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RESUMO

“Bioatividade de vidros compostos por niobio: estudo experimental in vivo”

Alguns estudos mostram que a introducdo do 6xido de nidbio (Nb,Os) na
composi¢do do Bioglass® poderia ser uma solu¢do para melhorar sua resisténcia mecanica,
mantendo sua biocompatibilidade e bioatividade, porém, apesar da melhora na resisténcia
mecanica causada pela adi¢cdo deste 6xido ser bem documentada na literatura, suas
propriedades bioativas ainda sd@o pouco conhecidas. Neste contexto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar experimentalmente as propriedades bioativas do 6xido de niébio em
ratos albinos (Rattus norvegius) da linhagem Wistar. Para isso, bastdes vitreos compostos
por diferentes concentragdes do Nb,Os foram implantados na tibia de ratos. Além disso,
cada vidro teste, na forma de pd, foi implantado no musculo de ratos para andlise de suas
propriedades pro-angiogénicas, usando o Bioglass 45S5 (Bioglass®) como controle. As
eutandsias foram realizadas 14 e 28 dias pés-cirurgias. Laminas histolégicas de cortes
transversais das tibias foram coradas a H&E para mensuracio da drea de osso subperiostal
existente na cortical adjacente ao implante e a quantidade de osso esponjoso formado ao
redor do bastdo vitreo nos grupos de 14 dias, bem como da espessura da lamina dssea
formada ao redor do bastdo nos grupos de 28 dias. Foi ainda realizada marcacdo imuno-
histoquimica e a razio entre a area total do implante em mm” e o niimero total de vasos
sanguineos contados manualmente num aumento de 400x para verificacdo a capacidade do
material de estimular a angiogénese. A avaliacdo histologica revelou a auséncia total de
inflamacdo tanto apés 14 quanto apds 28 dias de implante. Os resultados das comparagdes
entre as dreas de osso subperiostal dos grupos apds 14 e 28 dias (feitas através de um teste
ANOVA com post hoc tukey) e da quantidade de osso esponjoso formado ao redor do
implante nos grupos 14 dias (feitas através do teste Kruskal-Wallis com Mann-Whitney
como post hoc) mostraram que o BGPN1.3 apresentou maior capacidade de induzir a
formacdo dssea do que o grupo controle, ja com relacdo ao nimero de vasos sanguineos €
espessura da lamina 6ssea formada ao redor do implante todos os grupos apresentaram
resultado semelhantes. Assim, se concluiu que o BGPNI1.3 trata-se de um material
inovador por ser biocompativel, apresentar propriedade osteoindutiva superior e
capacidade pré-angiogénica semelhante ao Bioglass®.

Palavras-chave - Bioatividade; Biovidro; Oxido de Nidbio, in vivo.
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ABSTRACT

“Bioactivity of glasses composed by niobium: an experimental in vivo study”

Some studies show that the introduction of niobium oxide (Nb205) into Bioglass®
composition could be a solution to improve its mechanical strength while maintaining its
biocompatibility and bioactivity, but in spite of improvement in resistance caused by
addition of the oxide is well documented in the literature, their bioactive properties are still
poorly known. In this context, the aim of this study was to experimentally evaluate the
bioactive properties of niobium oxide in albino rats (Rattus norvegius). For this, glassy
rods composed of different concentrations of Nb,Os were implanted in the rats’ tibia. In
addition, each test glass in powder form was implanted into the muscle of mouse for
analysis of their pro-angiogenic properties using 45S5 Bioglass (Bioglass®) as control.
Euthanasia were performed 14 and 28 days post-surgery. Histological slides of cross
sections of tibiae were HE stained for measuring the area of existing subperiosteal bone in
adjacent to the implant and the amount of cancellous bone formed around the vitreous rod
after 14 days pos-surgery as well as the thickness of the formed bone sheet around the rod
in groups of 28 days. It was also performed immunohistochemical staining to calculate the
ratio between the total area in mm” of the implant and the total number of blood vessels,
counted manually using a magnification of 400x, to check the capacity of the material to
stimulate angiogenesis. Histological evaluation revealed the complete absence of
inflammation after both 14 and after 28 days of implantation. The results of the
comparisons between the areas of subperiosteal bone of groups after 14 and 28 days (made
by an ANOVA with Tukey post hoc test) and the amount of cancellous bone formation
around the implant in the groups 14 days (done by Kruskal -Wallis with Mann-Whitney
post hoc) revealed that BGPN1.3 showed greater ability to induce bone formation than the
control group, when compared the number of blood vessels and the thickness of the blade
bone formed around the implant all groups showed similar results. Thus, we concluded that
BGPNI1.3 is an innovative material to be biocompatible and display better osteoinductive
property than Bioglass® showing similar pro-angiogenic capacity.

Key-Words — Biactivity; Bioglass; Niobium Oxide, in vivo.
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1.0 INTRODUCAO

Durante o ultimo século a expectativa de vida da populagdo cresceu
substancialmente, devido as campanhas de imunizacdo, a purificacido da dgua, dentre outros
fatores, fazendo com que, por exemplo, no ano 2000 mais de 50% da populagdo alcancasse
50 anos de idade enquanto que em 1900 essa taxa era menor que 10%, o que representa um
aumento de mais de 500% na expectativa de vida, ademais, estima-se que no ano de 2020 a

expectativa de vida média seja de 90 anos™.

Atrelada ao envelhecimento estd, na maioria dos casos, uma redu¢do progressiva na
qualidade de vida, causada por uma queda sistémica na qualidade dos tecidos conectivos. A
densidade e forca Ossea, por exemplo, apresenta-se reduzida em cerca de 50% apds os 40
anos, quando comparada a um individuo jovem sem osteopenia, principalmente em
mulheres, aumentando assim a chance de colapsos de vértebras, fraturas de ossos longos e
quadris, o que num individuo idoso representa um evento consideravelmente critico que
pode conduzir ao 6bito”®. Somado a esse fato estd o progressivo aumento na quantidade de
acidentes automotivos que leva a um crescente aumento na incidéncia de fraturas oriundas
de traumas de grande impacto3’5, e que por vezes provocam considerdvel perda dssea.
Quando essa perda 0ssea é demasiada cria-se um defeito critico, que € uma falha no osso a
qual, devido a distancia entre as extremidades fraturadas, o organismo ndo consegue reparar

. . ~ 2 z 22
sem que haja uma intervencdo, como o uso de enxertos autélogos ou homoélogos™.

Defeitos 6sseos dessa magnitude podem também advir de infeccdes, conhecidas
como osteomielites muito comuns apés fraturas expostas do fémur e ossos da perna.
Além disso, carcinomas 6sseos podem comprometer grandes dreas e a retirada dessas areas
comprometidas implica na criacdo de grandes cavidades nos ossos que sdo consideradas
defeitos criticos e necessitam de enxertos para serem preenchidos. O problema com os
enxertos autélogos e homologos é que existe limitacdo na fonte de osso do doador e, no

2 z z . [ 2
caso dos enxertos homoélogos, hd também o risco de transmissdo de doencas”.

Considerando essa problemaética, abordagens alternativas para o preenchimento de
defeitos criticos e que resultassem na melhoria da qualidade de vida dos individuos se

tornaram cada vez mais necessdrias, o que conduziu ao desenvolvimento dos

1



biomateriais'®*. A principio, se buscou materiais que pudessem estar em contato com 0s
tecidos vivos sem desencadear uma resposta inflamatodria significativa, ou seja, que fossem
bioinertes'**'.

Como esses materiais, no geral, tinham uma vida util por volta de 10 a 15 anos se
observou crescente frequéncia com a qual eles se deterioravam antes da morte do
paciente'. A degradacdo dos materiais bioinertes é causada, em parte, pela natureza

2021 . . .
. Assim, micromovimentos,

morfolégica da fixacdo desses materiais nos o0ssos
degradacdo da superficie do material ou da superficie do osso adjacente ao implante
acabam comprometendo a fixacdo mecanica. A ligacdo material-osso torna-se oscilante e
progressivamente perde qualidade até que se tornam ndo funcionais e necessitam ser
substituidas através de novo procedimento cirlirgicolg, causando mais transtornos ao

paciente além de os sujeitarem aos riscos atrelados a cirurgias.

No inicio da década de 70 o pesquisador, Larry L. Hench e seus colaboradores,
desenvolveram um biomaterial que ndo s6 incitava quase nenhuma reagdo inflamatoria pelo
organismo como também criava pontes com os tecidos vivos, o Bioglass 45S5
(Bioglass®)54. Esse material € um vidro bioativo pertencente ao sistema Si0,-CaO-Na,O
(45%wt Si0;, 24,5%wt CaO, 24,5% Na,O e 6%wt P,Os) que possui a capacidade de se
ligar firmemente ao osso e tecidos moles adjacenteslg’ﬂ’25 A ligacdo do vidro bioativo
com o tecido dsseo foi bem descrita por Hench em onze reacdes, sendo as cinco primeiras
inorgénicas que culminam com a formacdo de uma camada cristalizada de hidroxiapatita
carbonatada e as demais reacdes sdo de natureza bioldgica, decorrentes da resposta do
organismo a presenca da camada cristalizada. Essas reagdes inorgénicas e bioldgicas juntas

. L . 18
criam uma forte ligacdo entre o material € 0 0sso .

Apesar da exceléncia na bioatividade a exploracdo comercial do BG45S5 se
restringiu a odontologia e algumas aplicagdes em ortopedia, principalmente em substitui¢ao
de ossiculos da orelha média, reconstrucdes faciais e como constituinte de cremes dentais.
O principal fator que restringiu o uso do Bioglass® é o seu baixo desempenho mecanico,

~ .. . o 25 .
ndo permitindo que o mesmo seja utilizado em ossos sob constante carga™. Assim,



melhorar as propriedades mecanicas do vidro mantendo a bioatividade parecia a solugao

para a expansdo das vendas de vidros bioativos paro uso em traumato-ortopedia.

Em vista disso, diversos métodos que associassem a bioatividade desses vidros com
a resisténcia mecanica foram propostos, como revestir proteses metdlicas (de titanio, por
exemplo) com o biovidro, mas parece que o coeficiente de expansdo térmica deste ndo se
equipara ao do titAnio o que inviabilizou sua aprovacdo para uso clinico®. Na tentativa de
se melhorar as propriedades mecanicas dos vidros bioativos vérias composi¢cdes contendo
este misturado a outros materiais vem sendo testadas. Uma solugdo interessante € a adicao

do Niébio na forma de 6xido a rede vitrea™’.

Como componentes de ligas metélicas, sabe-se que a presenca do nidbio promove
melhora significativa na resisténcia a corrosdo e a fadiga mecanica, além disso, a sua

17,39,41 4% 1 16bi
PATO4 A presenca do 6xido de niGbio na

biocompatibilidade vem sendo demonstrada
constituicdo dos vidros parece acelerar as reacdes inorginicas que culminam com a
formacdo da camada de hidroxiapatita carbonatada em sua superficie, que € um evento

crucial para ligacdo osso/implante®.

O aumento do desempenho mecénico e da resisténcia a corrosdo de materiais
contendo niébio € bem descrita na literatura, indicando que a introducdo do niébio na
composi¢do de biomateriais pode ser uma alternativa para a confec¢do de implantes a
serem utilizados em ossos sobre constante carga. No entanto, a bioatividade de vidros
contendo niébio, bem como sua biocompatibilidade ndo é muito bem documentada. O
entendimento desses fatores € essencial para que se possa atestar a qualidade e seguranca
do biomaterial. Ademais, o Brasil atualmente detém 98% das reservas explordveis de

niébio do mundo, logo, aplicacdes que agreguem valor a esse material irdo contribuir
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positivamente para riqueza do pafs™'.



2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTOLOGIA OSSEA:

O tecido 6sseo € um tipo especial de tecido conjuntivo constituido por células e uma
matriz extracelular calcificada que apresenta importantes funcdes no organismo. A matriz
extracelular 6ssea € constituida por uma fase mineral (65%) e uma fase organica (35%). Os
componentes organicos da matriz incluem as fibras de coldgeno tipo I (90%),
glicoproteinas e proteoglicanos. Agua e outras diversas moléculas estio também presentes
na matriz®. A rigidez conferida aos ossos advém dos componentes da fase mineral da
matriz extracelular Gssea, principalmente o fosfato de célcio Ca’(PO4), que forma cristais

. . . L. . . .2
semelhantes aos cristais do mineral geolégico hidroxiapatita®®.

As células 6sseas sdo oriundas de duas linhagens diferentes: (a) a linhagem
osteoblastica (que inclui células osteoprogenitoras, osteoblastos e ostedcitos) que provém
das células mesenquimais (c€lulas constituintes do mesénquima, o tecido conjuntivo
embriondrio) e que alcanca seu estdgio mais maduro como ostedcito e (b) a linhagem
mondcito-macréfago-osteoclasto, na qual mondcitos da corrente sanguinea se diferenciam
em macrofagos ao alcancar o tecido e por influencia dos osteoblastos se tornam

28,51
osteoclastos .

As células osteoprogenitoras sdo células-fonte, que podem se proliferar e diferenciar,
e tem origem nas células mesenquimais pluripotentes, que sdo células que podem se
diferenciar tanto em células osteogénicas como em células musculares, adipdcitos,
fibroblastos e condroblastos. A opc¢do pela progé€nie osteobldstica € controlada
principalmente pelo gene o Cbfal (familia do fator de ligagcdo-centro) e regulada pela
leptina (um peptideo sintetizado pelos adipdcitos) por um mecanismo central que envolve o
hipotdlamo, o que é comprovado em pacientes de com lipodistrofia (auséncia de adipdcitos
na gordura branca) que exibem uma calcificacdo excessiva do 0sso (osteoesclerose) e uma

. 42,51
formacdo 6ssea acelerada™ .

Essas células osteoprogenitoras se diferenciam em células cubdides, altamente

polarizadas, que se dispdem em uma monocamada que recobre todos as trabéculas dsseas
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chamadas de osteoblastos. Essas sdo células secretoras tipicas que apresentam reticulo
endoplasmdtico rugoso RER bastante desenvolvido, aparelho de golgi e um nucléolo
volumoso. A diferenciacdo das células osteoprogenitoras em células osteobldsticas &
mediada por moléculas sinalizadoras e necessita da proximidade de um vaso sanguineo
para ocorrer (caso a célula osteogénica esteja distante de uma fonte sanguinea, ela se

. ) 42,51
diferencia em condroblasto) 1

A principal funcdo dos osteoblastos é a de producdo de componentes da matriz
extracelular, principalmente o coldgeno I, porém, o papel dessas células na formacao,
manutencdo, remodelamento e reparo dsseo é complexo e envolve a producdo de alguns
fatores de crescimento que agem sobre células vizinhas, sobre elas mesmo e de maneira
enddcrina além da participacdo no mecanismo de reabsorcdo Ossea, que é protagonizado
pelos osteoclastos. Quando a matriz extracelular se mineraliza, aprisiona o osteoblasto
numa lacuna e ele passa para um estdgio menos ativo sendo chamado de ostedcito, que tem

~ ~ 28
fun¢do de manutencdo da matriz 6ssea”.

A mineraliza¢do da matriz dssea € o ultimo passo da formacdo de uma lamela dssea.
No entanto, os o0ssos estdo sob constante remodelamento, no qual atuam
concomitantemente os osteoblastos produzindo osso e os osteoclastos, o reabsorvendo. O
osteoclasto € o ultimo membro da linhagem mondcito-macréfago-osteoclasto, sendo células
grandes, multinucleadas, que se encontram aderidas ao osso em lacunas denominadas
lacunas de Howship, sua funcdo principal € a de reabsor¢do Ossea, que envolve, a
dissolu¢cdo dos componentes inorganicos da matriz (desmineralizacdo 6ssea) mediada pela
H" - ATPase no ambiente 4cido e a degradacdo enzimdtica dos componentes organicos pela

. 28,42,51
catepsina K .

A diferenciacdo dos osteoclastos € regulada pelos osteoblastos, que liberam o ligante
do receptor do fator estimulante de col6nia de macréfago (M-CSF) que se liga ao seu
receptor na superficie de macréfagos (derivados dos mondcitos) e induz a expressdo do
RANK (receptor para ativacdo do fator nuclear Kappa B) também na superficie dos
macréfagos, mas, a liberagdo da osteoprotegerina pelos osteoblastos impede a diferenciagdao
dos macréfagos em osteoclastos uma vez que ela se liga ao ligante RANKL (produzido

pelos osteoblastos) impedindo que esse se acople ao receptor RANK dos macréfagos. O



paratormdnio (PTH) estimula o osteoblasto a sintetizar M-CSF e RANKL e bloqueia a
sintese da osteoprotegina, favorecendo assim a ligacdo do RANKL com o receptor RANK e

S - . 44
posterior diferenciagdo dos macréfagos em osteoclastos™ .

2.2 OSTEOGENESE

Os ossos sempre se desenvolvem a partir de um modelo conjuntivo prévio, esse
modelo pode ser um tecido conjuntivo mesenquimal ou cartilagineo. Quando a ossifica¢dao
provém de um molde conjuntivo mesenquimal ela € dita intramembranosa € ocorre nos
ossos do cranio como parietais, frontal, parte do occipital, temporal, mandibula e maxilas.
Quando um molde cartilagineo precede a formagao dssea essa € chamada de endocondral e

o . P 42,4451
ocorre principalmente nos ossos longos como umero, tibia, fémur etc .

A ossificagdo intramembranosa se inicia com a agregacdo de célula mesenquimais
que € controlada por polipeptideos do Wnt, hedgehog, FGF e pelas familias do TGF-B.
Uma vez agregadas essas células se diferenciam em osteoblastos, formando o blastema
Osseo. No interior do blastema os osteoblastos se diferenciam em ostedcitos que ficam
conectados entre si por seus prolongamentos citoplasmaticos e envolvidos por uma camada
periférica de osteoblastos, esses osteoblastos secretam dentro do blastema os componentes
da matriz 6ssea, que através da chegada do cdlcio pelos vasos sanguineos serd
mineralizada. Os ostedcitos aprisionados se comunicam pelos canaliculos formados ao

) e 28.42,44,51
redor dos seus prolongamentos citoplasmaticos interconectados .

Durante a ossificacdo intramembranosa, vdrios focos de ossificacdo se formam
concomitantemente na membrana mesenquimal primitiva, contudo, com o subseqiiente
remodelamento esses focos se encontram e uma compacta camada de osso se forma. Essa
camada compacta, nos 0sso planos como os do cranio, ocorre na superficie externa
(relacionada com o peridsteo) e na superficie interna (relacionada com o enddsteo) entre as
duas camadas existem trabéculas dsseas desorientadas, organizadas de forma ndo compacta,
contendo em seus espacos um tecido contendo células precursoras das células sanguineas
conhecido como medula éssea, o conjunto das duas camadas de 0sso compacto € 0 0Sso
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trabecular que as interpdem € denominado diploe™.



A ossificagdo endocondral ocorre principalmente na formacdo das vértebras, sacro e
ossos dos membros e se caracteriza pela ossificacdo de um molde cartilagineo prévio com
formato que lembra o osso adulto. Um centro de ossificacdo primdrio se forma quando os
condrdcitos presentes no centro do modelo de cartilagem maturam, hipertrofiam e passam a
liberar fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que estimula o brotamento de
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes no peridsteo (que se substituiu o
pericondrio prévio ao mesmo tempo que o centro de ossificacdo primdrio se formava). Esse
vaso sanguineo que invade o molde é chamado de brotoperidsteo e conduz células

) . .o o » ... 2851
osteoprogenitoras que iram dar inicio a ossifica¢do do centro primdrio™ .

Com a formagdo do centro de ossificacdo primdrio o 0sso comeca a substituir a
cartilagem de forma excéntrica e, numa fase mais tardia do desenvolvimento, que varia de
0ss0 para 0sso, centros de ossificacdo secunddrios se formam nas extremidades do modelo
por um mecanismo semelhante ao do centro primdrio. Entre os centros primdrio e
secundério permanece até por volta dos 20 anos de idade uma cartilagem hialina conhecida
como disco epifisario, cujos condrdcitos ndo hipertrofiam e proliferam devido a acdo do
indian hedgehog (Ihh), dessa forma o disco epifisario participa do crescimento longitudinal
dos ossos longos durante a infincia e puberdade e na idade adulta permanece apenas como

. cpe . - 08
uma linha epifisaria™.

2.3 FATORES DE CRESCIMENTO RELACIONADOS AS CELULAS
OSSEAS

Sao vérios os fatores que regulam o comportamento das células responsaveis pela
producdo, manutencdo e remodelamento da matriz dssea. Dentre eles estdo alguns
hormonios, citocinas, proteinases, moléculas de adesao e fatores de crescimento. Os fatores
de crescimento envolvidos incluem algumas familias como IGF (fator de crescimento tipo
insulinico), alguns membros da superfamilia TGF-B, FGF e PDGF, além de alguns
membros da familia EGF (fator de crescimento epidérmico). Esses fatores de crescimento
podem agir localmente (autocrina e pardcrina) ou de forma sistémica (enddcrina), se
ligando a receptores localizados na superficie ou no citoplasma das células dsseas alvo e
assim ativando vias intrinsecas de sinaliza¢do celular que culminam com a expressido de

genes ou realizaco alguma outra atividade pela célula-alvo’'.



2.3.1 Fator de crescimento tipo insulinico (IGF):

Os IGFs I e II sao hormdnios polipeptideos relacionados a insulina. IGF-I €
primariamente sintetizado no figado sob influéncia do GH (hormonio do crescimento). Os
IGFs sdo polipetideos com massa molecular de 7600 que existem no plasma primariamente
associados com proteinas ligantes de IGF, conhecidas como IGFBPs’!. As IGFBPs estio
relacionadas com a regulacdo da distribui¢cdo do IGF aos tecidos, sob controle enddcrino.
Os IGF-I e II estdo presentes na matriz Ossea € sdo sintetizados por osteoblastos sob
regulacdo de alguns fatores como o hormonio paratiredideo que aumenta a sintese e o
17B-estradiol que foi mostrado promover a expressdao do mRNA IGF-1, ao passo que, 1,25
dihidroxivitamina D3, cortisol e alguns fatores de crescimento locais como FGF-2, TGF-B1

e PDGF se mostraram inibidores da producdo de IGF-II por osteoblastos de roedores?*?5!,

Com relacio ao IGF-II o hormoénio paratiredideo, 17B-estradiol e 1,25
dihidroxivitamina D3, parecem ndo afetar a sua secrecdo. Contudo, parece que FGF-2,
TGF-B1 e PDGF, assim como sobre o IGF-I, também provocam uma redu¢do na produgdo
do IGF-II. Os IGFs participam também da reabsor¢do dssea, uma vez que se demonstrou
que os IGF-I e II podem promover a formagdo de osteoclastos em culturas de células de
medula Gssea, apesar de ndo terem efeitos sobre os osteocldstos isolados’ . Assim,
acredita-se que a participagdo dos IGFs na reabsor¢do Ossea seja indireta, através da sua
ligagdo com receptores IGF-I e II na superficie dos osteoblastos. E conhecida a capacidade
dos IGFs de estimular a proliferacdo de osteobldstica, assim como, a produ¢cdo de matriz

2 4 20,51,52
6ssea por essas células®®” !>,

2.3.2 Fator de crescimento transformante-beta (TGF-B) e proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPS):

TGF-B e BMPs sdao membros de uma superfamilia que inclui produtos de genes
estruturalmente relacionados divididos em grupos intimamente relacionados, responsadveis
por vdrias atividades complexas em uma ampla gama de tecidos. Esses efeitos incluem o

. . ~ ~ 1
crescimento celular, proliferacdo, apoptose e expressdo de novos genes”".

A familia do TGF-B consiste de trés produtos do gene mammalian (TGF-f1-3), um
gene TGF-4 e um TGF-5 (identificado como Xenopis laevis). O TGF-B ¢ produzido como



um complexo latente constiuido por duas moléculas cada uma contendo TGF-$ maduro e
um peptideo associado a latencia (LAP). Para promover seu efeito biolégico os membros da
familia TGF-f precisam se ligar a seus receptores especificos, TBRI e TBR2. Os ossos sdo
a principal fonte de TGF-B1 que ¢ produzido pelos osteoblastos em duas formas, tanto um
precursor com 100kDa, quanto um complexo de 190kDa que é depositado na matriz dssea
mineralizada. Tem sido mostrado que o TGF-B age estimulando a formacgdo dssea através
do recrutamento e proliferacdo de osteoblastos, portanto, parece ser um fator quimiotatico

5 3,51
para essas células

. Contudo, consistentes estudos mostram que o TGF-B inibe a
expressdo e a sintese de osteocalcina em células osteobldsticas, mostrando que apesar de
estimular sua proliferacio o TGF-B inibe a maturacdo dessas células™". Alguns fatores
relacionados a absorcdo dssea como hormonio paratiredideo, dihidroxivitamina D3,
interleucina-1 tem sido mostrados induzir a liberagao de TGF-B, e a inibicao da reabsorcdo

Ossea previne a sua liberacdo, mostrando que esse fator de crescimento também esta

. ~ 2 1
relacionado a reabsorcio Gssea’’.

A BMPs (Proteinas morfogenéticas dsseas) sdo uma grande familia de proteinas que
compartilham perfis estruturais comuns com alguns membros da familia TGF-B, dividida
em quatro subgrupos (BMP2. BMP-3, CDMP e um subgrupo ndo classificado composto
por BMP-9, BMP-10, BMP-15).0s membros da familia BMP se ligam a receptores do tipo
I (BMPR-IA, BMPR-IB) e [I(BMPR-II) que sdo necessarios para a transducdo de sinalSI,
porém, um estudo recente demonstrou que a inativacdo do BMPR-II em membro de
embrides de camundongos ndo comprometeu a ossificacdo endocondral, sugerindo-se que

essa seja controlada exclusivamente por receptores BMP-I (para as BMPs)'.

As BMPs parecem iniciar o processo de formacdo dssea desde a migracao de células
mesénquimais, sua diferenciagdo em condroblastos e condrocitos, mineralizacdo da
cartilagem, angiogénese, diferenciagdo oestobldstica, formagdo Ossea até o subsequente
remodelamento 6sseo. O interessante € que as BMPs parecem iniciar esses eventos que sao
mantidos por outros fatores de crescimento. Além disso, varios membros da familia BMP
apresentam atividade quimiotdtica para osteoblastos humanos. Em suma, a BMPs

participam da proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica’'.



2.3.3 Fatores de crescimento fibroblastico (FGF):

Os fatores de crescimento fibroblasticos sdo uma familia composta por nove
membros cujos protétipos sdo FGF édcido (FGF-I) e basico (FGF-II) e que regulam a
proliferacdo e diferenciagdo celular. O FGF interage com receptores de tirosina quinase
transmembranica FGF (FGFR). O FGF extracelular encontra-se ligado a heparina ou
heparan sulfatado podendo assim ficar armazenado na matriz extracelular. A ligacdo do
FGF com seu receptor FGFR desempenha importante papel no esqueletol’5 ' 0Os
osteoblastos sintetizam e liberam FGF-2, que ficam armazenados na matriz e podem ser
liberados durante a reabsorcdo dssea. O FGF-2 resulta em um aumento no ndmero de
osteoblastos e formagdo de osso novo, apesar de o resultado de alguns estudos sugerirem
que o aumento ou diminui¢do da formacdo dssea ser dose dependente. O FGF parece
estimular a produgdo de outros fatores de crescimento como IGF-I e II e reduzir a producao
de outros com TGF-B. A importancia do complexo FGF/FGFR tem sido demonstrada pela
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identificacdo de mutagdes génicas que conduzem a anormalidades Gsseas™ .

2.3.4 Fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF):

Os PDGFs sdo fatores de crescimento polipeptideos diméricos codificados por dois
genes PDGF-A E PDGF-B que podem formar 3 tipos diferentes de dimeros de ligacdo
disulfidica, PDGF-AA,-AB,-BB que elicitam suas funcOes bioldgicas através da ligacao
com trés tipos de receptores: aa, off € BB, sendo que o PDGF-AA se liga ao receptor aa, o
PDGF-AB se liga aos receptores aa € af, € o PDGF-BB se liga a todos os trés tipos de
receptores. Os osteoblastos sintetizam PDGF-A e PDGF-B, e a expressdo desses dois €
aumentada quando TGF-B esta presente, os osteoblastos entdo liberam essas PDGFs para
ficarem depositadas na matriz 6ssea para serem liberadas durante a reabsor¢ao dssea ou
secretam para agir sobre si mesmo e sobre as células vizinhas, portanto, com efeito
autdcrino e pardcrino. As trés isoformas do PDGF podem promover a proliferacdao
osteoblastica. Alguns estudos reportam uma acao sobre a reabsorcdo 6ssea do PDGF-AB e

PDGF-BB ¢ que 0 PDGF-AA ndo desempenha essa funcio”".

Alguns outros fatores de crescimento tem se mostrado influenciar o metabolismo

dsseo como, por exemplo, o EGF (Fator de crescimento), aumentando a proliferacdo e a
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producdo de prostaglandina E2 nos osteoblastos. Ele também aumenta a reabsorcio dssea
tanto em experimentos in vitro quanto in vivo. O fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) é um fator de crescimento polipeptidico que estimula a proliferacdo de células
endoteliais, via receptores de VEGF conhecidos com flt-1 e KDR, mas que € produzido por
osteoblastos, além de outras células, sendo estimulado por prostaglandinas, 1,25
dihidroxivitamina-D3 e IGF-I, devido a intima relacdo entre os osteoblastos e os vasos
sanguineos o VEGF liberado pelos osteoblastos agem promovendo a proliferacdo de vasos
e também de forma paracrina aumentando a producdo de outros fatores de crescimento por

L .. 1,10,32
células vizinhas .

2.4 BIOMATERIAIS E VIDROS BIOATIVOS:

O inicio das pesquisas com biomateriais data do século passado e foi impulsionado
pelo aumento progressivo na expectativa de vida da populagdo mundial e por diversas
amputacgdes e outras lesdes graves decorrentes de acidentes e principalmente guerras, fatos
que juntos promoveram rapido aumento no nimero de protetizagf)esﬂ. A principio buscava-
se desenvolver um material que pudesse ser implantado no corpo humano, a fim de
substituir partes perdidas, sem estimular uma resposta inflamatéria pelo organismo, ou seja,

PR 18,21,25,50
buscava-se desenvolver materiais bioinertes )

Diversos materiais bioinertes foram criados a base de metais como alumina, zirconia,
titnio dentre outros, e utilizados na ortopedia em préteses, placas, parafusos, hastes etclg,
sendo o meio de fixacdo desses materiais aos ossos meramente mecanico (Fixacdo
mecanica). Posteriormente, na tentativa de aumentar a estabilidade da ligac@o entre o 0sso e
o implante, modificacdes na superficie dos implantes foram feitas como, por exemplo, a
criacdo de poros de 100-150um para permitir o crescimento de vasos sanguineos e posterior
preenchimento com o0sso e assim melhorar a coaptacdo (Fixacdo Bioldgica)'®. No entanto,
como esses materiais, no geral, tinham uma vida util de 10 a 20 anos observou-se crescente

A . . 20
frequéncia com a qual eles se deterioravam previamente a morte do paciente™ .

A degradagdo dos materiais bioinertes € causada em parte pela natureza morfoldgica

20,21

da fixacdo desses materiais com os 0ssos™ "~ . Micromovimentos, degradacao da superficie

do material ou do osso adjacente acabam por comprometer a fixagdo mecanica e entdo a
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ligacdo material-osso torna-se oscilante e progressivamente perde qualidade até que se
tornam ndo-funcionais e necessitam ser substituidas através de novo procedimento
cirtrgico, causando mais transtornos ao paciente além de os sujeitarem a riscos atrelados a

cirurgia®.

Essa problemdtica, somada a diversos registros de insucesso de implantes de
materiais bionertes (como os metais e polietilento) em vitimas de guerra, impulsionou as
pesquisas que conduziram a descoberta de um novo biomaterial, que além de ser bioinerte
era capaz de se ligar aos tecidos vivos (Fixacdo Bioativa), e assim, aumentar a estabilidade
da interface tecido-material, um vidro, chamado de vidro bioativo, produzido pelo

pesquisador Larry. L. Hench no ano de 1969 na Universidade da Florida®'.

Hench partiu da hipétese de que “O corpo humano rejeita materiais poliméricos
sintéticos e metdlicos, formando uma cdpsula de tecido conjuntivo, por que os tecidos vivos
ndo sdo feitos desses materiais. Os ossos contém fosfato de cdlcio hidratado, a
hidroxiapatita (HA) e, portanto, se o material for capaz de formar uma camada de
hidroxiapatita in vivo ele ndo serd rejeitado pelo corpo”. Assim, ele desenvolveu um vidro
bioativo pertencente ao sistema Si0,-Ca0O-Na,O contendo 45%wt SiO;, 24,5%wt CaO,
24,5% Na,O e 6%wt P,Os chamado de Bioglass 45S5, comercialmente conhecido como
Bioglass® que, além de incitar minima resposta inflamatéria do corpo, estimula reacdes
bioldgicas especificas em sua superficie que culminam com a formacdo de uma interface

) . . . . .21
estdvel entre o tecido e o material, sendo, por isso, considerado biativo™ .

A ligacdo do Bioglass® com o osso se da devido a forma¢do de uma camada de
hidroxiapatita carbonatada (HAC) na superficie do material quando em contato com os
fluidos corpdreos, como essa camada se assemelha quimicamente com a fase mineral dos
ossos’ acredita-se que haja a ligacdo com o tecido vivo através da ancoragem de fibras
coldgenas ao material e o subseqiiente crescimento do tecido dsseo sobre sua superficie. O
mecanismo exato de formacdo dessa ligacdo ainda ndo € completamente compreendido,
mas, algumas das reacdes que ocorrem na superficie do material conduzindo a formagao da

camada de hidroxiapatita carbonatada (HAC) sdo assim descritas por Hench:
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Primeira etapa: H4 uma troca répida de ions entre o material (Na+ e Ca+) e o liquido
corpéreo (H+), levando a hidrélise da silica e a criacdo de grupos silandis (Si-OH) sobre a

superficie do material, aumentando o pH da solu¢io devido o consumo dos fons H .
Si-O-Na" + H" = Si-OH + Na" (aq)

Segunda etapa: O aumento do pH conduz a dissolucdo da da silica (SiO, ), formando

dcido silico (Si(OH)4 ) na solucdo, além da formacao continua dos grupos silandis. (Si-OH).
Si-O-Si + H,O = Si-OH + OH-Si

Terceira etapa: Condensacgado e polimerizacdo de uma camada de silica amorfa (silica

gel) de 1-2um sobre a superficie do material.
SiOH +SiOH = Si-O-Si

Quarta etapa: A dissolucdo do vidro € acompanhada pela migra¢dao de ions célcio
(Ca") e fosfato (PO4 )3’ para a camada de silica gel, formando uma camada de fosfato de

calcio amorfa (FCA).

Quinta etapa: A camada de fosfato de célcio amorfa incorpora hidroxilas (OH ) e ions
carbonatos (CO; )* da solucdo e cristaliza uma camada de hidroxiapatita carbonatada

(HAC)(13).

As cinco primeiras etapas sdo reagdes inorganicas que acontecem mesmo quando o
material € imerso em 4gua, fluido corpéreo simulado (FCS), solucgao tris-base, dentre outras
e tem como resultado final a formag¢@o da camada de hidroaxiapatita carbonata. Parece que
a nanoporosidade da superficie e a carga negativa dos grupos silandis desempenham papel
essencial na adsor¢do de proteinas como integrinas, plasminogénio, fibronectina,
fibrinogénio e fator Hageman (HMWK), que € seguida da coagulagao e ativacdo do sistema
complemento e adesdo celular através da ligacdo de receptores nos osteoblastos a ligantes
protéicos. Essas vdrias proteinas e moléculas que se ligam a superficie atuam também na

. ~ . PO |
ativacao de 71mogenios 8.

Virios fatores de crescimento sdo adsorvidos a superficie do material, assim como

varias metaloproteinases sao ativadas e atuam diretamente sobre a proliferacio e

13



diferenciac@o osteobldstica. Os osteoblastos diferenciados passam a produzir e secretar os
componentes da matriz extracelular, que ird se mineralizar, este processo ¢ semelhante a
ossificacdo intramembranosa que acontece durante o desenvolvimento embriondrio'®. A
formacgdo do osso sobre a superficie do material cria uma firme ligacdo, que € relatada ser
até mesmo mais rigida que o material e do que o préprio osso e que atesta a capacidade
osteocondutiva do material®'.

A capacidade de estimular a proliferacdo e diferenciacdo osteobldstica é uma
caracteristica bem documentada para o Bioglass®, porém, o mecanismo de a¢do do vidro
sobre as células ainda estd sob investigagéozo’So’Sz. Sabe-se que quando imerso no fluido
organico o vidro reage com a solucdo liberando fons ativos (Ca, Si, Na), a concentragdo do
silicio por exemplo foi mostrada aumentar em 88x apds dissolu¢do do Bioglass®, enquanto
um aumento menor foi observado na concentracdo do fon cdlcio (10% a mais que o
controle). Sabe-se que o fon cdlcio no meio extracelular induz a proliferacio e a
quimiotaxia dos osteoblastos por meio da ligacdo com uma proteina G acoplada a
receptores extracelulares sensiveis ao cdlcio. Contudo, os receptores sensiveis a Si ainda

~ . . 2
ndo foram identificados>>.

Estudados de uma forma conjunta os produtos i6nicos oriundos da dissolu¢dao do
Bioglass® se mostraram atuar sobre o crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose
dos osteoblastos através do aumento na expressdo de uma série de genes relacionados a
essas funcdes. Os principais genes super-expressos apos a exposicao aos produtos do vidro
bioativo foram o CD44, Ciclina D1, MAPK-2, integrina 1, gene RCL relacionado ao
crescimento e responsivo a c-myc. O RCL € um promotor de crescimento sendo um efetor
do protoncogene c-myc que também foi mostrado aumentado em 1.5 vezes. A expressdao do
c-myc (que induz a proliferacdo celular e o crescimento) é regulada por um fator de
transcricdo PuF, que também se mostrou aumentar em 1.7 vezes sua expressdo quando

. . : 2
exposto aos fons derivados do Bioglass®”?,

A ciclina D1 induz a proliferacdo osteoblastica através da fosforilagdo dos produtos
do gene retinoblastoma, o que resulta numa maior sintese de fatores de transcricao
importantes para o inicio da replicacdo do DNA, assim, ela promove a passagem da fase G1

para a fase S do ciclo celular(14). Concomitantemente, genes relacionados a apoptose
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(Capian e DADI) também tiveram expressio aumentada, regulando assim a taxa de

o . e 20,52
apoptose, para permitir que apenas células vidveis passem para a fase S 052,

A super-expressdo de vdrios genes que codificam proteinas pertencentes a diversas
vias intracelulares (ERK, Map, Quinase-2 MAPKAP, MAPK-2, MAPK p38, ERKI1)
demonstra que vdrias cascatas de sinalizacdo podem mediar as agdes sobre os osteoblastos
induzidas pela sua exposi¢cdo aos ions derivados do biovidro. Essas vias sdo ativadas por
moléculas sinalizadoras, como o IGF (Insulin-like Growth factor) ¢ o VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) que também foram super-expressos. A expressdo de mRNA de
IGF-II foi aumentada em 290% e de sua proteina ligante IGFPB-3 em 200%, além disso,
observou-se a expressdo aumentada em 340% e 310% da metaloproteinase-2 e da
catepsina-D respectivamente, que sdo proteases que clivam a IGFB-3 e liberam o IGF-II

ativo, assim a concentracio de IGF-II livre aumentou 168% .

O IGF-1II € um potente mitogé€nico produzido pelos osteoblastos que fica armazenado
na matriz 6ssea ligado a uma proteina ligante IGFBP, formando complexos de
armazenamento. A metaloproteina-3 e a catepsina-D atuam regulando a liberagdo do
peptideo IGF-II ativo através da quebra da ligacdo do IGF-II com a sua proteina
carregadora IGFBP. O IGF-II mostrou-se ter efeito autdcrino e/ou pardcrino sobre as
células dsseas, estimulando a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos (15). O fato dos
produtos da dissolucdo do Bioglass® estimularem o aumento na concentracao de IGF-II
livre denota sua capacidade osteoindutiva, promovendo o crescimento 6sseo mesmo longe

L = 21
da sua superficie” .

A indugdo da expressdao aumentada do VEGF pelos ions provenientes da dissolucio
do vidro bioativo € de particular importancia, uma vez que esse fator de crescimento

. A 6,13,46
mostrou-se estar envolvido tanto na angiogénese ™ ™

(brotamento de novos vasos a partir
de vasos existentes) quanto na osteogénesel. Existem cinco isoformas do VEGF (A,B,C,D
e E) geradas a partir de um “splicing” alternativo de um tnico gene VEGF, todas elas se
ligam a dois receptores VEGFR-1 (ftl-1) e VEGFR-2 (KDR/flk-1)(36). A ligacdo do VEGF
com seu receptor nas células endoteliais induz a proliferagdo e migragdo celular e inibe a

. . .. . . A 46
apoptose, € por isso € o principal fator de crescimento relacionado com a angiogénese . O

brotamento de novos vasos € importante para o desenvolvimento e reparo dos tecidos uma
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vez que nutrientes, moléculas sinalizadoras, hormonios e oxigénio, por exemplo, sdo
conduzidos pelos novos vasos para nutrir o tecido em desenvolvimento ou

~ 12454
regeneracio' >4,

O processo da angiogénese apresenta seis etapas: (1) o vaso de origem se dilata; (2)
ha destruicdo da membrana basal das células endoteliais que estdo distanciadas umas das
outras; (3) as células endoteliais entdo migram e se proliferam; (4) sdo gerados capilares e
estruturas semelhantes a tubos; (5) a membrana basal é refeita (6) ha o recrutamento de
pericitos e células musculares lisas*®. A importancia da angiogénese na ossificacdo é
conhecida ha muito tempo, uma vez que o tecido Osseo simplesmente ird degenerar e
morrer na auséncia de vasos sangul’neosM. Ademais, o VEGF atua também diretamente
sobre os osteoblastos em conjunto com outras moléculas e proteinas sinalizadoras como o

BMP (proteina morfogenética 6ssea), FGF (fator de crescimento fibrobléstico)l.

A interacdo VEGF-VEGFRs ativa a via MAPK/ERK que ird por fim afetar a
expressdao dos gene bFGF e BMP-2 além de promover a proliferacdo celular. A via
MAPK/ERK também € ativada pela ligacdo bFGF-FGFR que promove além da
proliferacdo celular a expressdo de genes do VEGF, BMP/R e fator de transcricdo Runx?2.
A expressdo de bFGF, VEGF e Runx2/cbfal é também modulada por um complexo
heteromérico Smad 4, derivado da forforilagdo dos Smad 1, 5 e 8 pela interacio BMP-

BMPR'.

O potencial osteocondutivo e osteoindutivo do Bioglass®, assim como sua
capacidade de estimular a angiogénese, possibilitou seu uso em diversos campos da
medicina e odontologia. A exploragdo comercial dos vidros biativos se iniciou com a
manufatura de dispositivos monolipticos como préteses de ouvido médio (MEP®) que
eram manufaturados em forma de cones com trés tamanhos diferentes e um implante para
manutencdo da crista enddssea, que eram inseridos nas cavidades frescas pds-extragdao

L . . 2 2
dentaria para fornecer uma crista estdvel para dentaduras>.

Como os cirurgides ortopédicos e dentistas preferem usar particulas e graos que eles
podem facilmente pressionar dentro de um defeito dsseo, empresas passaram a produzir o

Bioglass® na forma de particulas de 90-710um de comprimento. Esse material em forma
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de p6 € amplamente utilizado em reconstru¢des de mandibula e preenchimento de defeitos

. . 2
dsseos sob baixa carga ’,

Novas formulagdes de vidros bioativos foram aprovadas e vendidas como o
Biogran® (BIOMET 3i, Palm Beach Gardens, FL) que é um enxerto dsseo com a mesma
composi¢do do Bioglass 45S5, mas, com particulas menores (300-600um) e o BonAlive®
(BonAlive Biomaterials, Turku, Finland) desenvolvido na Finlandia, com formulacio
S53P4 e que recebeu aprovacdo para uso em cirurgias ortopédicas em 2006. Até o
momento 0 maior sucesso comercial do Bioglass® é como agente de reparo em cremes
dentais, chamado NovaMin® (GlaxoSmithKline, UK), que reduz a hipersensibilidade
dentaria®.

A formulacdo original do Bioglass 45S5 ja foi usada em mais de um milhdo de
pacientes da odontologia e ortopedia, no entanto, essa quantidade € ainda muito baixa visto
o potencial do material. A principal barreira comercial da explora¢do do Bioglass 45S5 sao
as suas propriedades mecanicas, pois, como postulado por Hench e Ethridge em 1982: “a
resposta do material a estimulos fisicos deve ser semelhante a do tecido que ele substitui”,
logo, o material além de ser biocompativel deve ser “mecanicamente compativel”,
propriedade que o bioglass 45S5 ndo apresenta quando utilizados em ossos sob carga
constante, atrito e em ossos muito méveis' . Passou-se a testar a utilizacdo do vidro
bioativo como revestimento de proteses metdlicas como titdnio, mas parece que O
coeficiente de expansdo térmica do biovidro nido se equipara ao do titdnio o que

. e g eqe ~ ss 2
inviabilizou sua aprovacio para uso clinico™.

Na tentativa de se melhorar as propriedades mecanicas dos vidros bioativos vdrias
composi¢des contendo o vidro misturado a outros materiais vem sendo testadas. Uma
solugdo interessante € a adi¢cdo do Nidbio na forma de 6xido a rede vitrea*'. O Ni6bio é um
€ um metal de transicdo encontrado na forma de minério como niobita (Fe, Mn), niobita-
tantalita [(Fe,Mn)(Ta,Nb,)Og¢], pirocloro (NaCaNb,O¢ F) e euxenita [(Y, Ca, Ce, U, Th)]
que, devido a sua alta resisténcia mecanica e térmica, € amplamente utilizado em ligas
metdlicas em industrias nucleares, soldas elétricas, motores de jatos, foguetes, em
capacitores e em supercondutores e devido a sua alta resisténcia a corrosdo na forma de

L. . - . . . L. , 47
o0xido vem sendo também utilizado como tinta de revestimento na industria petrolifera™".
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Estudos tém mostrado que o niébio, como componente de ligas metdlicas, promove
melhora significativa na resisténcia a corrosdao e a fadiga mecanica, além disso, a sua
biocompatibilidade vem sendo demonstrada. Miyazaki et al 2008. mostraram que os géis de
oxido de niébio foram capazes de formar apatita dentro de uma semana de imersdao em
fluido corpéreo simulado, indicando que os grupos Nb-OH podem atuar como centros de
nucleagdo para apatita, assim como os grupos silanéis (Si-OH)*'. Outros estudos
concluiram que a presenca do 6xido de niébio melhora a biocompatibilidade e promove
bioatividade™. Os poucos relatos na literatura sobre os efeitos do 6xido de nibio
incorporados em vidros bioativos indicam que a presenca do fon Nb™* na rede vitrea

. A . A . . .. 1 41
promove melhorias na resisténcia mecanica e na bioatividade 63541

A andlise das propriedades, osteocondutivas, osteoindutivas, toéxicas e da capacidade
pré-angiogénica dos compostos a base de nidbio € bastante relevante uma vez que um
material que possua bioatividade atrelada a um maior desempenho mecanico despontara
como uma alternativa inovadora para a reconstrucdo de 0ssos suportam constante carga

mecanica.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Analisar em ratos da linhagem Wistar as propriedades bioativas de vidros contendo
o6xido de niébio Nb,Os em sua composi¢ao e estabelecer qual a concentragdo ideal deste

oxido para estimular a osteoindugao, osteoconducao e angiogénese.
3.2 Objetivos Especificos:

3.2.2 Comparar qualitativa e quantitativamente a capacidade osteocondutiva e
osteoindutiva da adi¢do de diferentes quantidades de nidbio em biovidros, na forma de

hastes, implantados no ter¢o proximal da tibia de ratos.

3.2.3 Comparar através de reacdes imuno-histoquimicas e morfometria a capacidade
de estimular a angiogénese dos biovidros na forma de p6 contendo diferentes concentragdes

do 6xido de nidbio, implantados no misculo de ratos.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

Tratou-se de um estudo experimental de corte transversal, realizado no periodo entre
agosto de 2012 e julho de 2014, no departamento de Biologia Estrutural e Funcional do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), no qual biovidros
na forma de hastes e em po, contendo diferentes quantidades de 6xido de niébio (Nb,Os)
foram implantados num defeito na tibia e no musculo, respectivamente, de ratos albinos da
linhagem Wistar, para efeito de comparacdo, e através dos mesmos procedimentos, o
Bioglass® foi implantado em um grupo controle. O protocolo experimental estava de
acordo com os principios éticos de experimentacdo com animais adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela comissdo de

Etica em Uso de Animais — CEUA/Unicamp (protocolo n°® 2777-1).
4.1 Preparo dos vidros bioativos

Para o preparo dos materiais vitreos foi utilizado o tradicional método de fusdo-
resfriamento, descrito na literatura®’. Esta metodologia é baseada nos processos
convencionais de preparo de vidros, a qual envolve a fusdo de uma mistura dos materiais de
partida, no caso dos materiais empregados neste trabalho, 6xidos. A tabela 1 fornece
informacdes detalhadas de composicdo e nomenclatura de todos os materiais que foram

explorados neste estudo.

Tabela 1 - Nomenclatura e composicdo quimica dos diferentes materiais vitreos
preparados neste estudo

Composicao em porcentagem molar

Amostras SiO; CaO Na,O P,0O5 Nb,Os
% mol % mol % mol % mol % mol
BG45S5 46,1 26,9 24,4 2,6 -
BGPN2.6 46,1 26,9 24,4 - 2,6
BGPN1.3 46,1 26,9 24,4 1,3 1,3
BGSN1 45,1 26,9 24,4 2,6 1,0

Onde; os simbolos S, P e N referem-se respectivamente aos 6xidos SiO,, P,Os e Nb,Os.
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As modificagdes introduzidas pela adicdo de Nb,Os na composi¢do do biovidro
Bioglass® 45S5 foram realizadas pela substituicdo de parte do teor de SiO, ou de P,0s.
Logo, toda a nomenclatura foi baseada nas variacdes introduzidas na composi¢do quimica.
Deste modo, o material Bioglass® 45S5 foi chamado de BG45S5. Para os demais, a
seguinte norma foi adotada: BG (Bioglass) + simbolo do oxido removido + simbolo do
oxido incrementado + a quantidade em porcentagem em mol. Para exemplificar, BGSNI,

significando que o SiO; foi substituido por Nb,Os na quantidade de 1% em mol.

Os oxidos Na,O e CaO empregados na sintese foram obtidos a partir seus
respectivos carbonatos. Todos os reagentes precursores empregados no preparo dos vidros e

suas caracteristicas estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas de todos os reagentes precursores dos materiais vitreos

preparados
Reagente Precursor Marca Pureza
SiO; SiO; Sigma-Aldrich 99,8%
CaO CaCOj; Merck >99 5%
Na,O Na,CO; Sigma-Aldrich 99,00%
P,0Os P>0s Sigma-Aldrich 99,99%
Nb,Os Nb>05 CBMM Grau dtico

Em uma etapa prévia a fusio, os compostos SiO,, CaCO3; e Na,CO3 foram misturados
e moidos em um graal de dgata para homogeneizacdo dos materiais. Em seguida, essa
mistura foi levada ao forno em cadinho de platina para descarbonatacio conforme

programa de temperaturas descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Programa térmico utilizado na descarbonatacdo dos reagentes CaCOs e

NaQC03

Programa Temperatura Rampa Patamar
Passo 1 500 °C 5°C/ min. 60 minutos
Passo 2 950 °C 5°C/ min. 90 minutos
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A mistura dos 6xidos obtida foi armazenada em frascos plasticos em dessecador até o
momento do preparo do biovidro. O Nb,Os e P,Os foram acrescentados a mistura somente
momentos antes do processo de fusdo dos 6xidos. A fusdo foi realizada em cadinho de Pt,
empregando um forno Lindberg blue a 1400 °C por 3 horas. Durante esse periodo o
fundido foi cuidadosamente agitado por duas vezes, objetivando uma melhor
homogeneizag¢do da mistura. Terminado o tempo de fus@o o fundido foi vertido em 4dgua

(método fritas), sendo separado rapidamente por filtragem e secagem em estufa.

As fracOes po empregadas neste estudo foram obtidas macerando o biovidro
particulado em graal de 4gata, selecionando com auxilio de peneiras para granulometria

menor que 10 um.

4.2 Animais

Foram utilizados 40 ratos albinos (Rattus norvegius), machos da linhagem Wistar
com oito semanas de idade procedentes do Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB).
Foi realizada uma amostragem por conveniéncia na qual os animais foram divididos em 4
grupos de 10 ratos cada. Em cada grupo um tipo de material era implantado na tibia (em
forma de haste) e no musculo (em po), sendo eles o BGPN1.3, BGPN2.6 e BGSNI1. O
grupo BG45S5 serviu como controle. Cada grupo foi ainda subdividido em dois de acordo
com o tempo de experimentagdo pds-operatério, sendo um com 14 e o outro com 28 dias

(Figura 1).
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5
10 14 DIAS P.O
BG45S5 5
28 DIAS P.O
5
10 14 DIAS P.O
BGPN1.3 5
40
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ratos albinos
10 3
BGPN2.6 14 DIAS P.O
5
28 DIAS P.O
10 5
BGSN1 14 DIAS P.O
5
28 DIAS P.O

Figura 1: Divisdo dos animais nos diferentes grupos.

4.3 Procedimento cirirgico

Previamente ao procedimento cirtirgico os animais foram anestesiados com uma
solucdo de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina na proporcao de 1:1 na dose de
0,15ml/100g de peso, apds a injecdo do anestésico esperou-se o tempo minimo de 10
minutos ou tempo suficiente para que o animal ndo respondesse ao teste de preensdo da
pata traseira em seguida foi realizada a tricotomia da pata traseira e assepsia com &dlcool

70%.
4.3.1 Implante intramuscular

Para o implante intramuscular, 50mg do biovidro, na forma de pd (previamente
autoclavado) foram misturadas ao selante de fibrina (TISSUCOL kit 2mL BAXTER)
poucos instantes antes de implantado. Essa medida foi tomada para facilitar o manejo do
material, visto que a sua implantacdo na forma de pé dificulta as andlises histoldgicas

devido a ampla dissemina¢do do material no fluido intramuscular.
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A incisdo foi realizada com aproximadamente dois centimetros de comprimento,
paralela ao ligamento patelar para exposi¢dao da musculatura medial da coxa. Medialmente
ao feixe neurovascular do membro inferior um defeito na musculatura adutora da coxa foi
criado e, essa cavidade foi preenchida com 50mg do biovidro na forma de p6 (Figura 2).

Ap6s o preenchimento da cavidade com o pé essa era suturada.

Figura 2: Cirurgia de implante intramuscular

4.3.2 Defeito 0sseo e Preenchimento com haste de vidro

ApOs a sutura do musculo, o peridsteo do terco proximal da tibia era rebatido
fazendo-se trés incisoes, sendo duas horizontais € uma vertical unindo as extremidades das
duas outras, formando uma “janela”, isso expunha a cortical proximal da tibia. Um defeito
Osseo transcortical com 2mm de didmetro foi criado com uma broca esférica diamantada
com ponta ativa de 2mm de diametro (Figura 3). O defeito foi entdo preenchido com o
biovidro na forma de haste (previamente autoclavado) até o encaixe total. O peridsteo era
suturado recobrindo o defeito e o implante, a seguir foi suturada a pele e nela se aplicava
Rifamicina a fim de previnir infec¢des. O analgésico Dipirona Sddica na dose de

875mg/Kg era administrado, via oral, nos cinco dias seguintes a cirurgia.
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Figura 3: Defeito no terco proximal da face anteromedial da tibia esquerda.

4.4 Eutanasia dos animais

Ap6s completar o periodo de experimentacdo, os animais sofreram eutandsia com
uma dose excessiva de anestésico (Solucdo 1:1 de Cloridrato de Cetamina e Xilazina na

dose 0,30ml/100g).
4.5 Retirada e preparo das amostras

4.5.1 Retirada e fixacao do fragmento muscular

ApOs a eutandsia dos animais o fragmento do musculo contendo o biomaterial era
retirado tomando como referéncia o ponto da sutura dado na cirurgia. O espécime excisado
foi imediatamente colocado numa solugao fixadora (Bouin) onde permanecia por 48 horas,

a solucdo estava contida em potes estéreis devidamente identificados.
4.5.2 Retirada e Fixacao da tibia contendo a haste de vidro

Uma vez procedida a eutandsia e a retirada do fragmento muscular contendo o
material a tibia foi retirada através de sua desarticulagdo nas articulacdes do joelho e
tornozelo, e foi seguida por uma “limpeza” do osso retirando-se o excesso de tecido

muscular envolta, deixando-se apenas uma pequena lamina de tecido mole a fim de evitar
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danos ao peridsteo. O osso foi colocado em solugdo de formalina a 10% com solugao
tampao fosfato 0,1 M pH 7,3, a temperatura ambiente pelo periodo de 48 horas para

fixacao.

Passadas 48 horas de fixacdo tanto as tibias quanto os fragmentos musculares (visto
que espera-se que o material induza a formacdo de osso dentro do fragmento) foram
submetidos a um processo de descalcificagdo em solucdo de EDTA 5% (fosfato de sédio
monobasico, fosfato de sédio bibasico, NaCl e EDTA sal dissédico) que foi trocada de 2
em 2 dias durante o periodo de 4 semanas ou tempo necessdrio para que se pudesse

transpassar com facilidade uma agulha pelo espécime.
4.6 Microscopia de luz

Uma vez procedidas a fixacdo e a descalcificacdo os fragmentos eram desidratados
em éalcool, diafanizadas em xilol e embebidos em parafina liquida para confeccdo dos
blocos para microtomia. Foram obtidos cortes de 6 um de espessura que foram corados

com Hematoxilina e Eosina.
4.7 Imuno-histoquimica

As seccdes transversais dos musculos contendo os implantes foram desparafinadas
em xilol e reidratadas numa série descendente gradual de alcodis. A recuperacdo antigénica
foi feita em tampdo citrato em trés ciclos de cinco minutos em microondas. A peroxidase
endogena foi bloqueada com H»O; 0,3% em metanol absoluto. Apds o bloqueio das
proteinas inespecificas em BSA3% por uma hora os cortes foram incubados overnight com
anticorpos monoclonais de rato anti-VEGF. Anticorpos IgG anti-mouse conjugado com
peroxidase foram utilizados como anticorpos secunddrios. Diaminobenzidina (DAB) foi
utilizada para revelar. Os cortes foram entdo contra-corados com hematoxilina por 10

segundos.
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4.8 Analises Morfométricas

Foi utilizado um fotomicroscépio da marca Nikon modelo 80i com cdmera Nikon
modelo DS-Ril e o software NIS-Elements: Advanced Research 3.0 (USA) no qual foram

avaliados os seguintes parametros:

4.8.1 Area de osso subperiostal no defeito 6sseo

A mensuragdo da drea de osso subperiostal neoformada foi feita em um campo com
objetiva de 40x na cortical de cada lado adjacente ao implante em cinco cortes ndo-seriados
de cada animal e a média entre as dreas mensuradas era registrada (Figura 4). O niimero
minimo e confidvel de campos para as medidas morfométricas foi obtido de acordo com o

estudo de Mandarim-de-Lacerda (1995).

Figura 4: Fotomicrografias demonstrando o método de mensuracdo da drea de osso subperiostal (Coloracdo:
hematoxilina e eosina). A: Aumento 20X; B: Aumento de 40X; C: Aumento de 200X; D: Aumento de 400X.
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4.8.2 Osso esponjoso neoformado nas tibias 14 dias

A quantidade de osso esponjoso neoformada foi aferida num aumento de 40x através
da técnica de sobreposi¢do de pontos de intersec¢cdo método introduzido por Mandarim-de-
Lacerda 1995. Para isso se usou uma grade com 99 pontos de intersec¢do na qual era

registrada a quantidade de pontos de intersec¢@o sobre fragmentos dsseos (Figura 5).

Figura 5: Fotomicrografias demonstrando o método de mensuracédo do osso esponjoso (Coloragdo: hematoxilina e
eosina). A: Aumento de 100x; B: Aumento de 400x.

4.8.3 Espessura da limina éssea formada ao redor do implante

A espessura da lamina dssea formada ao redor do implante foi mensurada
numa objetiva de 40x em 20 pontos diferentes, sendo cinco medidas por campo,

e a escolha dos campos era feita aleatoriamente (Figura 6).
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Figura 6: Fotomicrografias demonstrando o método de andlise da espessura da ldmina formada ao redor do implante
(Coloragdo: hematoxilina e eosina). A: Aumento de 20X. B: Aumento de 400X.

4.8.4 Numero de vasos sanguineos

A contagem dos vasos sanguineos era feita manualmente no aumento de 40x das
laminas marcadas por técnica imunohistoquimica com anti-VEGF. O niimero total de vasos
ao redor do implante foi registrado e a densidade de vasos foi calculada dividindo esse

nimero pela drea total ocupada pelo material implantado (Figura 7).

Figura 7: Fotomicrografia da técnica utilizada para contagem dos vasos (Marcagdo Imunohistéquimica anti-VEGF).
A: Area total do implante (aumento de 40X); B: Contagem dos vasos (aumento de 400x).
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4.9 Analise Estatistica

Foi realizado o teste Shapiro-Wilk para atestar a normalidade dos dados. A
comparacdo entre as médias das dreas de osso subperiostal dos grupos, bem como entre as
médias das espessuras da lamina 6ssea formada ao redor do implante e nimero de vasos
sanguineos por mm? foram feitas através de um ANOVA — One-way com post hoc Tukey
(caso as variancias fossem homogéneas) ou Games — Howell (para varidncias nao
homogenias). As comparacdes entre a quantidade de osso esponjoso formado nos grupos de
14 dias, devido a ndao-normalidade dos dados, foram feitas através do teste Kruskal-Wallis,
usando-se a comparagdo entre o grupo controle (BG45S5) e cada um dos grupos através do
teste Mann-Whitney como post hoc. Para essas comparagdes uma correcdo de Bonferroni
foi aplicada e entdo os efeitos foram reportados em um nivel de significancia de 0,0167.

Para os demais testes adotou-se um o = 0,05.

5.0 RESULTADOS

5.1 ANALISE DAS TIBIAS:

5.1.1 Analise Histolégica:

Em todos os grupos e para todas as datas pos-cirurgia, pdde-se observar que a
presenca do implante de vidro estimulou a formagdo de um calo dsseo na cortical ao redor
do implante, onde o osso imaturo rico em células e coldgeno desorganizado predomina
(figura 8). Em nenhum dos grupos foram observados sinais significativos de inflamagao ou
rejeicdo ao material, com degeneracdo Ossea ou presenca de infiltrado inflamatdrio

significativo.
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Figura 8: Fotomicrografias de cortes transversais da tibia. Presenca do calo dsseo na cortical adjacente ao implante de
BG45S5 (A), BGSN1 (B), BGPN2.6 (C), BGPN1.3 (D) apos 14 dias (Coloracdo: hematoxilina e eosina) . Aumento de
40X.

No 28° dia a parte da cortical que estava em contato com o vidro apresentou
trabéculas bem mais compactas do que no 14° dia em todos os grupos, exceto no grupo

BGNSI1 (Figura 9).
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Figura 9: Fotomicrografias de cortes transversais das tibias 28 dias apos implante do BG45S5 (A), BGPN1.3 (B),
BGPN2.6 (C), BGSN1 (D) (Coloracdo: hematoxilina e eosina). Aumento de 40X (A,B,C) e 100X (D).

Ap6s 28 dias uma lamina 6ssea era nitida ao redor do implante em todos os grupos,

demonstrando a capacidade osteocondutiva de todos os materiais testados (Figura 10).

Figura 10: Fotomicrografia de um corte transversal da tibia demonstrando a lamina ossea formada em todos os
grupos apos 28 dias de implante (Seta (Coloracdo: hematoxilina e eosina). Aumento de 40X.
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5.1.2 Morfometria:

A comparacdo entre as médias das dreas de osso subperiostal entre os grupos 14 dias
e entre os grupos 28 dias revelou ndo haver diferenca entre os grupos apds 14 dias [F(3,16)
= 1,881, p= 0,174, o= 0,34]. No entanto, no 28° dia a adi¢do do 6xido de ni6ébio na
composi¢do do vidro apresentou um efeito significativo sobre a indug¢do de formagdo 6ssea
[F(3,16) = 6,375, p=0,005, o= 0,67] sendo que o grupo no qual foi implantado o BGPN1.3
apresentou uma area média de osso subperiostal (51513,88+ 1265,13p2) significativamente
maior que o grupo controle (BG45S5) (46537,19 + 2050,08 pz) e do que o grupo BGSN1
(40614,49+ 3360,57 u*) (Figura 11).

Area de osso subperiostal em relacio ao tipo de material & o tempo de vida pés-
oparatério

Chas PO da auianasa
&0 060 00 =1 5114 chas

LR R
2T N\ N

=0 grups BGPFN1.3 78 teve méadia signilicathvamantes maior gue o grupe BGSN1 28

Figura 11: Area média de osso subperiostal mensurada em cada grupo

Quando comparadas as espessuras médias das laminas dsseas formadas ao redor do

implante nos grupos 28 dias, observou-se ndo haver diferenca significativa entre os grupos

[F(3,16) = 0,423, p=0,739, o= 0,31] (Figura 12).
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Espessura da lamina ¢ssea formada ao redor do implante apos 28 dias
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Figura 12: Espessuras médias das laminas osseas formadas ao redor do implante apos 28 dias.

A quantidade de osso esponjoso diferiu significativamente entre os grupos [H(3) =
11,93, p= 0,008]. Foi utilizado o teste Mann-Whitney para determinar onde estava a
diferenca. Uma correcido de Bonferroni foi aplicada e entdo os efeitos foram reportados em
um nivel de significancia de 0,0167. A substituicdo de 1,3% de peso total do P20O5 por
Nb205 resultou num aumento significativo (U= 0,000, p=0,004, r= 0,84) da quantidade de
pontos sobre tecido 6sseo, ao passo que, os grupos BGPN2.6 (U = 12, p=0,495, r=0,033) e
BGSNI1 (U=5,5, p=0,087, r=0,46) nao diferiram do controle. (Figura 13).
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Figura 13: Quantidade de osso esponjoso formado ao redor do implante apos 14 dias. *Diferenca significativa
p<0,0167

5.2 NUMERO DE VASOS SANGUINEOS

Vasos sanguineos foram observados principalmente na capsula fibrosa que se formou ao
redor do implante, mostrando que a presenca do implante estimulou a formacdo de ramos
vasculares a partir de vasos existentes no tecido ao redor, formando uma rede que circundava todo o
implante por vezes emitindo ramos mais profundos no mesmo. Pode-se observar ampla marcacao
do VEGF em toda drea de implante, em diversos tipos celulares, em todos os grupos, tanto apds 14

quanto ap0s 28 dias (Figura 14).
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Figura 14: Fotomicrografias de cortes transversos dos fragmentos musculares contendo o biomaterial na forma de po
(marcagdo imunohistoquimica anti- VEGF). Vasos sanguineos podem ser observados na cdpsula fibrosa que separava
o implante (BGPN1.3) do tecido muscular (Circulos vermelhos). Areas acastanhadas sdo as que contém VEGF
imunomarcado (Aumento de 100X).

Tanto apés 14 quanto ap6s 28 dias havia de 10 a 18 vasos sanguineos por mm?® na drea do
implante em todos os grupos, ndo havendo diferenca significativa entre eles [F(3,20)= 1,137,

p=0,358, w=0,13]. (Figura 15).
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Figura 15: Densidade de vasos sanguineos nas dreas do implante intramuscular apos 14 e 28 dias.
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6.0 DISCUSSAO

Os vidros bioativos apesar de apresentarem bioatividade classe A (osteoindutivo e
osteocondutivo) sofrem grande restricdo em sua exploracdo comercial devido a baixa
resisténcia mecanica, o que impossibilita seu uso em 0ssos que suportam carga mecanica
constante. Esse fato estimulou a busca por materiais mais resistentes, que mantivessem
bioatividade semelhante. A introducdo do 6xido de ni6bio em ligas metdlicas e em
revestimento de implantes vem se mostrando uma solu¢do para melhora de suas
propriedades mecanicas, uma vez que esse confere ao vidro uma maior resisténcia a

s e 16314
corrosdo e a fadiga 63148

, nesse contexto, a utilizagdo do 6xido de ni6bio como componente
de vidros bioativos parece ser uma alternativa promissora para incremento de suas
propriedades mecanicas e consequentemente de sua exploragdo comercial, porém, nenhum
estudo analisou a biocompatibilidade e bioatividade de vidros contendo esse 6xido. Nesse
contexto, o presente estudo objetivou testar as propriedades bioativas dos vidros contendo
oxido de nidbio. Os resultados encontrados revelaram que os tecidos respondem aos vidros

estudados de forma semelhante ao vidro controle nao apresentando resposta inflamatdria

significativa.

6.1 Biocompatibilidade

A avaliacdo da citotoxicidade dos implantes vitreos deve levar em consideracdo os
efeitos locais e sistémicos decorrentes da presenca do implante, uma vez que localmente o
implante reage com o tecido adjacente e que ions provenientes da corrosdo do material
podem atuar de forma sistémica. O presente estudo analisou apenas as respostas locais da
adicao de 1, 1,3 e 2,6% de peso total de 6xido de nidébio na composi¢ao do Bioglass®, ja
que os efeitos sistémicos foram bem descritos por Dsouki et al. 2014° que, aps tratarem
ratos com uma dose unica intraperitoneal de 3% de 6xido de nidbio diluido em PBS,
quantificaram as células do peritonio e sua viabilidade, realizaram citometria de fluxo no
sangue e andlise histoldgica de cortes do figado. Esses autores concluiram que o 6xido de
niébio, nessa proporcao, estimulou um aumento do nimero de células no peritdnio sem

alterar a viabilidade celular, ndo havendo modificagcdes hematoldgicas e que uma
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degeneracdo hidrépica média € observada 7 dias apds o tratamento mas que os hepatdcitos
se regeneram completamente até 12° dia, demonstrando que essa degeneracdo ndo ¢

progressiva.

A avaliacdo qualitativa do implante no osso mostrou auséncia de células
inflamatérias ou degeneragdo dos osteoblastos tanto no 14° quando no 28° dia sem
qualquer sinal de dano ao tecido dsseo preexistente, revelando compatibilidade com o
tecido 6sseo. Esses resultados corroboram os achados de Matsuno et al. 2001 que ao
analisarem a resposta tecidual a implantes de ligas de nidbio atestaram a
biocompatibilidade e osteocondutividade do material quando sob a pele e na medula 6ssea
de ratos. Outro estudo, analisando a biocompatibilidade do niébio como revestimento de
implantes in vitro, concluiu que a superficie de niobio apresenta biocompatibilidade
superior a superficie pldstica controle (do meio de cultura) e do que a superficie de aco

inoxidavel*®.

Esses achados mostram que os vidros contendo 6xido de ni6bio em sua composi¢ao
ndo apresentam toxicidade local quando implantados em ossos e que essa resposta foi
similar ao vidro BG45S5, amplamente utilizado para diversos fins biomédicos. Esse
resultado completa os achados sobre a biocompatibilidade do niébio que em conjunto
apontam o niébio como um metal biocompativel, seja local ou sistemicamente, que pode

ser utilizado para implantes sem risco aos pacientes.

6.2 Bioatividade

Todos os vidros implantados apresentaram-se bioativos uma vez que estimularam a
formacdo de um calo 6sseo na cortical adjacente. A magnitude desse calo diferiu entre os
grupos, sendo que no grupo onde foi implantado o BGPN1.3 a formacdo Ossea foi
significativamente superior ao vidro controle (BG45S5) apds 28 dias. Além disso, a
quantidade de osso esponjoso formado em resposta a presenca da haste de vidro foi

superior ao controle apds 14 dias.

A capacidade osteocondutiva de ligas metalicas e revestimentos contendo nidbio é

. . 394 . L.
bem descrita na literatura®”*®. Ademais, na sua forma de 6xido e como componente de

38



vitrocerdmicas, sabe-se que a liberacdo de Ca*?, Na* (provenientes do CaO e NaO) pelo
material que ocorre em troca com o H+ da solugdo leva a formacdo de grupos Nb-OH?.
Esses grupos Nb-OH sdo efetivos para a nucleacdo da apatita, formando cristais com
formas conicas ou esféricas, a depender das enzimas e proteinas presentes na solucio”"*’
mas que independentemente da forma aumentam a complexidade da superficie do material,
aumentando assim a sua drea de contato, 0 que aumentaria a adsorcao de proteinas3  Um
estudo recente mostrou que a adicdo do nidbio acelera e potencializa as reacdes que
ocorrem na interface material-osso que conduzem a formacdo da camada de

. . .. 36 . . . . - .
hidroxiapatita™ o que poderia contribuir para uma maior osteoinducao pelo mecanismo de

osteogénese de contato.

Kushwaha et al. 2011, ao cultivar células mesenquimais humanas sobre
vidroceramicas de fluorapatita dopadas com 1% de 6xido de nidbio e com modifica¢des
microestruturias em sua superficie, mostrou haver maior adesio celular sobre superficies
mais complexas, em comparagdo com uma superficie polida e que além de se aderirem
precocemente ao material, as células se diferenciaram em osteoblastos, secretaram matriz
rica em fibrilas semelhante a colageno e nddulos ricos em cdlcio se formaram, foi digna de
nota nesse estudo a preferéncia da adesdo dos prolongamentos osteobldsticos as esferas
submicroscépicas formadas a partir da nucleacdo da apatita, quando analisados sob

microscopia eletronica de varredura.

Os resultados do presente estudo confirmam os achados de Matsuno et al. 2001 com
respeito a formacdo de uma lamina dssea ao redor do implante com espessura variando
entre 29 e 48 pm. Os autores do estudo citado atestaram a eficidcia da observacdo e
mensuracdo da espessura dessa lamina através de microscopia Optica de laminas coradas
com HE comparando este tipo de andlise com andlise de imagem composicional e
mapeamento elemental por EPMA, onde os resultados encontrados foram semelhantes, e os
permitiram comprovar a capacidade osteocondutiva de um implante metalico com forma de
fio, alojado na medula 6ssea do fémur de ratos wistar. A formagdo dessa mostra que todos

os vidros sdo osteocondutivos.
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Possivelmente o aumento do pH proporcionado pela dissolu¢do de parte da
superficie do material, somado a nucleacdo da apatita desestabiliza a interface material-
0ss0, 0 que € necessdrio para a ligacdo osso material in vivo, uma vez que essa modificacdao
cria uma micro complexidade tridimensional que permite a osteogé€nese de contato
provavelmente pela maior adsorcdo de fibrina. A osteogénese de contato € explicada por
Davies 2007 como sendo completamente dependente da complexidade da superficie a qual
0 o0sso vai crescer. Em sua revisdo ele defende a teoria de que o osso é que se liga ao
material e ndo o contrario como se pensava, € que para que isso aconteca faz-se necessario
uma superficie ndo polida, com uma complexidade em escala micro ou nanoscOpica para
permitir maior drea para adsor¢do de proteinas, principalmente fibrina, pois sobre a fibrina
ha agregacdo de plaquetas que se ativam e liberam citocinas que recrutam células
indiferenciadas e estimulam a diferenciacdo destas em células semelhantes a osteoblastos,
que liberam matriz e essa se calcifica de forma a se interdigitar entre as ranhuras

microscopicas na superficie do material.

Aplicando-se esses conceitos aos resultados do presente estudo, a formacdo da
lamina 6ssea ao redor do vidro contendo 6xido de nidbio e a maior formagdo de 0sso
subperiostal em contato com a haste de vidro pode ter ocorrido devido a uma maior
complexidade da superficie do material causada pela dissolu¢do de parte da superficie no
fluido corpdreo ao passo que a parte contendo o nidbio manteve-se e serviu de centro de
nucleacido de apatita, formando esferas ou cones, fazendo assim com que a superficie se
tornasse bastante irregular em escala micro e/ou nanoscopica, permitindo a subseqiiente

ligacdo com o 0sso pelo mecanismo supracitado.

Os biovidros com nidbio testados no presente estudo mostraram-se osteoindutivos,
uma vez que estimularam a formagdo de maior volume osso superiosteal tanto na segunda
quanto na quarta semana pos-cirurgica e estimularam a formacao de uma lamina ésseo ao
redor da haste implantada na tibia apds 28 dias. Esses achados mostraram que a
incorporagdo do 6xido de niébio na rede do vidro ndo prejudicou a capacidade do material
de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais da camada interna do peridsteo em
células da linhagem osteogénica. Sabe-se que os vidros bioativos sdo capazes de estimular a

diferenciacdo e proliferacdo de células mesenquimais em osteoblésticas por estimular
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passagem da fase G1 para a fase S do ciclo celular, e que isso é induzido pela ligacdo dos
. 2 42 ” c

fons Ca™ e Si*" a receptores de superficies dessas células, desencadeando cascatas
intracelulares que culminam com a expressdo de genes relacionados a esse avango no ciclo

20
celular™.

Os resultados do presente estudo ndo permitem afirmar se a formacdo do tecido
6sseo foi estimulada pela dissolucdo dos mesmos fons Ca** e Si* que ocorre no BG45S5
sem participacao dos fons Nb+ ou se houve ha participa¢ido dos fons Nb na sinalizacdao que
desencadeou a diferenciagdo, proliferagdo e maturacdo dos osteoblastos. Nao ha estudos
que analisaram os fons provenientes da dissolucdo de vidros bioativos contendo 6xido de

niébio, como existe para o BG4585°%%

porém, Matsuno et al. 2001 analisando através de
EPMA revelou nao haver ions Nb ao redor do implante intramedular de um metal composto

quase que puramente de niobio, demonstrando a alta resisténcia a corrosdo desse metal.

6.3 Angiogénese

A andlise de cortes transversais dos musculos contendo o vidro na forma de pé
misturado a cola de fibrina marcados por técnica imunohistoquimica revelou que varios
vasos sanguineos estavam presentes na regido do implante, principalmente na cdpsula
fibrosa que circundava os implantes, ndo havendo diferencas significativas entre os grupos,
0 que demonstra que os vidros com niébio em sua composi¢do, assim como o BG45S5

também sdo capazes de estimular a angiogénese.

A angiogénese € um processo essencial para formacio e regeneracdo de qualquer
tecido, pois € através dos novos vasos que o oxigénio, nutrientes e fatores de crescimento,
por exemplo, poderdo chegar as células bem como residuos provenientes do metabolismo
celular serdo removidos. Nesse contexto, é fundamental que implantes sejam capazes de
permitir e/ou estimular a formagdo de vasos que vao ser responsaveis pelo sucesso a médio
e longo prazo do enxerto. Diversos estudos relatam a capacidade pré-angiogé€nica do
Bioglass 45S5 como constituinte de compoésitos biodegraddveis, esponjas, e vidro-
ceramicas, bem como em estudos in vitro suplementando meios de cultura com os produtos

A . ~ . 6,1532,33
16nicos da dissolucdo do vidro .
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Essa capacidade dos vidros bioativos € atribuida a uma possivel interacao dos fons
provenientes da dissolu¢do do vidro no fluido corpdreo, principalmente Si e Ca com
receptores de membrana de uma série de células capazes de sintetizar e secretar fatores de
crescimentos relacionados com a angiogénese (principalmente o VEGF). Os receptores
especificos sensiveis a esses ions nao sdo conhecidos, nem qual a influencia de cada um
deles separadamente, no entanto, é fato que ha um aumento de 200% na expressdo do gene
VEGF em osteoblastos quando expostos aos produtos da dissolu¢do do Bioglass 45852,
Uma avaliagdo qualitativa dos cortes transversos dos musculos contendo o implante
permite se observar que hd ampla marcacdo do VEGF por todo o corte em todos os grupos
tanto apds 2 quanto apds 4 semanas de cirurgia, o que apenas nos permite hipotetizar que os
vidros contendo 6xido de nidbio assim como o BG45S5 estimularam a producdo do VEGF
por diversos tipos celulares™ e que o VEGF juntamente com outros fatores (como a
hipoxia) teria estimulado o brotamento de vasos a partir de vasos preexistentes nos tecido
adjacente através da conversdo de células endoteliais quiescentes em um fendtipo
angiogénico pela ligacio do VEGF com receptores transmembranicos VEGF 1,2 e 3 com

L. L. . . . . -~ Lo 46
um dominio catalitico intracelular que ativa uma cascata de sinalizacio especifica™.

Nos vidros contendo 6xido de nidbio o mecanismo de indu¢do da angiogénese deve
ser o0 mesmo do BG45S5 uma vez que estudos mostram que esse fon tem baixissima
solubilidade logo, dificilmente deixa o material para se dissolver no fluido e entdo, nao
estaria diretamente relacionado com esse processo. De fato o presente estudo mostra que
musculos implantados com qualquer um dos materiais apresentaram densidade de vasos
semelhantes o que nos permite inferir que a adi¢do no Nb na composi¢do do Bioglass nao
comprometeu sua capacidade pro-angiogénica em nenhuma das concentragdes estudadas,
sendo assim, os beneficios provenientes dessa adicdo (mecanicas e bioativos) podem ser

aproveitados sem perda dessa propriedade tdo importante (pré-angiogénica).

O presente estudo apresenta resultados que indicam boa osteocondutividade,
osteoindutividade e biocompatibilidade dos vidros contendo Nb,Os, principalmente ao se
substituir 1,3% de peso total do P2O5 por 1,3% de peso total do Nb,Os. No entanto, varios
aspectos dos mecanismos pelos quais esses vidros estimulam a osteogénese ainda precisam

ser esclarecidos, como quais os produtos da dissolu¢do desses vidros, quais as moléculas
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sinalizadoras estdo envolvidas, quais as vias intracelulares ativas € como o material

influencia o ciclo celular de osteoblastos expostos a ele.

7.0 CONCLUSAO

A substitui¢do da 1,3 wt% do P,Os (formador de rede) por Nb,Os na rede do vidro
(feita no BGPNI1.3) destacou-se resultando no aumento da bioatividade do material,
estimulando maior formagdo tanto de osso cortical quanto esponjoso, além disso, essa
substituicdo ndo alterou significativamente o nimero de vasos sanguineos na drea de
implante. Ademais, os vidros contendo niébio apresentaram-se compativeis com o tecido
dsseo uma vez que a resposta inflamatoria incitada pela sua presenca foi praticamente nula,
assim, em conjunto esses achados atestam que a adi¢ao de niébio melhora a bioatividade do

BG45S5 podendo assim ser usada como solucdo para a para produgdo de implantes.
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