopia eletrénica de varredura foi possivel avaliar a

morfologia do biovidro nos diferentes tempos de sonicagao (Figura 14).

Figura 14 — Imagens de MEV do BioGran® puro sonicado para: (a-c) 0 min (controle); (d-f) 15 min;
(g-i) 30 min; (j-1) 45 min; (m-0) 90 min. A ampliacdo aumenta da esquerda para a direita em cada
sequéncia

Pode-se observar que ndo houve uma diferenca significativa no tamanho dos
graos em diferentes tempos, as amostras processadas apresentaram bordas mais

arredondas e tamanhos relativamente menores (Figuras 14d, 14g, 14j, 14m) em

43



comparacao com particulas de BioGran que ndo foram sonicadas (Figura 14a). No
entanto, o tamanho de particula entre as amostras sonicadas permaneceu
semelhante, independentemente do tempo de sonica¢do. De acordo com Franco e
colaboradores, o tamanho das particulas pode ser controlado por diversas variaveis
como a poténcia do equipamento, quantidade de amostra e tempo de sonicagéao,
sendo que, guanto maior o tempo, menor o tamanho das particulas. A pouca alteracédo
no tamanho do material processado pode estar relacionada com a poténcia utilizada,
uma vez que quanto maior a poténcia menor ficam as particulas devido a maior
intensidade do efeito de cavitagéo produzido pelo equipamento, fazendo com que as
particulas de choquem com uma maior velocidade (CAMARGO, 2010). No entanto, o
tamanho de particula original da BioGran néo deve ser reduzido consideravelmente,
pois particulas de vidro que sdo muito pequenas podem limitar a reabsorcédo de silica
e ocasionar inflamacao (WHEELER et al, 1998 e JONES, 2013). Visto que os tempos
de sonicacdo foram variaveis, periodos mais longos de sonicacdo ndo afetaram o

resultado do processo de reparo 0sseo (Figura 15).

Figura 15 — Imagens de micro CT mostrando os defeitos perimplantares totalmente preenchidos apds

30 dias dos grupos (a-b) 15 minutos; (c-d) 30 minutos; (e-f) 45 minutos e (f-g) 90 minutos.

44



Para a analise estatistica dos dados de microCT, utilizou-se o teste estatistico
ANOVA e nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes. A distribuicdo

normal dos dados foi verificada com antecedéncia pelo teste de Shapiro-Wilk.

O grupo de 45 minutos foi 0 que apresentou 0s menores resultados com relacao
a porcentagem de volume Osseo (67,7%) (Figura 16a), espessura trabecular
(0,083mm) (Figura 16b) e numero de trabeculares (9,1 1/mm) (Figura 16d) e
apresentou o maior resultado com relacdo a separacdo de trabéculas (0,041 mm)
(Figura 16c). J4 o tempo de 15 minutos foi 0 que apresentou os maiores resultados
para porcentagem de volume dsseo (81,5%), espessura trabécular (0,086 mm) e
separacao das trabéculas (9,8 1/mm). Com relacdo a separacdo de trabéculas, os
resultados de 30 minutos apresentaram o menor valor (0,027 mm). Os resultados de
volume Gsseo e separacdo das trabéculas e espessura trabecular dos tempos de 30

e 90 minutos ficaram intermediarios entre os tempos de 15 e 45 minutos.

O efeito do tempo de sonicacéo do biovidro sobre parametros 3-D de morfologia

0ssea nao foi significativo (p > 0,05 em todos os parametros avaliados; Figura 16).

Porcentagem de volume dsseo Espessura trabecular
81,5 82,1
100,0 677 728 0,120 0,086 0,083 0,077
_. 80,0 = 0,100 0,074
x
£ wo £oo
I~ < Y
E 40,0 = 0,040
20,0 = 0,020
0,0 0,000
15' 30' 45' 90' 15' 30' 45' 90'
Tempo de sonicagdao Tempo de sonicagdo (min.)
Separacao de trabéculas NUmero de trabéculas
0,080 0,041
100 g8 908 971
€ 0,060 0,038 € 9,92
£ 0,030 € 10,00
= 0,040 0,027 =
i Z 500
2 0,020 ;7
0,000 0,00
15' 30' 45' 90' 15' 30' 45' 90'
Tempo de sonicagdo (min.) Tempo de sonicagdo (min.)
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Figura 16 — Efeito do tempo de sonicacédo do BioGran® puro em diferentes parametros: (a)
porcentagem de volume ésseo, (b) espessura trabecular, (c) separacao de trabéculas e (d) nimero
de trabéculas. No nivel 0,05, as médias do grupo nao foram significativamente diferentes (p>0,05,

one-way ANOVA)

Diante disto, apesar dos resultados de 15 e 30 minutos ndo terem apresentados
grandes diferencas, como as amostras ndo foram significativamente diferentes foi
adotado o tempo de 15 minutos de sonicacdo para o estudo das diferentes
concentracfes de raloxifeno quando associados ao BioGran® por uma questao de
otimizag&o de tempo. Entéo foram realizados defeitos nas calvéarias dos ratos afim de
testar uma area maior e avaliar os beneficios do raloxifeno quando usado de forma

topica.

As imagens de micro CT para as diferentes concentragdes de raloxifeno (Figura
17) mostram que nas amostras dos grupos CTR, RAL10 e RAL20 os defeitos foram
totalmente preenchidos (LISBOA-FILHO etc al, 2018).

Figura 17 — Imagens de micro CT mostrando os defeitos totalmente preenchidos apds 60 dias
dos grupos (a) CTR (b) RAL10 e (c) RAL20

J& na analise estatistica dos resultados do Modelo 2, é possivel observar que
0 grupo RAL10 foi o que apresentou os menores resultados para a porcentagem de
volume 0sseo (10,05%) (Figura 18a) e para o numeros trabeculares (2,002 1/mm)
(Figura 18d) e o maior resultado para separacao de trabéculas (0,2746 mm) (Figura
18c). Enquanto os resultados do grupo RAL20 foram os que mais se aproximaram do
grupo CTR (Figura 18) (LISBOA-FILHO etc al, 2018).
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Figura 18 — Efeito da concentracao de raloxifeno misturado com BioGran® sonicado por 15 minutos
em diferentes parametros: (a) porcentagem de volume 4sseo, (b) espessura trabecular, (c) separacao
de trabéculas e (d) nimero de trabéculas. No nivel 0,05, as médias do grupo foram significativamente

diferentes (p> 0,05, one-way ANOVA)

Os resultados de EDS obtidos para os defeitos da calvaria tratados com

BioGran® e raloxifeno sdo mostrados na Tabela 3, onde os resultados sdo a média

aritmética a partir de dois pontos dentro do defeito (Figural9).

Tabela 3 — Distribuicdo dos elementos (%) no defeito do osso da calota e das
calvarias tratadas com misturas de BioGran® e raloxifeno

Composigao (%)
Grupos
C (o) P Ca Na Si
Osso original (sem defeito) 1.86 60.62 13.80 23.72 - -
RALO (BioGran sem 217 | 42.42 7.70 13.78 8.71 25.12
raloxifeno; controle)
RAL 10 2.10 42.43 8.20 13.38 9.71 24.18
RAL 20 1.40 42.41 9.97 18.44 10.21 17.16
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Figura 19 — Imagens dos defeitos na calvaria dos ratos com osso calcificado apds serem preenchidos
com biovidro e diferentes concentragdes de raloxifeno dos grupos (a) CTR (b) RAL10 e (c) RAL20

Com os dados na tabela, observa-se que houve formacdo 6ssea em
todos os grupos estudados, porém a concentracdo de calcio e potassio foi maior no
grupo RAL20, que também apresentou uma diminuicdo na concentracdo de silicio
guando comparado com o grupo controle e com 10% de raloxifeno. Com relacdo as
diferentes concentracbes de ralixofeno quando misturadas com o biovidro, os
resultados de EDS obtidos para os defeitos da calvaria mostram uma relacdo Ca/P do
0sso da calota craniana teve um valor de 1,72, que foi semelhante aos valores obtidos
para os grupos controle (1,79), RAL10 (1,63) e RAL20 (1,85) e esta préximo ao valor
descrito na literatura (1,67) (CUNHA et al, 2006 e WANG, 2003).
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0. Conclusdes

Os resultados sugerem que processar o vidro bioativo por periodos mais longos
nao afetou o resultado do processo de reparo 0sseo, que é comumente avaliado por
meio de medidas morfoldgicas via micro CT. Isto pode ser devido ao tamanho das
particulas, que apesar dos diferentes tempos de sonicacgéo, variou pouco.

Com base nos resultados desta investigacéo preliminar, o tempo de sonicagao
de 15 minutos foi escolhido para o processamento de BioGran e raloxifeno pelo

método sonoquimico.

Com relacédo as diferentes concentracdes de raloxifeno quando associadas
com o biovidro, os resultados de EDS obtidos para os defeitos da calvaria mostram a
relacdo Ca/P dos grupos experimentais estd proximo ao valor obtidos da calota
craniana e esta proximo ao valor descrito na literatura (1,67) Apesar desses valores
satisfatorios, o grupo RAL10 foi 0 que apresentou os piores resultados em relacdo a
guantidade e qualidade do osso, que pode ser comprovado pelos valores de fracédo
de volume dssea e para 0 numeros trabeculares, ja os valores para os grupos CTR e

RAL20 apresentaram os melhores resultados.

Pelos resultados de EDS também foi possivel observar que para o grupo
RAL20 houve uma diminui¢cao da concentracao de silicio no novo 0sso que preencheu
o defeito quando comparado com o grupo CTR e RAL10, e um aumento na
concentracdo de calcio e fésfoto quando comparados com 0S mesmos grupos,
podendo indicar que uma concentracdo maior de raloxifeno influencia da degradacao
do silicio no organismo. Célcio e fosforo sdo os principais elementos minerais do
0sseo e é relevante que o material permita que 0 0SSO cres¢a com uma composi¢ao

semelhante a de um osso saudavel.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que o biovidro associado ou

ndo com o raloxifeno é eficiente na formacgéo 6ssea.
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