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NOTA PRELIMINAR

A presente Dissertacéo foi redigida conforme o Manual para Normatizacao
da Defesa do Trabalho Final proposto pelo Programa de Pdés-Graduagdo em
Odontologia da Universidade Federal da Paraiba, adotando o formato alternativo.
Um artigo cientifico compde este trabalho de Dissertacdo, o qual foi redigido de
acordo com as exigéncias normativas do periédico Materials Science and
Engineering C.
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RESUMO

A busca por enxertos 6sseos ideais impulsiona a produgdo de novos biomateriais
osteocondutores e osteindutores. Materiais cristalinos dopados com ion estréncio
(Sr**) podem ser uma alternativa para a regeneracdo 6ssea de defeitos de
tamanho critico. Objetivou-se caracterizar, avaliar a bio-reatividade in vitro e o
potencial de neoformagéo éssea in vivo de materiais cristalinos dopados com Sr”.
O p6 cristalino (CP), similar ao vidro bioativo (VB) S53P4 e modificado com Sr**, foi
produzido via rota sol-gel e tratado termicamente a 800 °C. Para incluir o Sr** no
CP, houve a substituicdo em mol de 12,5 % ou 25 % de Oxido de Calcio (CaO) por
Oxido de Estroncio (SrO). Trés materiais cristalinos foram utilizados: CP sem Sr?*
(CPSr0), CP com 12,5 % de Sr** (CPSr12,5) e CP com 25 % de Sr** (CPSr25). A
composicao quimica dos CP (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) foi analisada por
energia dispersiva de raios X (EDX). O perfil de liberacdo de Sr?* em agua
destilada (1, 6 e 12 horas) foi obtido por espectroscopia de absorcao atbmica em
chama (FAAS). A bio-reatividade foi avaliada in vitro por imersao em fluido corporal
simulado (SBF) (24, 72 e 168 horas) e analisada por difracao de raios X (DRX). No
teste in vivo foram realizados 2 defeitos criticos de 7 mm de didmetro na calvaria
de ratos Wistar macho, totalizando 30 defeitos, que foram randomicamente
distribuidos nos grupos: (1) Controle negativo — codgulo sanguineo; (2) Teste 1 —
CPSr0; (3) Teste 2 — CPSr25. As avaliagbes foram feitas no periodo de 14 e 28
dias pds-cirirgico com o numero amostral por grupo, em cada periodo, de quatro
para a microtomografia computadorizada (micro-CT) e cinco para a andlise
histolégica. A dopagem com Sr** foi confirmada pela presenca de SrO nas
porcentagens de 2,209 % e 6,929 %peso para CPSr12,5 e CPSr25. Os valores de
liberagdo de Sr** do CPSr25 foram maiores, com comportamento crescente até o
tempo de 6 horas e pequeno declive em 12 horas. Constatou-se picos
caracteristicos de hidroxiapatita (HA) (26 2, 32 2, 40 °, 45 2, 50 ° e 56 °) nas
amostras ap6s analise de bio-atividade. No periodo de 168 horas, maiores picos de
HA (26 ° e 32°) foram observados no CP sem Sr®*. A avaliagdo do micro-CT e da
histomorfometria das amostras obtidas do teste in vivo mostraram que o CPSr25 foi
estatisticamente maior que o CPSr0 para o volume 6sseo (p = 0,016), densidade
Ossea volumétrica (p = 0,016) e area de neoformacédo 6ssea (p = 0,025) aos 28
dias, indicando que a dopagem com Sr?* tem maior potencial de regeneracéo



Ossea. Na analise histolégica do grupo CPSr25 foram constatados maiores valores
para 0 grau de vascularizacdo aos 28 dias quando comparado ao CPSr0 (p =
0,003). Em conclusao, os CP obtiveram sucesso no processo de dopagem e
liberacdo idnica de Sr?*, observados por meio de EDX e FAAS. Os picos principais
de HA demonstraram menores valores para os CP com Sr®* no periodo de 168
horas. A substituicdo de CaO por SrO apresentou melhores resultados no reparo
de defeitos criticos sob o ponto de vista microtomografico e histolégico. Esses
dados confirmam que a dopagem dos biomateriais com fons Sr** é uma boa
estratégia para uso como substitutos 6sseos na cicatrizacao de defeitos criticos.

Palavras-chave: Materiais Biocompativeis; Ceramicas; Estroncio; Regeneragéo
Ossea.



ABSTRACT

The search for ideal bone grafts drives the production of new osteoconductive and
osteocutaneous biomaterials. Crystalline materials doped with strontium ion (Sr?*)
may be an alternative for bone regeneration of critical size defects. The objective of
this study was to characterize, evaluate the in vitro bio-reactivity and in vivo bone
neoformation potential of Sr** doped crystalline materials. The crystalline powder
(CP), similar to the bioactive glass (BG) S53P4 and modified with Sr?*, was
produced via sol-gel route and heat treated at 800 °C. To include Sr®* in the CP,
there was a molar substitution of 12.5 % or 25 % of calcium oxide (CaO) by
strontium oxide (SrO). Three crystalline materials were used: CP without Sr?*
(CPSr0), CP with 12.5 % Sr?* (CPSr12.5) and CP with 25 % Sr?* (CPSr25). The
chemical composition of the CP (CPSr0, CPSr12.5 and CPSr25) was analyzed by
energy dispersive x-ray (EDX). The release profile of Sr** in distilled water (1, 6 and
12 hours) was obtained by flame atomic absorption spectroscopy (FAAS). The bio-
reactivity was evaluated in vitro by immersion in simulated body fluid (SBF) (24, 72
and 168 hours) and analyzed by X-ray diffraction (XRD). In the in vivo test, 2 critical
defects of 7 mm in diameter were performed on the calvarium of male Wistar rats,
totaling 30 defects, which were randomly distributed in the groups: (1) Negative
control - blood clot; (2) Test 1 - CPSr0; (3) Test 2 - CPSr25. The evaluations were
performed in the 14 and 28 postoperative days with the sample number per group in
each period of four for the computerized microtomography (micro-CT) and five for
the histological analysis. Doping with Sr** was confirmed by the presence of SrO in
the percentages of 2.209 % and 6.929 % for CPSr12.5 and CPSr25. The release
values of Sr?* of CPSr25 were higher, with increasing behavior until the time of 6
hours and small slope in 12 hours. Characteristic peaks of hydroxyapatite (HA) (26
32 7% 40 ¢, 45 °, 50 ° and 56 °) were determined in the samples after bioactivity
analysis. In the 168 hour period, higher HA peaks (26 ° and 32 °) were observed in
the CP without Sr®*. The micro-CT and histomorphometry of the samples obtained
from the in vivo test showed that CPSr25 was statistically different and higher than
CPSr0 for bone volume (p = 0.016), percentual bone volume (p = 0.016) and new
bone formation (p = 0.025) at 28 days indicating that Sr** doping has a greater
potential for bone regeneration. In the histological analysis of the CPSr25 group, it
was observed higher values for the degree of vascularization at 28 days when



compared to CPSr0 (p = 0.003). In conclusion, CP were successful in the doping
process and ionic release of Sr** observed through EDX e FAAS. The main HA
peaks showed lower values for CP with Sr** in the time of 168 hours. The
substitution of CaO by SrO presented better results in the repair of critical defects
from the microtomographic and histological point of view. These data confirm that
doping of biomaterials with Sr?* ions is a good strategy for use as bone substitutes
in the healing of critical defects.

Keywords: Biocompatible Materials; Ceramics; Strontium; Bone Regeneration.
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1. INTRODUCAO

A reconstrucdo bem sucedida de defeitos 6sseos criticos ocorridos por
lesbes traumaticas, inflamagdes, infeccbes microbianas, deformidades congénitas
e resseccOes tumorais, que nao se regeneram espontaneamente, é um problema
gue motiva a criagdo de novos biomateriais na odontologia (1,2). O acometimento
dos tecidos periodontais e a perda de 6rgaos dentais interferem diretamente no
equilibrio das forcas oclusais do sistema estomatognatico, pois induzem a
reabsorcdo do processo alveolar e, consequentemente, causam problemas
relacionados a digestao, a fonética e a estética dos pacientes (3). Defeitos 6sseos
criticos quando tratados com enxertia tém o0 seu processo de reparo
potencializado, propiciando a estabilidade oclusal e a possibilidade de reabilitacao

funcional via implante dentario (1).

Os enxertos 6sseos mais usados para recuperacdo da forma e fungédo de
tecidos afetados sdo o autégeno, o homogeno, o heterégeno e o aloplastico (4).
Esses enxertos contribuem para a formacdo de suporte 6sseo através dos
mecanismos osteogénico, osteocondutor e/ou osteoindutivo. Enxertos aloplasticos
vém obtendo destaque devido as limitagdes e aos riscos associados aos demais
substitutos, como o fornecimento désseo limitado, a morbidade do banco do
doador, a hospitalizacdo prolongada e os potenciais riscos de infecgao e rejeicao
do sistema imunoldgico (5). Os materiais sintéticos mais utilizados na odontologia
incluem a hidroxiapatita (HA), o beta-fosfato-tricalcio (B-TCP), os metais, os
polimeros e os vidros bioativos (VB) (6).

Os VB foram criados por Larry L. Hench no final da década de 60. Trata-se
de uma composicao especial de um vidro, biocompativel, osteocondutor e
osteoindutor (7), baseada nas porcentagens do sistema 6xido de sodio-6xido de
calcio-pentoxido de difésforo-6xido de silicio (NaxO-CaO-P.05-SiO») (8). Quando
esse material entra em contato com o organismo, desenvolve em sua superficie
uma camada de HA bioativa responsavel pela forte ligacao ao tecido 6sseo (9). A
caracteristica da bioatividade esté diretamente relacionada a composi¢do quimica
do vidro, tendo como concentragdo maxima permitida a porcentagem de 55 a 60
% de SiOp, altas concentracdes de CaO e Na,O e baixas de P»Os (10,11). A
queima controlada desses materiais a 800 °C também contribui com a

1



biocompatibilidade, pois possibilita a formacao da fase cristalina bioativa combeita
(1Na,0-2Ca0-3Si0y) (12,13).

A formacao da camada de HA foi descrita por Hench (2013) (14) e envolve
um mecanismo quimico constituido por cinco fases distintas conforme
esquematizado no quadro 1. Durante a primeira reagdo quimica, ocorre uma
rapida troca de ions sédio (Na™) da superficie do vidro com ions hidrogénio (H") e
hidronio (H3O") da solugdo. No segundo estagio, a quebra das ligacdes siloxano
(Si-O-Si) e a formacao de grupos silanol (Si-OH) na interface resulta na perda de
silica sollvel (SiO,) para a solugdo, na forma de &cido ortossilicico [Si(OH)4]. Na
terceira etapa, ocorre a condensagcao e a repolimerizagdo dos grupos silanol
formando uma camada rica em silica na superficie do material deficiente de
cations alcalinos e alcalino-terrosos. Durante o quarto passo, ions calcio (Ca®*) e
fosfato (PO4*) migram para a superficie do vidro formando um filme amorfo rico
em Oxido de calcio (CaO) e pentdéxido de difésforo (P2Os) que cresce pela
incorporacdo de Ca*? sollvel e fosfatos a partir da solucao fisioldgica. Durante a
ultima etapa, o filme amorfo é cristalizado com ions hidroxila (OH") e carbonato
(COs%) presentes na solucdo, originando finalmente a camada de hidroxiapatita
carbonatada (HCA). O rapido crescimento de aglomerados de HCA na superficie
do vidro adsorve moléculas bioldgicas (fibras colagenas) que facilitam a acao dos
macréfagos. Em 24 a 48 horas, as células-tronco fixam-se na superficie bioativa e
iniciam a produgéo de fatores de crescimento, havendo a geracdo de uma matriz
extracelular que sera posteriormente cristalizada (6 a 12 dias), camada essa
propicia a proliferacao e ao crescimento ésseo (14).



Troca de ions Na* com fluidos corporais
. 2

Quebra de ligagdes siloxanos (Si - O - Si) e formagao de grupos

silanol (Si - OH) na interface
3

Condensagao e repolimerizagao dos grupos silanol
Si-OH+Si-OH » Si-0O-Si

¥
Camada rica em silica na superficie do material
L
Migracéo de ions Ca** e PO,> para superficie
¥
Cristalizagao do filme amorfo com fons OH e CO5*
¥
Formacao de uma camada de hidroxiapatita carbonatada
¥
Adsorcao de fracoes biolégicas na camada de HCA
¥
Acéao dos macréfagos
R g

Fixacao de células-tronco
i 3

Diferenciagéo das células-tronco
2 2

Cristalizacao da Matriz
2

Regeneracao Ossea

Quadro 1. Esquema do mecanismo de agao do Vidro Bioativo
Fonte: Hench, 2013 (14)

Os VB podem ser produzidos por diferentes processos. O método padrao
consiste no derretimento de 6xidos a temperaturas entre 1100-1300 °C e posterior
fusdo dessa mistura (15). Entretanto, esse método apresenta desvantagens como
resultar em materiais quimicamente heterogéneos, graus de contaminacao
variavel (16) e defeitos na integracao do material (17). A rota sol-gel oferece um
método alternativo ao procedimento tradicional para preparo de materiais

vitroceramicos (16).

A sintese sol-gel envolve a producdo de uma solucdo (sol) composta por

precursores liquidos a temperaturas relativamente baixas (16). A mistura de sol



passa por hidrélise e condensacgéo para formar o gel. O gel é seco e estabilizado
em temperaturas entre 600 e 800 °C. Os materiais bioativos sintetizados por esse
método apresentam maior pureza, homogeneidade, controle de composigéao (18),
possibilidade de alteragdo de textura da sua microestrutura (15) e a presencga de
porosidades que permitem um aumento de area de superficie de contato (18-20).
Além disso, a temperatura de estabilizacdo dos géis (680 °C) coincide com a faixa
de temperatura (600-700 °C) de cristalizacdo do material. Dessa maneira,
materiais parcialmente cristalinos sdo produzidos, compostos por fases cristalinas
bioativas - silicatos de sodio (Na>,CaSi»Os e Na>Ca,Si3Oyg) (15,16,21).

Em 1969, Hench desenvolveu o VB S53P4 (BonAlive® Biomaterials Ltd,
Finlandia) constituido por 53 % de SiOz, 23 % de NaO, 20 % de CaO e 4 % de
P>Os. Atualmente, esse é um dos VB mais estudados por apresentar potencial de
osteoconducao (22-24), de diferenciacdo osteogénica de células-tronco humanas
(25) e de angiogénese (24). Diferentemente dos demais VB, o S53P4 apresenta
efeito antibacteriano (22,26-28), contribuindo para a protecéo de superficies de
biomateriais da colonizacdo de micro-organismos (28). O encolhimento e o dano
da membrana celular dos micro-organismos ap6s exposi¢cdo ao VB S53P4 sao
observados na analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV), entretanto o
mecanismo de agéo nao foi completamente estabelecido, necessitando de novas
investigacdes (27). E sugerido que a acdo antimicrobiana desse material deva-se
ao efeito alcalinizador do meio (29) e a elevada pressao osmotica que contribuem
para um ambiente inapropriado ao crescimento microbiano (26). Essas
propriedades fazem do VB S53P4 um material ideal na regeneracdo éssea, pois
une a agdo promotora éssea a atividade antibacteriana, sendo um potente
material de preenchimento de cavidades infectadas e restabelecimento da fungéo
(30).

Varios estudos in vitro demonstram o efeito antimicrobiano do VB S53P4
sobre bactérias: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Actinomyces naeslundii, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis
(31), Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae (22,32). Bons resultados foram observados em um estudo

in vitro sobre 17 espécies bacterianas anaerdbicas clinicamente importantes,



demonstrando ter, o VB S53P4, um forte efeito inibidor de crescimento sobre
todos os agentes patogénicos testados (33). A reducao bacteriana em biofilmes
de Staphylococcus aureus foi estudada em diferentes tamanhos de particulas do
VB (0,5-0,8 mm e < 45 um), constatando-se que a maior agéo antibacteriana esta
relacionada com o aumento da area superficial de contato (26).

O efeito antimicrobiano de CP (particulas < 2 um) semelhante ao VB
S53P4 com substituicoes de 0 % (CPSr0), 12,5 % (CPSr12,5) e 25 % (CPSr25)
de CaO por SrO, em concentragdes < 100 mg/mL, foi avaliado sobre bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Streptococcus
mutans, e leveduras do género Candida: C. albicans, C. glabrata, C. kruseri e C.
tropicalis. Os CP dopados com Sr®* demonstraram pequeno retardo do efeito
antimicrobiano, alcangando inibicdo completa sobre os fungos e as bactérias em
72 horas. Valores de pH maiores que 10, mensurados apds 6 horas de contato
dos CP com o meio, exibiram correlacdo positiva com o efeito inibitério sobre os

micro-organismos avaliados (34).

O VB S53P4 vem sendo usado para tratar uma variedade de condicbes
médicas (35) a exemplo de defeitos 6sseos vertebrais por espondilodiscite grave
(24), osteomielite crbnica (36-38), infeccdes articulares 6sseas e protéticas (14),
lesbes osteocondrais do joelho (39), colesteatoma-obliteracdo da cavidade
mastoide (40-43), defeitos de tumor 6sseo benigno (23), fratura zigomatica-érbito-
maxilar (44) e revestimento de implantes reconstrutores (28). Na odontologia tem
sido testado como medicacdo intracanal de dentes (45), osteointegracdo de
implantes (46,47), regeneracao 6ssea de cavidades cisticas, defeitos ésseos na
maxila e mandibula (48) e na regeneracao éssea periodontal (49).

Apesar da excelente capacidade de ligagdo com 0ssos e tecidos moles, os
VB tém aplicacao restrita como material de suporte por sua eminente fragilidade
(50). Diante disso, a bioengenharia tecidual trabalha para proporcionar melhores
caracteristicas estruturais e funcionais, incorporando metais, ceramicas,
polimeros e ions. Diferentes ions podem ser adicionados aos VB, a exemplo do
zinco, magnésio, zircbnia, titanio, boro, cobre, prata e estréncio, com a finalidade
de potencializar a funcionalidade e sua bioatividade (51).



O Sr* induz beneficios a mineralizagdo e & resisténcia déssea. O
entendimento das vias de acgdo farmacolégica do Sr** nos processos de
reparacao éssea obtiveram notaveis avangos nos ultimos anos. Sabe-se que o
Sr** reduz a diferenciacio e a atividade celular dos osteoclastos e,
consequentemente, promove sua apoptose e a diminuicdo da reabsorcao dssea.
Outro efeito do Sr®* é estimular o processo de diferenciacdo de células
mesenquimais estromais (MSCs) em osteoblastos (52,53). Os alvos moleculares
desse ion ainda sdo objetos de estudo, mas suspeita-se que eles atuem em alvos
semelhantes aos do fon célcio (Ca?*), mediante semelhanca estrutural entre eles.
A estimulacdo de receptores sensiveis ao Ca** em osteoclastos e osteoblastos
ativam a fosfolipase CB, o inositol 1,4,5-trifosfato e a liberagdo de Ca**
intracelular. O fon Ca** induz a ativacdo da MAP quinase (proteina ativada por
mitbgeno) regulada pela sinalizacao extracelular 1 e 2 (MAPK ERK1/2) e pela via
de sinalizacao Wnt/Fator Nuclear de Células T ativadas (Wnt/NFATc). Ao fim, as
moléculas reguladoras ligantes do receptor ativador do fator nuclear kappa B
(RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) controlam o mecanismo da reabsorcao

Ossea (54).

Cientes do potencial terapéutico do Sr®*, Gorustovich e cols (2010) (55)
avaliaram, pela primeira vez, a osteocondutividade de particulas do VB 45S5
dopados com 6 %SrO em mol (45S5.6Sr) implantadas na medula éssea da tibia
de ratos. As evidéncias desse estudo indicaram que n&o houve diferenga
significativa entre as particulas 45S5 e 45S5.6Sr. Consoante as evidéncias, outro
estudo verificou a estabilidade de implantes de ceramica de vidro (4,5SiO>—
3Al,035—1,5P,05-3SrO-2SrF2) com completa substituicdo de fons Ca?* por Sr?*,
em um modelo de fémur de coelho, analisado apds 12 semanas por micro-CT. A
biocompatibilidade e a capacidade de regeneracao éssea foram semelhantes ao
VB sem substituicdo, entretanto, percebeu-se que elevadas quantidades de Sr**
nao influenciaram negativamente nas propriedades de bioatividade e na

reconstrucdo 6ssea (56).

Goel e cols (2011) (57) investigaram a influéncia do SrO na capacidade de
formacao de apatita em SBF quando substituicbes de até 10 %mol eram
realizadas no VB [(36,07-x)Ca0-xSrO-19,24Mg0O-5,61P-38,49Si0-0.59CaF]. Foi



visto que a capacidade de formacdo de apatita diminuiu significativamente
conforme aumento de Sr?* e consequente diminuicido de Ca*®. Isso pode ser
explicado pela incapacidade de formagdo da fase precursora do fosfato de
octacalcio em baixas concentracdes de Ca* (58).

Diferentemente, Jebahi e cols (2013) (59), utilizando um modelo de
cicatrizacdo de defeito criado na lateral de céndilo femoral de rato, provaram que
a substituicdo de 0,1 % em peso de Sr** no VB 46S6 (considerada a
concentragdo de Sr®* préxima a existente no corpo) aumentou a formacao éssea
e a quimiotaxia de osteoblastos para a regido. Interessados em aprofundar essas
evidéncias, Zhang e cols (2013) (52) verificaram o efeito estimulador de
arcaboucos mesoporosos de VB [Sr/Ca/P/Si = x/15/5/(80-x)], sem e com Sr?* (0;
2,5 e 5 %mol) sobre a proliferacdo e diferenciagdo osteogénica de MSCs da
medula éssea in vitro, e sobre defeitos de femur de tamanho critico em ratas
ovariectomizadas. Os resultados mostraram que os fons Sr®* aumentaram
significativamente a multiplicacdo de MSCs e estimularam a expressdo de
marcadores de diferenciagdo de osteoblastos [fosfatase alcalina de figado (ALPL),
proteina 6ssea gamma carboxyglutamato (BGLAP), coladgeno tipo 1 alfa 1
(COL1A1) e fator de transcricao 2 (RUNX2)]. In vivo, viu-se maior regeneracao
6ssea de defeitos osteoporéticos preenchidos com VB dopado com Sr?
sugerindo que a incorporacdo de fons Sr?* seja um método terapéutico promissor

na regeneracao de fraturas ocasionadas pela osteoporose.

Santocildes-Romero e cols (2015) (53) também investigaram o efeito da
substituicdo parcial (50 %) ou total (100 %) de CaO por SrO (em molar) do VB
45S5 sobre MSCs da medula éssea de rato in vitro. Essa substituicao resultou em
aumento da solubilidade do biomaterial, podendo ter causado uma inibicao da
atividade metabdlica celular em composicées com 100 % de Sr®*. Entretanto,
analises de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real detectaram
a regulacao da expressao de alguns genes (ALPL e BGLAP) da diferenciacédo
osteoblastica na presenca de composicdes substituidas por Sr?*. Esse resultado
apoia o conceito de que VB podem exibir seletividade em células in vitro,

favorecendo a diferenciacdo em uma linhagem osteogénica.



Apesar do VB S53P4 ter sido descoberto ha algum tempo, foi pouco
explorado pela area da biotecnologia tecidual éssea, necessitando de novos
estudos que venham melhorar as propriedades bioativas desse material. Baseado
nas propriedades de osteoconducgéo, osteoinducdo e atividade antimicrobiana do
VB S53P4, e no potencial terapéutico do fon Sr**, esse trabalho teve como
proposito caracterizar, avaliar a bioatividade in vitro e a neoformagéo 0ssea in
vivo de materiais cristalinos dopados com Sr?*. H1: A adicdo de Sr** em CP
semelhantes ao VB S53P4 pode interferir nas caracteristicas fisico-quimicas, na
bioatividade e no potencial regenerativo ésseo.

1. CAPITULO 1

O manuscrito a seguir sera submetido para publicacdo no periédico
“Materials Science and Engineering C”.

Caracterizacao, avaliacao da bioatividade in vitro e da neoformacao dssea in

vivo de materiais cristalinos dopados com ions estréncio

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar, avaliar a bio-reatividade in
vitro e os ganhos potenciais 6sseos in vivo provenientes da substituicdo parcial do
oxido de célcio (CaO) por 12,5 mol% (CPSr12,5) ou 25 mol% (CPSr25) de 6xido
de estréncio (SrO) em pos cristalinos (CP) de composicao semelhante ao S53P4.
A composigao quimica dos CP (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) foi analisada por
espectroscopia de energia dispersiva de raios x (EDX). A bio-reatividade foi
avaliada por imersdo em fluido corporal simulado (SBF) (24, 72 e 168 horas) e
analisada por difragdo de raios X (DRX). O perfil de liberagdo de estroncio (Sr**)
em agua destilada (1, 6 e 12 horas) foi obtido por espectroscopia de absorcao
atdbmica em chama (FAAS). Defeitos 6sseos criticos bilateriais de 7mm foram
criados na calvaria de ratos Wistar. Os defeitos preenchidos com CPSr0 e
CPSr25 faziam parte dos grupos teste e os ndo implantados foram utilizados
como controle negativo. Os animais foram sacrificados apés 14 e 28 dias. A
dopagem com Sr?* foi confirmada pela presenca de SrO nas porcentagens de
2,209 % e 6,929 %peso para CPSr12,5 e CPSr25. Os valores de liberacao de
Sr?* do CPSr25 foram maiores. Os principais picos de HA (26 ° e 32°) no tempo
de 168 horas foram maiores para o CP sem Sr?*. Nas andlises microtomografica
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(n = 4) e histomorfométrica (n = 5) o CPSr25 mostrou valores maiores que o
CPSr0 para o volume 6sseo (p = 0,016), densidade volumétrica éssea (p = 0,016)
e area de neoformacao éssea (p = 0,025) aos 28 dias. A andlise histoldgica (n =
5) revelou maior grau de vascularizacdo aos 28 dias para CPSr25 quando
comparado ao CPSr0 (p = 0,003). Esses dados confirmam que a dopagem dos
CP S53P4 com ions Sr** possui potencial para uso como substitutos 6sseos na

cicatrizacao de defeitos criticos.

Palavras-chave: Materiais Biocompativeis, Ceramicas, Estroncio, Regeneragao
Ossea.

1. Introducao

A restauragcdo bem sucedida de defeitos 6sseos de tamanho critico
ocorridos por lesbes traumaticas, inflamacgbes, infecgcdes microbianas,
deformidades congénitas e ressecg¢des tumorais € um problema que motiva a
criacdo de novos biomateriais na odontologia [1,2]. Os enxertos 6sseos mais
usados para reabilitacdo da forma e da fungdo de tecidos acometidos sédo o
autégeno, o homogeno, o heterogeno e o aloplastico [3]. Enxertos aloplasticos
vém obtendo destaque devido as limitagdes e aos riscos associados aos demais
substitutos, como o fornecimento 6sseo limitado, a morbidade do banco do
doador, a hospitalizacao prolongada, os potenciais riscos de infeccao e a rejeicao
do sistema imunolégico [4]. Os materiais sintéticos mais utilizados como enxertos
na odontologia incluem a hidroxiapatita (HA), o beta-fosfato-tricalcio (B-TCP), os
metais, os polimeros e os vidros bioativos (VB) [5].

O VB S53P4 (53 % de dibéxido de silicio, 23 % de 6xido de sédio, 20 % de
6xido de célcio e 4 % de pentoxido de fosforo) [6] € um dos substitutos dsseos
mais estudados por apresentar potencial de osteoconducdo [7-9], de
diferenciacdo osteogénica de células-tronco [10] e de angiogénese [9].
Diferentemente dos demais VB, apresenta efeito antimicrobiano [7,11-13],
contribuindo para a protecdo de superficies de biomateriais da colonizagdo de
micro-organismos [13]. Sua composi¢cdo quimica, com baixo teor de silica, €
responsavel pela formacao da camada de HA bioativa que se liga fortemente ao
tecido 6sseo [14,15]. Tal vantagem justifica sua selecdo para aplicagao na area
médica [7-9,13,16-23] e odontoldgica [24-28].



A fusdo de 6xidos é o método padrao para producdo desse biomaterial
[29]. Entretanto, esse método apresenta desvantagens como resultar em
materiais quimicamente heterogéneos, com possiveis contaminagdes [30] e
defeitos na integracdo do material [29]. A rota sol-gel oferece um método
alternativo ao procedimento tradicional para preparo de materiais vitroceramicos
[30] e tem como vantagens a obtencao de maior pureza, a homogeneidade, o
controle de composicao [31], a facilidade de alteracdo microestrutural [32] e a
presenga de porosidade que permite um aumento de area de superficie de
contato [31,33,34]. Além disso, a temperatura de estabilizacao dos géis (680 °C)
coincide com a faixa de temperatura (600-700 °C) de cristalizacdo dos VB. Os
materiais resultantes sdo parcialmente cristalinos e compostos pela fase cristalina
altamente bioativa — silicato de sddio (Na>CaSi>Og € Na>Ca,SizOy) [30,32,35].

A bioengenharia tecidual trabalha para proporcionar melhores
caracteristicas estruturais e funcionais, incorporando metais, ceramicas,
polimeros e ions. Diferentes ions podem ser adicionados aos VB, a exemplo do
zinco, magnésio, zircbnia, titanio, boro, cobre, prata e estréncio, com a finalidade
de potencializar sua funcionalidade e bioatividade [36]. Os fons Sr** sao
conhecidos pelo potencial terapéutico sobre o fortalecimento 6sseo. Agem
através de dois mecanismos, a diferenciacdo osteoblastica e a apoptose dos
osteoclastos por vias semelhantes as do fon célcio (Ca?*) [37]. Estudos com
adicdo do Sr** no VB demonstram aumento da formag&o dssea, da quimiotaxia de
osteoblastos [38], da multiplicacdo de células mesenquimais estromais [39] e da
estimulacdo da expressdao de marcadores de diferenciacdo de osteoblastos
[fosfatase alcalina de figado (ALPL), proteina 6ssea gamma carboxyglutamato
(BGLAP), colageno tipo1 alfa 1 (COL1A1), fator de transcricdo 2 (RUNX2)]
[14,39]. Em contraste, estudos in vitro demonstraram que a substituicdo de Ca?*
por Sr?* retardou a formagao de uma fase semelhante a HA em SBF [15,40,41], o
que foi associado a incapacidade de formagdo da fase precursora do fosfato de
octacélcio em baixas concentragdes de Ca** [41].

Estudos in vitro com dopagem de Sr?* em formulagdes S53P4 ja foram
realizados [15,42], entretanto ndo h4 avaliagbes da acao desse ion adicionado ao
S53P4 em modelo animal de defeito critico. Baseado nas propriedades de
osteoconducao, de osteoinducdo e da atividade antimicrobiana do VB S53P4, e
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no potencial terapéutico do fon Sr?*, esse trabalho tem como objetivo caracterizar,
avaliar a bioatividade in vitro e a neoformacdo éssea in vivo de materiais

cristalinos de composi¢do semelhante ao S53P4 dopados com ions Sr?*.

2. Material e Métodos

2.1. Preparacéo dos pds cristalinos

Para a produgédo dos CP, utilizados no desenvolvimento desta pesquisa,
foram usados o tetraetil ortosilicato (TEOS, 99 %), o trietil fosfato (TEP), o nitrato
de calcio [Ca(NO3).-4H20], o nitrato de sodio [Na(NO3)] e o cloreto de estroncio
(SrCly) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), precursores do silicio (Si), do fésforo (P),
do calcio (Ca), do sodio (Na) e do estrdncio (Sr), respectivamente. Inicialmente, o
TEOS foi adicionado ao acido acético a 0,1 mol/L [43]. A quantidade de agua foi
definida de acordo com a relagdo de numero de mol de 4gua com o TEOS (n =
agua/TEOS), baseada em um valor de 35. Apds 3h de agitacao vigorosa através
de um agitador magnético, foram adicionados o TEP, o nitrato de célcio e o nitrato
de sbdio, com intervalo de 1h entre as adi¢cdes, sob agitacdo constante. Nas
composigdbes de CP com Sr2+, a quantidade de reagente foi calculada
considerando uma substituicio em massa dos componentes finais de 6xidos de
CaO por SrO em porcentagens de 12,5 % e 25 % Os valores das massas
utilizadas referentes a esses componentes sdo mostrados na Tabela 1.

As solucdes foram deixadas na estufa a 110 °C por 48h para que ocorresse
a geleificagao e a secagem. Posteriormente, 0s materiais passaram por queimas
de 600, 700 e 800 °C, com taxa de aquecimento de 30 °C/min durante 5h. A
gueima a 800 °C foi escolhida por propiciar a formagéo da fase cristalina bioativa
chamada de combeita [44,45] e por ndo apresentar nitrato de sédio residual [29].
As composicdes obtidas CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25 sdao mostradas na tabela 1.
Finalmente, os materiais foram macerados e peneirados usando uma peneira de
200 mesh (abertura 45um) para obtencdo de particulas que propiciassem uma
maior area de superficie de contato.
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Tabela 1. Massas dos reagentes relacionados aos componentes dos poés
cristalinos estudados (gramas).

Reagentes TEOS Na(NO;) Ca(NO3),-4H.O TEP SrCl,
CPSr0 5.742 1.971 2.636 0.320 0.00

CPSri12.5 5.742 1.971 2.306 0.320 0.201
CPSr25 5.742 1.971 1.970 0.320 0.402

Tabela 2. Composicao dos pés cristalinos estudados (mol %).

Componentes SiO, Na.,O CaO P,0s SrO
CPSr0 53.0 23.0 20.0 4.0 0.0
CPSr12.5 53.0 23.0 17.5 4.0 2.5
CPSr25 53.0 23.0 15.0 4.0 5.0

2.2. Caracterizagao prévia dos pds cristalinos

Os po6s cristalinos CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25 foram caracterizados
anteriormente por analises termogravimétricas (TG/DTG) sob atmosfera de
nitrogénio e aquecimento da temperatura ambiente a 1000 °C a uma taxa de
aquecimento de 15 °C/min (DTG-60H, Shimadzu, Japao) (Fig. 1) [46]. O
comportamento de cristalizagédo foi analisado por difracao de raios X (DRX) (XRD-
6000, Shimadzu, Japao) operado com radiacao alfa de cobre (Cu Ka, A = 0.15418
A) e filtro de niquel (Fig. 2) [46]. Os espectros de infravermelho foram obtidos
usando um espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de fourier (FTIR)
(IRPrestige-21, Shimadzu, Japéo) usando pastilhas de KBr com 64 varreduras e
resolucdo de 4 cm' de 400-4,000 cm™ (Fig. 3) [46]. O tamanho médio das
particulas e o desvio padrao foram estimados a partir de leitura em triplicada
usando um ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) (Tab. 3) [46]. A morfologia
dos CP foi observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) modelo
Quanta 450 (FEI Company, Estados Unidos) (Fig. 4) [46].
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Figura 1. Curvas termogravimétricas e termodiferenciais (TG/DTG) dos pés
cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) expressas como a mudanca do
percentual de massa de amostra em fungao da temperatura.
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Figura 3. Espectros de FTIR dos poés cristalinos CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25.
Bandas caracteristicas: 850 a 1220 cm™ (vidros de silicato), 930 cm™ (ligacédo do
Si-O ao Na* ou Ca®', ou a ligagdo P-O-P), 1070 (grupo fosfato), 530 e 625 cm”
(combeita), entre 1400 e 1515 cm™' (carbonato), 781 cm™ (Sr-0).

Tabela 3. Determinagdo do tamanho médio das particulas dos pos
cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) por ZetaSizer.

Materials Size Standard deviation
CPSr0 1.61 um +0.24 um

CPSr12.5 1.88 um +0.48 um
CPSr25 1.48 um +0.41 pm

Al

Ry " cPSI0 |7 | CPSr12.5

Figura 4. Micrografias (MEV) dos pés cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25)
evidenciando material irregular com tamanho variavel e particulas menores

formando aglomerados ou se unindo as superficies de particulas maiores.
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2.3. Caracterizacao dos pos cristalinos
2.3.1. Analise por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

A composicdo quimica dos pés cristalinos, CPSr0, CPSr12,5, CPSr25, foi
determinada por EDX (Energy Dispersive X ray Analysis) em um espectrdmetro
de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (Shimadzu, modelo EDX-720,

Japao) mapeando-se a distribuicao dos éxidos SiO,, Na,O, CaO, P,Ose SrO.
2.4. Espectroscopia de Absorcao Atémica em Chama (FAAS)

Neste ensaio, 0,225 g de cada CP dopado com Sr®* (CPSr12,5 e CPSr25)
foi imerso em um béquer com 150 mL de agua deionizada, sob agitacdo continua
(taxa média de 75 rpm), a uma temperatura de 22 °C. Com auxilio de uma
seringa, 50 mL da solucdo homogénea foram removidos (60, 360 e 1440 min).
Apoés cada retirada, as solugbes foram filtradas com filtro millipore de 0,22 pm
[47]. As amostras foram acidificadas e a determinacdo de Sr?* realizada por FAAS
(Flame Atomic Absorption Spectrometry) (Analyik Jena, Nov AA3003, Jena,
Alemanha). O experimento foi realizado em triplicata e os valores médios de cada
ponto da curva foram obtidos.

2.5. Testes prévios de bio-reatividade in vitro

Os materiais foram avaliados em SBF (pH 7,4) [48] nos tempos de 24, 72 e
168 h, utilizando MEV (Fig. 5) e por FTIR (Fig. 6) para verificar a formacao de HA
[46].
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Figura 5. Micrografias dos pés cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25) apés 24,
72 e 168 horas de imersdao em SBF com formacao de uma camada compativel
com a HA para todos os CP.
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Figura 6. Espectros de FTIR dos pds cristalinos (CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25)
apos imersao em SBF por 24, 72 e 168 horas com bandas caracteristicas de HA

para todos os grupos (565 e 605 cm™).
2.6. Teste de bio-reatividade in vitro
2.6.1. Difracao de Raios-X (DRX)

A bio-reatividade dos materiais foi avaliada por imersdo em SBF (pH 7.,4)
pelo método de Kokubo e cols (2006) [48]. Os CP foram prensados a 9,81 N por
20 minutos para obtengédo de arcabougos. As amostras foram limpas em acetona
com auxilio do ultrassom por 10 segundos [32]. Apéds, os corpos-de-prova foram
imersos em SBF usando uma proporcao de 2 mg/mL, sob agitacdo constante a 37
°C em mesa agitadora [32] por 24, 72 e 168 h [15]. Ao término de cada periodo,
as amostras foram lavadas com acetona para remover o SBF e para finalizar
qualquer reacgao superficial, e submetidas a secagem [32]. Nos tempos 24, 72 e
168 h, as amostras foram analisadas por DRX (XRD-6000, Shimadzu, Japéao)

para verificar a existéncia de picos caracteristicos da HA nos materiais cristalinos.
2.7. Experimento In vivo
2.7.1. Procedimento Cirurgico

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de
Animais (CEUA) do Centro Universitario de Jodo Pessoa sob o n® de protocolo
002/2019. Ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, com
peso entre 300g e 4009, foram submetidos a anestesia intraperitoneal de 80
mg/kg de Cloridrato de Cetamina 10 % (Cetamin®, Syntec, Brasil) e 10 mg/kg de
Cloridrato de Xilazina 2 % (Xilazin®, Syntec, Brasil) [49]. Apés, foi realizada a
tricotomia na regido da calvaria e a antissepsia da pele com digluconato de
clorexidina a 2 %. Foi feita uma incisdo cutdnea bicoronal, semilunar, com
extensdo de aproximadamente 2 cm, estendendo-se da pele para as camadas
fascial e periosteal que sobrepdem a sutura sagital da calvaria. O tecido
subcutaneo, o musculo temporal e o periésteo foram divulsionados de maneira a
permitir a visualizacdo da regido éssea a ser cirurgiada. Dois defeitos circulares
criticos, com 7 mm de diametro cada, foram realizados na regido da calvaria,
sobre a sutura sagital mediana, com uma broca trefina de 6mm (Harte, Precision
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Grip, Brasil) acoplada a um motor cirurgico portatil (Motor endodéntico X - smart
plus maillefer, Dentsply, Suica), sob baixa rotacdo e irrigagdo abundante com
solucdo salina estéril a 0,9 % (50). Para evitar danos nos tecidos subjacentes, o
osso foi parcialmente perfurado com a trefina e gentilmente elevado com foice
ponta morse (Foice Raspador Extrator Ponta Morse 0/00, Millennium, Brasil) para

separa-lo da dura-mater [49].

Os animais foram divididos aleatoriamente, por sorteio, em trés grupos e
avaliados em 2 periodos distintos (14 e 28 dias), totalizando seis grupos com
namero amostral de 5 defeitos cada. Os grupos receberam material de
preenchimento diferente: coagulo sanguineo, CPSr0 e CPSr25 (50). Os CP foram
previamente esterilizados por éxido de etileno. Nos grupos experimentais tratados
com biomateriais, colocou-se 20mg de CP, de forma a ocupar toda a loja 6ssea
criada. Por cima do material de preenchimento, foi posicionada uma tela de
polipropileno (Tela de Polipropileno Plana Propy-Mesh, Atramat, México) para
promover uma area cirargica livre de invasao epitelial [51] e para protecao da
dura-mater. A sutura da pele foi feita com fio de seda 3-0 (Technew®, Brasil).

Durante o pds-operatério, os animais foram colocados em gaiolas de
polipropileno unitarias, forradas com maravalha (Maravalha de Pinus Biotério —
QUIMIA, Brasil), ciclo dia/noite de 12/12 horas, com facilitagcdo do acesso a dgua
e a ragdo (QUIMIA, Brasil), administracdo de dose Uunica de 0,2 mL do
pentabidtico (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal
Ltda., Brasil) e 50 mg/Kg de dipirona de 8 em 8 horas por 5 dias, ambas
medicagdes por via subcutanea [52]. Os animais ficaram sob observacao durante
as 4 horas posteriores ao momento cirdrgico. A limpeza da ferida cirdrgica foi
realizada com digluconato de clorexidina a 2 % até a remogao da sutura e total

cicatrizacao.

Apbs 14 e 28 dias pds-operatérios, os animais sofreram eutanasia em
camara por inalagédo de diéxido de carbono (CO;). Os cranios foram dissecados e
fragmentos representativos da calvaria com a regido do defeito foram coletados e
fixados em formol a 10 % por um tempo minimo de 48 horas [50]. Todas as
etapas cirurgicas encontram-se na figura 7. Os procedimentos seguiram as
diretrizes da pratica de eutanasia do conselho nacional de controle de
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experimentagdo animal e todos os esfor¢cos foram feitos para minimizar o

sofrimento.

Figura. 7. Sequéncia do procedimento cirurgico in vivo. (A) Incisdo semilunar; (B)
Fixacdo das bordas; (C) Divulsdo do periosteo; (D) Calvaria exposta; (E) Defeito
critico de 7mm; (F) Dois defeitos criados; (G) Deslocamento do bloco 6sseo; (H)

Regularizacdo de espiculas nas bordas do defeito; () Implantacdo dos
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biomateriais; (J) Tela de polipropileno posicionada; (L) Sintese das bordas da
ferida; (M) Aplicacdo subcutanea de analgésico e antibiético.

2.7.2. Microtomografia Computadorizada (Micro-CT)

Para avaliar a mineralizagdo dos defeitos, quatro amostras de cada grupo,
nos periodos de 14 e 28 dias, foram analisadas em um aparelho de micro-CT
(Bruker micro CT, SkyScan 1172, Bélgica) pertencente ao laboratério de
Microscopia e Imagem Biologica da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.
Utilizou-se o seguinte protocolo: 13,5 um de pixel, 80 kV, 124 yA, 180 graus de
rotacdo com quatro projecdes a cada 0,6 graus, uso de filtro de aluminio de 0,5
mm e utilizacdo de anel de reducao de artefatos. O tempo de varredura para cada
amostra foi de aproximadamente 53 minutos. As amostras foram posicionadas e
fixadas a sela do aparelho para que ndo ocorresse movimentagdo durante a
tomada tomografica. Finalizado o processo, os dados em duas dimensdes foram
processados no software NRecon e reposicionados no software Dataviewer para
alinhar os planos de corte. Através do software CTAnalyser foi delimitada a regido
de estudo (ROI) com 7mm de diametro e threshold fixo de 0 a 57. Os espécimes
foram analisados quanto ao volume ésseo (BV), a densidade volumétrica 6ssea
[PBV = BV sobre o volume tecidual total (BV/TV)], a espessura trabecular
(TB.TH), ao espaco entre as trabéculas ésseas (TB.SP) e ao numero de

trabéculas 6sseas (TB.N) [53].
2.7.3. Analise Histologica

Apdbs a analise microtomografica, todos os espécimes dos grupos (n = 5)
fixados em solugédo de formalina tamponada (10 %) foram colocados em solugéo
descalcificadora de acido nitrico (10 %) por 3 dias e, posteriormente, desidratados
e diafanizados. As calvarias foram seccionadas coronalmente, separando os dois
defeitos, um anterior e outro posterior. As amostras foram incluidas em parafina e
seccOes coronais de 5 um de espessura [50] foram feitas da area central com
maior neoformacdo éOssea [54]. As laminas histoldégicas foram coradas por
Hematoxilina e Eosina (H&E) e Tricromio de Masson (TM) [54]. Foram obtidas
imagens histolégicas em aumentos de 5x, 10x, 40x, posteriormente avaliadas a
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cego por dois examinadores, calibrados e experientes, com auxilio de microscépio
optico (Carl Zeiss, Germany) [55].

As seccbes coradas com TM foram avaliadas histomorfometricamente na
objetiva de 5x com auxilio de software de analise de imagem (Imaged, National
Institutes of Health, Estados Uidos) e foi calculada a porcentagem da area de
neoformagéo Ossea. Primeiramente, as bordas dos defeitos foram delineadas, e
entdo, a porcentagem de area ossea recem formada (New Bone Formation - NBF)

identificada e quantificada [56] de acordo com a equagéao 1 (Eq. 1):
Equacao 1. NBF = NBA/TAx100

Onde, NBA (New Bone Area) é a area de osso novo e o TA (Total Area) é a area

total medida entre as bordas do defeito.

Os aspectos verificados durante andlise qualitativa, em cortes corados com
H&E, foram tabulados em um sistema de escores baseados no grau de
inflamacg&o e no grau de vascularizagdo. A analise morfoldgica, através da analise
da lamina toda, verificou processos como migracao leucocitaria, hemorragia,
vasodilatacdo e morte celular (necrose e apoptose) [55], além da contagem de

células inflamatorias e capilares sanguineos [57] descritos abaixo (Tab. 4).

Tabela 4 - Pontuacgdes atribuidas aos eventos histoldgicos

Escore (a) Grau de inflamacao

1 Auséncia de células inflamatérias

2 Discreto (15 células inflamatérias no aumento de 10x)

3 Moderado (até 30 células inflamatérias no aumento de 10x)

4 Abundante (presenga de mais que 30 células inflamatérias no

aumento de 10x)

Escore (b) Grau de vascularizacao

1 Auséncia de capilares sanguineos

2 Discreto (presenga de menos que 3 capilares sanguineos no
aumento de 40x)

3 Moderado (presenca de 3 a 5 capilares sanguineos no aumento de
40x)

4 Abundante (presenca de mais que 10 capilares sanguineos no

aumento de 40x)

Fonte: Metodologia adaptada de Mendes et al., 2009 [57]
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2.8. Anélise estatistica

Os resultados foram analisados com os valores da média + desvio
padrao/erro padrao. As diferencas entre os grupos foram verificadas por analise
de variancia (ANOVA) seguido de testes de comparagcao multipla de Tukey (p <
0,05) ou de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn (p < 0,05), através do software

de programa estatistico GraphPad Prisma (Graphpad Software, Estados Unidos).
3. Resultados e Discussao
3.1. Analise por Energia Dispersiva de Raios X (EDX)

A figura 8 indica a composi¢cao quimica em percentual por mol para cada
material estudado. Os dados mostraram que os CP obtidos por meio do método
sol-gel sdo compostos predominantemente pelos 6xidos SiO2, Na,O, CaO e P,0s,
A dopagem com Sr?* foi confirmada pela presenca de SrO nas porcentagens de
2,209 Y%massa total do CPSr12,5 (10,28 %massa de substituicdo de CaO por
SrO) e 6,929 Y%massa total do CPSr25 (27,5 %massa de substituicdo de CaO por
SrO). Foi observada uma distribuicdo homogénea dos materiais, verificada pelo
pequeno desvio-padrdo das amostras, indicando que o método de producao sol-
gel apresenta boa solubilidade. Em todas amostras produzidas nesse trabalho foi
identificado o éxido de aluminio (AlO3) que possivelmente foi incluido nas
amostras por meio de contaminacdo dos reagentes, do cadinho de queima e do
molde para fabricacdo das pastilhas para realizacdo da analise por EDX.
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Figura 8. Composi¢cdo quimica dos pos cristalinos (CPSr0, CPSr12,5, CPSr25)
realizada por EDX.

3.2. Espectroscopia de Absorcao Atémica em Chama (FAAS)

A figura 9 mostra a liberagdo de Sr** dos CP (CPSr12,5 e CPSr25) em
agua destilada através de FAAS. Observou-se uma taxa crescente de dissolucéao
dos fons Sr?* até o ponto maximo de liberagdo que se deu no tempo de 360
minutos para os dois materiais. Nos minutos seguintes, essa tendéncia foi se
alterando com leve declive para o CPSr25 e acentuada queda para o CPSr12,5.
Conforme esperado, o CPSr25 apresentou maiores concentragdes de Sr?*
durante todos os periodos [15] e menor queda do valor obtido ao final dos 720
minutos em relacdo ao pico maximo de liberagdo. Provavelmente, a maior queda
de concentragdo de Sr** do CPSr12,5 do periodo de 360 a 720 minutos ocorreu
devido a depletacdo de fon Sr** do biomaterial. Esses dados consolidaram a
escolha do CPSr25, em detrimento do CPSr12,5, para uso em testes in vivo, pois
maiores concentracdes de Sr** no plasma tendem a desencadear melhores
respostas bioldgicas pela maior disponibilidade no meio, sem causar toxicidade

aos organismos vivos [58].

24



25

=—4—CPS5r25

[Sr**]mg/L

——CPSr12.5

0 T T 1
0 60 360 720

Immersion time (minutes)

Figura 9. Liberagéo de ion Sr?* dos pés cristalinos (CPSr12,5 e CPSr25) em agua
destilada no periodo de 60, 360 e 720 minutos. A liberagdo do fon Sr** é relatada
em mg/L.

3.3. Teste de bio-reatividade in vitro com analise de DRX

Nesse estudo, usou-se a substituicdo de 12.5 % e 25 Y%massa de CaO por
SrO baseada na semelhangca de redes estruturais entre esses 6xidos, ideal a
substituicao [42]. A escolha das porcentagens de substituicdo foi fundamentada
nos bons resultados in vitro e in vivo obtidos em estudos anteriores por VB
diferentes do S53P4 dopados com Sr?*[14,38,39]. Altas substituicdes de CaO por
SrO foram evitadas, pois insuficientes concentragdes de Ca** podem dificultar a
formacdo da apatita, via impedimento da constituicAdo da fase precursora de

fosfato de octacalcio, de modo a retardar a bio-reatividade do material [41].

Picos coincidentes com os picos do carbonato de calcio (CaCOgs. ICDD 05-
0586), didxido de silicio (SiO,. ICDD 46-1045) e HA (Ca19(PO4)s(OH)2. ICDD 09-
4320) foram visualizados nos padrdes de DRX (Fig. 10). Os picos caracteristicos
de ligacbes atbmicas que indicam a formacao de HA (26 iguais a 26 ¢, 32 °, 40 °,
45 ° 50 ° e 56 %), com os respectivos planos (002, 211, 310, 203, 213 e 322),
foram identificados nos grupos analisados no difratograma (Fig. 10) [15,32,59,60].
No periodo de 168 horas, picos mais expressivos de HA (26 iguais a 26 ° e 32 9)
foram abservados no grupo sem Sr?* [32,59].
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A menor intensidade dos picos de HA dos materiais com Sr?* pode estar
relacionada com a diminuicdo da espessura da camada de HA e/ou menor
quantidade de conversdao do CaP amorfo para a sua forma cristalina [15]. A
substituicdo do CaO por SrO induz uma expansao na rede estrutural do vidro e
consequente aumento da taxa de dissolucao inicial do material em meio, o que
explica a antecipada formacao do filme de silica gel sobre a superficie de CP com
Sr*2 [15]. Essa rapida liberacdo eleva o pH e facilita a formagdo da camada de
menor espessura de HA sobre a superficie do p6. Entretanto, entende-se que as
menores camadas de HA decorrentes da dopagem com Sr®* facilitam uma

dissolucao prolongada dos ions constituintes e melhoram a bioatividade [15].
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Figura 10. Picos de DRX dos pos cristalinos CPSr0, CPSr12,5 e CPSr25 apés

imersdo em SBF por 24, 72 e 168 horas. Hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) ( ¢ )
Carbonato de Calcio (CaCQOs3) ( ¢ ), Didxido de Silicio (SiO2) ( V).
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3.4. Estudo in vivo
3.4.1. Microtomografia computadorizada (Micro-CT)

Pela primeira vez, o potencial regenerador 6sseo da substituicdo de ions
Sr?* em materiais semelhantes ao VB S53P4 foi investigado por meio de um
modelo de defeito critico em calvaria de rato. Os defeitos criticos criados nas
calvarias dos animais foram tratados com 3 diferentes preenchedores (coagulo,
CPSr0 ou CPSr25) e avaliados aos 14 e 28 dias ap0s a etapa cirurgica. Defeitos
de tamanho critico representam modelos experimentais validados, pois néo
apresentam regeneracao 6ssea espontdnea [61]. Entretanto, verificou-se que
mesmo tratando-se de defeito considerado critico (2 5mm de diédmetro) [62],
houve uma discreta cicatrizagdo da loja 6ssea no grupo coagulo (clot) (Fig.11),
implicando na necessidade de revisdo desse conceito. Contudo, a tela de
polipropileno pode ter influenciado, pois na medida em que protegeu a loja éssea
de invasao do tecido conjuntivo, também contribuiu para a regeneracao éssea
guiada [51].

Parametros da macro e microarquitetura 6ssea foram avaliados por micro-
CT. A figura 11 esquematiza as imagens 3D representativas obtidas dos grupos
nos 2 periodos analisados. A regeneragao 6ssea foi maior no grupo implantado
com CPSr25, apesar de todos os grupos terem demonstrado capacidade de
cicatrizagdo 6ssea, com superior mineralizacdo e maturacdo 6ssea durante a

progressao dos periodos.

Clot CPSr0 CPSr25

14d

28d




Fig. 11. Imagens 3D representativas da analise do Micro-CT dos defeitos das
calvarias de rato, apdés 14 dias (14 d) e 28 dias (28 d), grupos Clot (Coagulo),
CPSr0 e CPSr25.

A figura 12 traz as analises estatisticas dos parametros microtomograficos.
A similaridade entre os dados da PBV e do BV comprova a padronizagao do
método de criacdo de volume tecidual das amostras. O CPSr25 foi
estatisticamente diferente do codgulo aos 14 e 28 dias para os parametros de BV
(p =0,032; p=0,001) e de PBV (p = 0,029; p = 0,001), e aos 28 dias para o TB.N
(p = 0,015). Em contrapartida o coagulo demonstrou maior TB.SP em relacédo ao
CPSr0 e CPSr25 (p = 0,029; p = 0,009) aos 14 dias. O CPSr25, quando
comparado ao CPSr0, mostrou valores maiores para o BV (p = 0,016) e a PBV (p
= 0,016) aos 28 dias. De acordo com os dados, presume-se que 0S maiores
valores do BV e da PBV do CPSr25 no periodo de 28 dias é resultante do

aumento de TB.N.

Os resultados da andlise microtomografica indicam que a dopagem com
Sr?* tem maior potencial regenerador 6sseo. Resultados semelhantes foram vistos
no estudo in vivo de Zhang e cols (2013) [14], quando incorporou o Sr** (25e5
% mol) a um VB sem atividade antimicrobiana, com composicao e tamanho de
particula diferente do usado nesse estudo, em que houve aumento da velocidade
e qualidade de regeneracdo Ossea e remodelagdo via recuperacdo da

conectividade trabecular.
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Fig. 12. Analise do micro-CT para regeneragdo 0ssea em diferentes parametros:
(a) Bone Volume (Volume Osseo), (b) Percent Bone Volume (Densidade Ossea
Volumétrica), (c) Trabecular Number (Numero de Trabéculas), (d) Trabecular
Thickness (Espessura Trabecular) e (e) Trabecular Separation (Espago entre
Trabéculas). Valores da média e erro padréo, teste One-way ANOVA seguido
pelo pos - teste de Tukey para comparacao entre os grupos, sendo *p < 0,05 e **p

< 0,01 para comparacoes entre os grupos coagulo, CPSr0 e CPSr25.

3.4.2. Analise Histolégica

Seccdes histolégicas dos grupos coagulo, CPSr0 e CPSr25 foram corados
por TM e H&E (Fig. 13). Apds 14 e 28 dias de tratamento dos defeitos dsseos, as
amostras com coloracdo TM, vistas no aumento de 40x, mostraram tendéncia
para a formacado de Unico bloco ésseo nas bordas do defeito e a presenca de
tecido conjuntivo denso conectando os centros de calcificacdo, com neoformagao
Ossea dirigida ao centro. O tecido ésseo neoformado durante os dois periodos
mostrou muitos ostedcitos e lacunas Osseas irregulares, caracterizando um
padrao imaturo. Nao foram verificados focos de necrose éssea nos espécimes,
confirmando a auséncia de toxicidade local de CP semelhantes ao VB S53P4
dopados com Sr?* [24]. Consoante a esses resultados, outro estudo comprovou
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que o VB S53P4, com substituicdo de 10 %mol de Sr?*, também nao apresenta
citotoxicidade a fibroblastos gengivais, o que é oportuno ao uso desses materiais

no tratamento de agravos da odontologia [42].

Os biomateriais foram completamente reabsorvidos aos 14 dias. A
reabsorcdo é uma caracteristica esperada para biomateriais nos quais ocorre a
degradacao e a reposicdo 6ssea concomitantemente [58]. A rapida degradacgéo
dos CP pode ter prejudicado a sua propriedade de osteocondugdo. A
bioengenharia do tecido 6sseo pode auxiliar futuramente no melhoramento das
propriedades desse biomaterial promissor, através da producdo de

nanoestruturas funcionais e arcaboucos para aplicacoes especificas [63].

400um 14 days

Clot

CPSr0

CPSr25

Fig. 13. Andlise histolégica de defeitos de calota craniana tratados com clot
(coagulo), CPSr0 e CPSr25 nos periodos de 14 dias e 28 dias pds cirurgico. As
secgoes histologicas foram coradas com Hematoxilina e Eosina, e Tricrdmio de
Masson. (Ampliagdo = 5x). Legenda: v (neoformagdo éssea), CT (connective

tissue - tecido conjuntivo), --- (borda do defeito 6sseo).

Na figura 14 temos a analise dos dados da area de neoformagéo dssea.
Conforme esperado, houve a progressao de incrementos ésseos do periodo de
14 para 28 dias. Os resultados indicaram maior neoformagédo 6ssea nos grupos
dos CP, principalmente para o CPSr25 nos tempos de 14 e 28 dias. Diferencas
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significativas entre os grupos implantados com CP foram vistas no periodo de 28
dias (p = 0,025). Esses resultados confirmaram os dados obtidos na micro-CT, em
que se constatou maior BV e PBV para os grupos do CP, com destaque para o
dopado com Sr®*, no periodo de 28 dias. Diferentemente dos estudos que nio
obtiveram melhorias na qualidade é&ssea apdés a dopagem [58,64], a
biocompatibilidade e o potencial de reparacdo 6ssea verificados nesse estudo
constatam que substituicdes de 25 mol% de Sr** sdo seguras para aplicacdes
terapéuticas [14,38,42].

Os melhores resultados in vivo para o material dopado com Sr*,
verificados na andlise microtomografica e histométrica, podem ser explicados pela
maior taxa de dissolugao inicial em meio e constante formagédo de uma camada
de menor espessura de HA que possibilita uma bioatividade prolongada,
conforme visto anteriormente em estudo in vitro [15]. Em adi¢do, os VB dopados
com Sr®* sdo capazes de estimular a expressdo de genes ALPL, COL1AT1,
BGLAP e RUNX2 em periodos de 7 a 14 dias [14,39]. O ALPL, COL1A1, BGLAP
e RUNX2 sao, respectivamente, marcadores da precoce diferenciacédo
osteoblastica, da presenca de pré-osteoblastos e deposicao inicial de ostedide, do
estagio tardio da diferenciagdo osteogénica, e da regulagdo da osteogénese
[65,66]. Os marcadores influenciam diretamente na proliferacdo e diferenciacao

osteogénica, condicionando melhores habilidades de reparacao 6ssea in vivo [14].

New Bone Formation
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I clot
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I CcPsSr25
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w
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0% =
14 days 28 days

Fig. 14. Anadlise histomorfométrica da NBF (Area of neoformation bone - area de

neoformacédo dssea). Valores da média e erro padrdo, teste One-way ANOVA
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seguido pelo pos - teste de Tukey para comparacao entre os grupos, sendo *p <
0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 para comparagdes entre os grupos coagulo (clot),
CPSr0 e CPSr25.

Na figura 15, observou-se um aumento de vascularizacdo de 14 a 28 dias e
auséncia de inflamacéao durante os dois periodos para o grupo coagulo. O CPSr0
mostrou, aos 14 dias, discreto exsudato inflamatério periosteal
predominantemente macrofagico imerso em tecido conjuntivo neoformado com
abundante presenca de vasos jovens e, aos 28 dias, abundante inflamacéo
mononuclear com raros linfécitos e poucos vasos sanguineos. Ja para o grupo
CPSr25, houve abundante exsudato mononuclear infiltrado em um tecido

conjuntivo rico em capilares sanguineos periosteonal aos 14 e 28 dias.

A andlise estatistica (Fig. 15) constatou diferengca estatisticamente
significantes para o CPSr25, em relacdo ao grupo coagulo, para o grau de
inflamacédo nos dois periodos (p = 0,001; p = 0,003) e para o grau de
vascularizagcdo aos 14 dias (p = 0,003). O grupo CPSr25 foi significantemente
maior do que o CPSr0 apenas para o grau de vascularizacao aos 28 dias (p =
0,003). O maior e constante grau de vascularizacao e inflamacao verificados no
grupo CPSr25 estéo relacionados aos significantes ganhos 6sseos.

Entende-se que o desencadeamento do processo inflamatoério, quando em
contato com biomateriais, é essencial para o processo de biodegradacdo dos
enxertos, na sinalizacao de fatores de crescimento e na regeneracao 6ssea [67].
Consoante a esse mecanismo de resposta biolégica, o maior grau de
angiogénese permite um eficiente aporte de oxigénio e nutrientes ao defeito
6sseo, via liberagdo de mediadores angiogénicos [68,69]. E sugerido que
materiais bioativos & base de silica com presenca de ions Sr** na matriz
promovem angiogénese inicial através da regulacao do fenétipo dos macréfagos
que passam a expressar elevados niveis de fator de crescimento derivado de
plaguetas — BB (PDGF-BB) [68], e da producédo de fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e angiopoetina 1 (ANG-1) [69], dando eficiente

vascularizagao a nova formagao 6ssea.
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Fig.15. Andlise histoldgica através de escores de degree of inflamation (grau de
inflamacao) e degree of vascularization (grau de vascularizacdo). Valores da
média e erro padrdo, teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn para
comparacao entre os grupos, sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 para
comparacoes entre os grupos coagulo (clot), CPSr0 ou CPSr25.

4. Conclusao

Nesse estudo, avaliamos o efeito da adicdo de ifons Sr?®* em CP
semelhantes ao VB S53P4 nas caracteristicas fisico-quimica, em testes de bio-
reatividade in vitro e na regeneracao 6ssea de defeitos criticos em ratos. Os CP
obtiveram sucesso no processo de dopagem observado por meio de EDX. Os
valores de liberagao de Sr?* foram maiores para 0 CPSr25. Os picos principais de
HA demonstraram menores valores para os CP com Sr** no periodo de 168

horas. A substituicdo de CaO por SrO apresentou melhores resultados no reparo
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de defeitos criticos sob o0 ponto de vista microtomografico e histolégico. Esses

dados confirmam que a dopagem dos biomateriais com fons Sr** é uma boa

estratégia para uso como substitutos 6sseos na cicatrizagdo de defeitos criticos.
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3. CONSIDERAGCOES GERAIS

A pesquisa foi iniciada pela producao dos CP, com substituicdo de 0 %,
12,5 % e 25 % de CaO por SrO, através do método sol-gel. Em seguida, foi feito o
EDX para analisar a composi¢do quimica dos CP, verificada a curva de liberacao
de Sr?* por FAAS e realizado o teste de bio-reatividade com analise de DRX.
Numa segunda etapa, testes in vivo foram executados para avaliagdo do potencial
de reparo 0sseo de defeitos criticos criados em calvaria de rato. Para isso,
analises microtomogréficas e histoldgicas foram usadas na obtencdo dos dados.
Os resultados demonstram que a substituicdo de Ca?* por Sr** em 25% mol

aumentou o potencial de regeneracao 6ssea.

Esse estudo faz parte de um projeto maior, em que foram investigados os
efeitos in vitro (33) e in vivo dos CP dopados com Sr?*. Anteriormente a essa
pesquisa, os materiais foram caracterizados por analises termogravimétricas
(TGA/DTG), difracao de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de fourier (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e zeta
sizer (33). Realizaram-se, in vitro, testes de atividade antimicrobiana em fungos e

bactérias aérobias por macrodiluicdo e curva de morte, e teste de bio-reatividade
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com analise de MEV e FTIR (83). Estudos para determinagdo da atividade
antimicrobiana sobre bactérias anaerdbias sdo necessarios, pois estdo
diretamente relacionadas as morbidades Osseas ocorridas em agravos da
odontologia.

Espera-se, futuramente, com o auxilio da tecnologia da engenharia de
materiais, produzir arcaboucos com nanofibras oriundas do produto testado aqui,
com o intuito de aumentar a area de contato com a matriz extracelular e melhorar

as propriedades mecanicas desse biomaterial promissor.

4. CONCLUSAO

Nesse estudo, avaliamos o efeito de VB com adicao Sr?* em testes in vitro
e na regeneragado o0ssea de defeitos criticos em ratos. Os CP obtiveram sucesso
no processo de dopagem observado por meio de EDX. Os valores de liberacao de
Sr?* foram maiores para o CPSr25. Os picos principais de HA demonstraram
menores valores para os CP com Sr?* no periodo de 168 horas. A substituicio de
CaO por SrO apresentou melhores resultados no reparo de defeitos criticos sob o
ponto de vista microtomografico e histoldégico. Esses dados confirmam que a
dopagem dos biomateriais com fons Sr?* é uma boa estratégia para uso como
substitutos 6sseos na cicatrizacao de defeitos criticos.
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Ciéncia & Saude Coletiva - Manuscript ID CSC-2018-1806
27-Jun-2018

Dear Ms. Pessda:

Your manuscript entitled "Association between depressive symptoms and oral health care in
non-institutionalized elders in Northeastern Brazil" has been successfully submitted online and is
presently being given full consideration for publication in the Ciéncia & Saude Coletiva.

Your manuscript ID is CSC-2018-1806.

Please mention the above manuscript 1D in all future correspondence aor when calling the office
for questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to
ScholarOne Manuscripts at https://mc04.manuscriptcentral.com/csc-scielo and edit your user
information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center
after logging in to https://mc04.manuscriptcentral.com/csc-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Ciéncia & Saude Coletiva.

Sincerely,
Ciéncia & Saude Coletiva Editorial Office

27-Jun-2018
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