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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a respostadgioh do tecido subcutdneo de camundongos a
implantagdo de um novo biovidro a base de 6xidmidbio e 6xido fosforoso. A morfologia do materfai
analisada por microscopia eletronica de varredora espectroscopia de raios X por dispersdo de i@nerg
(MEV/EDX) e a resposta tecidual foi avaliada apoplantacdo de 30mg do biovidro no tecido subcut@fzeo
regido dorsal de camundongos Balb/c (n=15), segl®@010993-6. Apds o periodo de 1, 3 e 9 semarsas, 0
animais foram sacrificados e as necropsias fixadagormol tamponado pH 7,2 e submetidas ao praoessto
classico para inclusdo em parafina. Contudo, nenprotesso convencional de desmineralizacdo de @ssos
biomateriais cerdmicos foi capaz de desmineralzamaterial. Alternativamente, o material obtido foi
reprocessado e incluido em resina para corte emdtoimo de impacto. O estudo histopatolégico comside
para analise: reacdo inflamatéria (intensidadeé&l@las polimorfonucleares, mononucleares e célgigantes
multinucledas das do tipo corpo estranho) e procdssreparo (tecido de granulacéo e fibrose). Aisméo
biomaterial no MEV/EDS demonstrou particulas irteges com ampla variacdo dimensional e presenca de
niobio, fésforo, célcio, carbono e oxigénio. A asdl histologica mostrou moderado infiltrado inflaére
composto de células mononucleares na semana Jlalalgsapareceu nos periodos subsequentes. Ap& 3 e
semanas, vasos sanguineos foram observados coengaegiscreta de células gigantes multinucleagbes ti
corpo estranho contendo particulas de biovidroidleim Mesmo apés 9 semanas, ndo se observou peeden
capsula fibrosa ao redor do material. Em nenhum embop verificaram-se focos de necrose nem sinais de
degradacdo das particulas. Baseado nestes resufieglminares foi possivel concluir que o matetéstado é
biocompativel e ndo-bioabsorvivel. A compara¢ddedbfovidro contendo niébio, especialmente impldata
intra-0sseo, permitira avaliar seu real potencsal como enxerto 6sseo.

Palavras chavesbiomaterial, biovidro, éxido de niébio, biocomibdtdade

Biocompatibility in vivo study of a new bioglass made up niobium oxide

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the bioldgiesponse to the implantation of a new biocompeatib
glass based on niobium oxide and phosphorus o¥danning electron microscopy with energy dispersive
spectroscopy evaluated the morphology of the mat¢BEM/EDS) and the tissue response was evaluated
implantation of 30mg of biocompatible glass on subneous tissue of Balb/c mice (n=15) as ISO 10R93-
After the period of 1, 3 and 9 weeks, the animadsenkilled and the necropsies were fixed in buffei@malin
pH 7.2 and processed for inclusion in paraffin raftemineralization step in Allkymia solution; hovegy no
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demineralization conventional procedure for bond aaramics biomaterials was sufficient to decompbse
material. Alternatively, the material was proceskmdnclusion in resin for being cut by high impawicrotome.
The histopathological study considered inflammateaction (intensity of polymorphonuclear, monoeacland
giant multinuclear foreign body cells) and repanogess (granulation tissue and fibrosis) for evabna
SEM/EDS analysis showed irregular particles witldevsize variation and presence of niobium, phosghor
calcium and oxygen. Despite of the presence atsifaccluded during the histolopatological procegsin
microscopic analysis showed moderate inflammatafijtriate with the presence of mononuclear cellsvaek 1,
that disapeared in the next implantation periodterA3 and 9 weeks, blood vessels were observel,discrete
presence of foreign body giant multinuclear cetiataining particles of niobium biocompatible glagsen after
9 weeks, no fibrous capsules were observed arohadgtanules of material. Necrosis foci and pamsicle
degradation signs were not detected in no one empatal period. Based in these preliminary restttsyas
possible to conclude that the tested material @edrnpatible and not bioabsorbable. The comparidothis
biocompatible glass containing niobium, specialigfted into intraosseous sites, will allow the enagiion of its
real potential use as bone graft.

Keywords: biomaterial, bioglass, niobium oxide, biocompditiypi

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias, associadawan¢o humano nas diversas areas do
conhecimento, trouxe muitos beneficios para a dadé de vida da populagdo relacionados a melhargadde
e do bem-estar. Neste processo, deve-se dar destmpecial a uma area multidisciplinar que estuda e
desenvolve materiais potencialmente aplicadostans&s bioldgicos danificados com finalidade de larxseu
reparo ou substitui-los, denominada de Biomateriais

Os biovidros foram desenvolvidos pelo Prof. LarryHench, em 1969. Foram sintetizados vidros com
composicdes a base de silica, pentdxido de fostododo de célcio e 6xido de sodio. Esses matef@iam
desenvolvidos para utilizacdo como implantes fagedu ndo a carregamento, como recobrimentos Wisati
sobre implantes metalicos e granulos bioativos.i@IBss®, um dos biovidros mais estudados, é himatu
seja, capaz de se ligar quimicamente ao tecid@mpesrigere-se que seja bio-reabsorvitgl. [

A maior parte dos biovidros, ou vidros biocompatiyém a silica como principal 6xido formador de
rede vitrea. O nome biovidro é uma tradugdo dapesimdo comercial denominada Bioglass®, que teftica s
como formador de rede vitrea. Entretanto, outidsos biocompativeis podem ser denominados biosidrmas
ndo Bioglass®, e ndo contém sili&ad. O Bioglass®, contém cerca de 40-55% de,SI2-25% de CaO, 19-
25% de NgO e 6% de s e apresenta uma reatividade de superficie espeecjfie aumenta a interacdo com
tecido circundante devido a agdo de aditivos, piameente Oxidos alcalinos. Este sélido amorfo ndo é
intrinsecamente adesivo, mas € capaz de formarigag@io coesiva com ambos o0s tecidos duro e maadyu
exposto a apropriado ambienie vivo ou in vitro, como fluido corporal simulado ou tampdo tris-
hidroximetilaminometano, para o desenvolvimentag& camada superficial de carbonato apatita petea¢ao
de espécies ibnicas do material em grandes qudetdd,5 Quando imersa em um meio aquoso, a superficie
do biovidro libera fons NaK* e C&". Essas espécies sdo repostas com ig3 ¢h solugéo por meio de uma
reacdo de troca ibnica que produz uma camada gtigede silica-gel. Uma camada de carbonato apatit
parcialmente amorfa se forma no topo da camaddida gel, a qual pode evoluir para hidroxiapatitistalina.
[4.9 Essa camada é semelhante a apatita 6ssea e idada “bone-like apatite”. Quando formada apés
imerséo em fluido corpdéreo simulado (“simulatedypfidid”, SBF), € indicativa de bioatividade.

O tamanho das particulas interfere no tempo deldisgo ibnica do biovidro; particulas menores séo
mais rapidamente dissolvidas, devido a sua maiea 8e superficie ] Sugere-se que o biovidro apresente
capacidade de ligacdo superior aos outros bioraatensteosubstitutos devido a sua reatividade erdof
fisioldgicos. Uma série de reacdes quimicas é adesiada em cascata quando o biovidro estd imerso em
solucdo em solugdo aquosa, resultando na formagéimed camada de hidroxiapatita, a qual o ossoazapse
ligar por meio de trés processos gerais: clivagsohjbilizacdo e precipitacdo7,B.d Pré-osteoblastos séo
atraidos para a camada de hidroxiapatita e liberanstituintes organicos, promovendo a mineraliza€iio
resultado final € uma forte interface consistindm ema espécie de camadas: biovidro-gel de silica-
hidroxiapatita-osso 6], 7,10
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O niébio, quando testado isoladamente, revela soeoimpatibilidade quando enxertado em tecido
subcuténeo de ratos em 4 semanas e um maior ptestgocondutor quando enxertado em fémur de emo3
e 4 semanas, com mais neoformacao éssea e detbrca@dcio e fosfato se comparado a outros metaidHfT
Ta e Re). 11] Demonstrou-se que o oOxido de nidbio, sintetizambo sistema Ds-BaO-K,O-Nb,Os para
aplicacdo ndo biomédica, é o componente do videoogmpete com o 6xido de fosforo, substituindoropas
fosfato. [L2] Compdsitos a base de nidbio, beta-tricalcio fimstahidroxiapatita aumentam significantemente a
atividade de fosfatase alcalina e a calcificacdo @&teoblastos humanos, sendo a quantidade deotecid
calcificado diretamente proporcional a concentraggidons nidbio dissolvidos no meio e derivadosndterial
testado, podendo este ser considerado efetivoopaearo 6sseolf]

Amostras com baixos teores dgPe altos teores de NDs (30 mol%) foram avaliadas, demonstrando-
se que os biovidros niobo-fosfatos eram citocompatie tinham um comportamento biolégico similar ao
sistema Si@P,0s-Ca0-NaO, onde altas razdes®/CaO inibem a proliferacdo celuld}[Entretanto, ndo ha
estudos quanto a resposta tecidual a este noveiaha objetivo deste trabalho foi avaliar a respdbiolégica
ao novo vidro niobo-fosfato implantado em tecidbauaneo de camundongos.

2 MATERIAIS E METODOS

O vidro niébio-fosfato foi produzido e caracterigado Instituto Militar de Engenharia - IME (Rio de
Janeiro, Brasil) como descrito anteriormeritg].[ As amostras (n=3) para a analise morfolégicarfofixadas
em porta amostra com fita condutora de dupla fasiperficie foi recoberta com carbono a fim desgnbtar a
conducdo eletrbnica. As analises em Microscopi&r@iza de Varredura com espectroscopia de raigoixX
disperséo de energia (MEV/EDX) foram realizadaseguipamento Jeol JSM 5800LV (Suécia).

O estudoin vivo (aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa AnidaalUniversidade Federal
Fluminense, registro °n0036/08), conduzido no Biotério do Nicleo de ArnBn&xperimentais da mesma
instituicdo, usou camundongos Balb/c (n=15), pesdtig e com 2 meses de idade. Foi realizada aieeste
intramuscular com solucdo de ketamina (100 mg/keltbvands, Brasil) e xilazina (10 mg/kg, Veltbrands
Brasil), seguida de tricotomia e anti-sepsia coonedlidina alcodlica 0,5% na regido dorsal dos aisniacisao
linear e divulsdo expuseram a regido subcutaneaipgiantacdo do material (p6 com 30 mg), sutucaaha fio
nylon 5.0 (Ethicofi, Johnson & Johnson, Brasil). Os animais foram asousando sobredose anestésica em 1, 3
e 9 semanas pos-cirurgia, seguindo a 1SO-109934)e[ dissecado por animal um bloco de tecido comtend
area do implante do biomaterial e tecido saudavekedor. O processamento histolégico das amostiatadas
contou das etapas de fixagcdo em formol 10% tammomadl 7,2, por 48 horas, seguida da desmineralivaegé
solugcdo desmineralizadora da Allkymia e process&meonvencional para inclusdo em parafina. Contado,
desmineralizacdo do biomaterial ndo foi obtidayltasado em destruicdo dos cortes. O material fmiaeessado
para inclusdo em resina cujos blocos foram obtighds desidratagdo em etanol 95%, 100% e 70% pho4B
cada banho (£€), clarificagdo em xilol por 1 dia (28), imers&o na solucéo 1 (7,5 ml de metil-metacriéa2,5
ml de di-butil-ftalato) por 2 dias, solugdo 2 (#f1b de metil-metacrilato, 2,5 ml de di-butil-ftalatd,1 g de
peréxido de benzoila) por 2 dias sempre sob refigg® (+4C) e solucéo 3 (7,5 ml de metil-metacrilato, 2,5 ml
de di-butil-ftalato, 0,25 g de peréxido de benzofar 1 dia na estufa em 39°. Cortes com 5um dessspa
foram corados pela técnica Hematoxilina-Eosina ranfosubmetidas a analise descritiva que avaliogamea
inflamatéria (presenca e intensidade de célulasmpolonucleares, mononucleares e células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho) e processejgaro (tecido de granulagao e fibrose).

3 RESULTADOS

3.1  Microscopia eletrénica de varredura:

O material testado demonstrou ter uma estruturatitoitla por particulas irregulares com variacao
dimensional de 310 a 7ptM (Figura 1 A) e diferentes caracteristicas de igie, em sua maioria lisa, mas
apresentando regides rugosas (Figura 1 B). A midlee quimica por espectroscopia de raios X pepetsao
de energia de elétrons (MEV-EDX) confirmou a conigis projetada, a base de nidbio (Nb), fésforo ¢BIgio
(Ca), carbono (C) e oxigénio (O) (Figura 1 C).
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Figura 1: Caracterizacdo em MEV do material. A- Granulobideidro com ampla variagdo dimensional
evidenciados por microscopia eletrdnica de vare@IEV), Magnificagdo: 50x (A). Detalhe da supedido
granulo de biovidro, lisa em sua maioria (setasdas), mas com regides rugosas (seta preta), Nzagéb:
200x (B). C- MEV-EDS mostrando composicao do biowi(Nb, P, Ca, C e O).

3.2 Microscopia Optica:

Uma surpresa digna de nota no presente estudarfoapacidade de desmineralizar o biovidro & base d
nidbio. O processamento acelerado com solu¢do desatizadora da Allkymia ndo surtiu qualquer efeito
mesmo apds 1 semana. Alternativamente, o processarfté refeito para inclusdo em resina e, novameat
alta dureza do material promoveu a ruptura da amostas ndo seu corte. Conseqiientemente, a qualitbad
corte foi muito prejudicada, restando fragmentos tdeido e de material. Paralelamente, tentou-se a
desmineralizagdo dos granulos com solugcdo de Mersmesmo apoés, 30 dias, os granulos permaneceram
inalterados. Nos cortes obtidos, corados em HE]l esmana, foi observada a presenca de moderaliaddi
inflamatorio composto de células mononuclearesératia de células polimorfonucelares ou focos deosec
com tecido de granulacdo circundando os granulosndterial enxertado. Ao longo dos periodos de 3 e 9
semanas, observou a estabilizacdo da respostaudbadracterizada pela presenca nova microarqratetu
vascular préximo aos granulos do material, presenten tecido conjuntivo em sua maioria frouxo, roas
areas de denso ndo-modelado, contendo baixa ddasitta células gigantes multinucleadas (englobando o
material particulado), macrofagos e fibroblastogfa 2). Ndo se observaram sinais de fibrose dorrdos
granulos do material.
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Figura 2: Resposta tecidual ao biovidro implantado em s@mad de camundongos. Coloracao: Hematoxilina-
Eosina.l semana: A- Granulos de biovidro (B) com interposicao dede de granulacéo, Magnificagdo: 88x.
semanas. B- Biovidro (B) interposto por tecido conjuntivd@) frouxo e muitos vasos sanguineos (seta branca),
Magnificagdo: 200x; C- Nitida interface biovidro)(@tecido conjuntivo (TC) (seta preta), com fraddtrado
inflamatdrio mononuclear (asterisco), Magnificacd@0x; D- Ampla varia¢&o dimensional do biovidrg,(Bdo

peneirado, em contato com tecido conjuntivo (TCaghificagdo: 800X semanas. E- Células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho (CGMCE) contesrcseu interior particulas birrefrigentes de lowj em

contato com tecido conjuntivo (TC), Magnificaca@0@x, F- Biovidro (B) circundado por tecido conjivot
(TC) frouxo com abundante presenca de vasos saapldongestos (seta branca), Magnificacao: 800x.

4  DISCUSSAO
O Brasil € o maior produtor de nidbio, possuindgereas entre 85 e 90% de todo o niébio do planeta.
[15] Portanto, aplicagBes comerciais para esse mstl éxido sdo de interesse nacional.
578



LIMA, C. J.; CASTRO-SILVA, I. |.; BARROS, L. F. HSILVA, M. H. P.; GRANJEIRO, J. M.; Revista Matéria 16, n. 1, pp. 574 — 582,
2011.

Estudos anteriores demonstram que o biovidro pogsnde capacidade osteocondutora, elevada
biocompatibilidade e ndo promove interposicéo deltefibroso na interface com ossh6[ 17 Além disso, o
biovidro pode promover a migracao, replicacdo erdiiciacdo de células mesenquimais da medula dssea
humanos em osteoblastos, por meio da ativagdo dirob® genético que leva a producdo dos fatores de
crescimento, confirmando a sua atividade osteoamdufl6,1§ Em relacdo a outros substitutos dsseos testados,
o biovidro foi capaz de estimular proliferacéo @sswis rapida.l9

Em um estudo comparando hidroxiapatita e biovifisodescrito que a velocidade de crescimento do
0ss0 ao redor das particulas do biovidro foi mada e o 0sso neoformado mais den2@. A vascularizagao
observada no leito de implantes tratados com hiovfid mais pronunciada do que no sitio control&nidisso,
os defeitos tratados com biovidro geram cerca ds slazes mais tecido dsseo do que os defeitootripl]

Neste estudo, avaliou-se a resposta tecidual addbdode niébio desenvolvido no grupo de pesquisa
[12] e nao citotoxicoJ]. Considerando-se o conceito dos 3Rs (reductepiacement, refinement) quanto ao uso
de animais de experimentacdo, optou-se por naaiinzlgrupo controle nesse etapa do trabalho, pgpséoo
intento foi identificar a resposta tecidual a utmpasto inédito. A verificagdo do tipo, intensidadeomposicéo
do infiltrado inflamat6rio, bem como da degrada@éio ndo, do biomaterial) e das caracteristicasedinld ao
redor do material ao longo dos periodos experinesto suficientes para suportar uma analise preline a
conclusdo apresentada no trabalho, como ja publiaateriormenteZ2-24. Vale destacar, ainda, que a opgéo
pelo modelo para avaliar a biocompatibilidade ebtaténeo de ratos é fundamentada no fato de quentdwo
desenvolvimento e avaliagdo de biomateriais, osgsagiciais de caracterizagdo biolégica envolvertestes de
citotoxicidade [ISO-10993-5], dados j& publicad8k B biocompatibilidade [ISO-10993-6] em subcutaadeo
roedores antes dos testes de implantacéo intradsssa rota de estudo, embora um pouco mais |pegaite
conhecer melhor as propriedades biolégicas do hemah em avaliagdo, como amplamente publicado na
literatura. Essa sequencia logica de estudos éastnatégia importante para que se possa conhecenagon
profundidade a resposta celular e tecidual ao Wiemahem estudo, bem como minimizar o risco deesdizar
estudos mais complexos e caros com materiais qderipm ser excluidos em uma andlise preliminar.sblos
estratégia mostrou-se acertada, pois, ao congfaéao biovidro de niébio ndo é absorvivel e nensipat de
processamento histolégico convencional, indicoe@essidade de modificagBes no processo de sirdesedb
otimizar as propriedades biolégicas do biomateriagntendo sua biocompatibilidade e agregando uma
propriedade muito importante que é a biodegradiulk. Assim, apds os ajustes nas propriedades @wiaha
sua eficiéncia podera ser determinada utilizandmsdelos intradsseos e comparando-se a respogladiea
controles adequados, como materiais a base dedlsviisponiveis no mercado ou outras cerdmica® @m
hidroxiapatita.

A analise das sec¢fes histolégicas permitiu observdesenvolvimento de uma reacdo granulomatosa
tipo corpo estranho discreta com presenca de séfligantes multinucleadas tipo corpo estranho iératfo
mononuclear sugestivo de macrofagos, porém livresihais de destruicdo tecidual no subcutdneo de
camundongos. Este tipo de reacdo € bastante comumateriais a base de biovidr@y, bem como a
praticamente qualquer biomaterial, sintético owrgt implantado no tecido subcutéaneo de roed@@27, ou
subcutaneo de coelho28] Ainda, nos periodos experimentais avaliados,s&0 observou fibrose ao redor das
particulas.

Importante destacar que o material ndo pode sebiiphdo em nenhuma das solu¢des avaliadas,
indicando que a incorporacao do nidbio promovestih@ reducado da bioabsor¢do do biovidro. No ptesen
estudo, pode-se observar que durante a microtgraaulos do material foram fragmentados, restamgiona
mais periféricos justapostos ao tecido subcutames, com perda da por¢do central do material. Amtagnte.
foi relatado que a associacdo de nidbio a um potimeomoveu a diminui¢do da cinética de sua degéla
mesmo apos 48 semanas da implanta¢Zd). A associacdo do nidbio visou superar limitagcGesmréntes aos
proprios biovidros, 0s quais possuem um bom corapm@hto quanto a compresséo, porém sob tracao @céwol
€ insatisfatéria. Com o mesmo objetivo surgiramcompadsitos ceramicas/polimeros, onde as propriedade
mecanicas do polimero sdo otimizadas utilizand@seeramica como refor¢o, além da propriedade de
bioatividade das mesmaS8Q

A presenca de particulas do material no interiocélelas multinucleadas sugere que ele seja dedpada
ao longo dos periodos experimentais, como obseresdooutro estudo onde houve reabsorcdo parcial e
substituicdo por tecido conjuntivo em tecido suécab de ratos3[l] A tendéncia atual é procurar desenvolver
compositos utilizando polimeros biodegradaveis.aPane os polimeros sejam utilizados como enxertos
biodegradaveis alguns requisitos devem ser obemecidmo: a biocompatibilidade, a facilidade detimbe da
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degradacéo, a nao toxicidade dos produtos da degiface a facilidade de excrecdo destes prod@BasEm

oposicao a relatos da literatura, o biovidro ddicidnostrou-se completamente ndo absorvigd, 34
Considerando os conceitos modernos de MedicinariRegiiva, a resisténcia deste biovidro de nidbio a

biodegradacdo mostra-se como um desafio ao des@neolto do biomaterial. Novas rotas de sinteseoesta

sendo avaliadas com o intuito de superar estad@ad inicial. Por outro lado, aplicagbes que preoh de

resisténcia mecanica do material potencialmentemosker beneficiadas pelo uso deste material. Aantatéo

do biovidro de ni6bio no tecido ésseo permitirderadar melhor essa questao.

5 CONCLUSOES

O biovidro a base de 6xido de ni6bio e 6xido foz$or mostrou-se biocompativel e ndo absorvivel nas
condi¢des experimentais utilizadas.
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