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RESUMO

AZENHA, M. R. Resposta o6ssea ao Biosilicato® e ao Biosilicato®
Vitreo implantados em fémur de coelhos. 2010. 83 p. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2010.

O objetivo do presente estudo foi avaliar histologicamente e
histomorfometricamente a resposta oOssea a trés composicoes de
Biosilicato com diferentes fases de cristalizacao (Vitreo, 1F e 2F)
comparando-as com o Bioglass®45S5, que foi empregado como
controle. Cilindros de Biosilicato 2F, Biosilicato 1F, Biosilicato®vitreo e
Bioglass®45S5 foram implantados em fémur de coelhos e as amostras
obtidas apés 8 e 12 semanas da colocacdao, sendo as mesmas
preparadas para analise histologica e histomorfométrica utilizando
microscopia de luz. Nesses periodos foi avaliada a resposta 6ssea e o
contato direto osso/implante na porcao cortical e no canal medular do
fémur de todos os materiais. A maior quantidade de contato osso
implante na regido cortical, apés 8 semanas, foi observada no material
Biosilicato 2F, seguido pelo Biosilicato 1F, Bioglass®45S5 e
Biosilicato®vitreo. A analise estatistica nao evidenciou diferenca
estatisticamente significante entre os materiais Biosilicato 1F e 2F
(p=0,06). Entretanto, nesse periodo, esses materiais mostraram
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos materiais
Biosilicato®vitreo e Bioglass®45S5 (p=0,02). Apoés 12 semanas o
Biosilicato 2F também apresentou os melhores resultados, seguido pelo

Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo e Biosilicato 1F, sem contudo serem



observadas diferencas estatisticamente significantes (p>0,05). Avaliando
a porcao medular no periodo de 8 semanas, observa-se maior formacao
6ssea ao redor do implante de Biosilicato®vitreo, seguido pelos
implantes de Bioglass®45S5, Biosilicato 2F e Biosilicato 1F. Decorridas
12 semanas, observa-se melhor resposta ossea nos implantes de
Biosilicato 1F, seguido pelos implantes de Biosilicato 2F,
Biosilicato®vitreo e Bioglass®45S5, sem contudo serem observadas
diferencas estatisticamente significantes entre os materiais ou tempos
analisados. Os resultados do presente trabalho demonstram o excelente

comportamente biolégico das ceramicas de Biosilicato®.

Palavras chave: Biosilicato; Bioglass 45S5; Biocompatibilidade;

Resposta Ossea.



ABSTRACT

AZENHA, M. R. Bone response to Biosilicate® and Biosilicate®Vitreo
implanted in rabbit femurs. 2010. 83 p. Dissertation (Master) —
Ribeirao Preto Dental School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto,
2010.

The aim of this study was to investigate the histological and
histomorphometric bone responses to three Biosilicate® with different
crystal phases (Vitreo, 1F and 2F) compared to Bioglass®45S5 used as
control. Rods of Biosilicate 2F, Biosilicate 1F, Biosilicate®vitreo, and
Bioglass45S5 were implanted in rabbit’s femurs. Implants were
harvested at 8 and 12 weeks and prepared for histological and
histomorphometric analyses at light microscope level. At these periods
bone response and bone-to-implant contact were evaluated at cortical
and medullar portion. Considering bone-to-Implant contact at cortical
portion Biosilicate 2F presented the highest bone formation, followed by
Biosilicate 1F, Bioglass®45S5, and Biosilicate®vitreo (eight weeks).
Biosiliacate 1F and 2F presented similar results with no statistic
difference (p=0,06). However, in this period Biosilicate 2F demonstrated
higher values than Bioglass®45S5 and Biosilicato®vitreo (p=0,02). After
twelve weeks direct bone contact was similar between all tested
materials (Biosilicate 2F > Bioglass®45S5 > Biosilicate®vitreo >
Biosilicate 1F) with no statistically significant difference (p>0,05). When
medullar portion was evaluated Biosilicate®vitreo presented a higher
amount of new formed bone followed by Bioglass®45S5, Biosilicate 2F,

and Biosilicate 1F (eight weeks). After twelve weeks Biosilicate 1F



demonstrated the best result, followed by Biosilicate 2F,
Biosilicate®vitreo, and Bioglass®45S5. No statistically significant
difference between the materials or the periods was observed (p>0,05).
All the Biosilicate® glassceramics appeared to have an excellent

behavior at biological environment.

Key-words: Biosilicate; Bioglass 45S5; Biocompatibility; Bone response.
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1. INTRODUCAO

O interesse pelo uso clinico de ceramicas de vidro nas areas
meédica e odontologica para o reparo, substituicao ou aumento de tecido
mineralizado tem aumentado nas ultimas décadas (Gross & Strunz,
1985; Kitsugi et al., 1986; Vogel et al., 1986; Wood & Hill, 1991; Vogel
et al., 2001; Fyjiibayashi et al., 2003; Foppiano et al., 2004; Bosetti &
Cannas, 2005; Rocha Barros et al., 2007; Moura et al., 2007; Granito et
al., 2009; Roriz et al., 2010). Nos ultimos 30 anos diversos tipos de
vidros de silicatos, ceramicas de vidro e silicatos de calcio tém sido
avaliados como biomateriais, sendo utilizados no reparo ou na
substituicao de tecidos duros (Yamamuro et al., 1990). Entretanto, seu
emprego para substituicdo de osso é limitada devido as suas pobres
propriedades mecanicas. Isto impossibilita o uso desses materiais em
situacoes em que eles sdao submetidos a carga mecanica (de Groot,
1983; Dieudonne et al., 2002).

Uma caracteristica especial desses materiais € que eles
interagem com o ambiente biolégico e estimulam a osteogénese, um
processo que favorece a mitogénese de células mesenquimais
indiferenciadas levando a formacao de células osteoprogenitoras, dando
origem ao novo osso (Moura et al., 2007). Ha uma tendéncia ao
desenvolvimento de substitutos artificiais de osso que ndo afetem o
tecido normal, nao possuam qualquer risco de infeccdo viral ou
bacteriana para o paciente e possam ser empregado em qualquer

tempo, em qualquer quantidade (Kokubo et al., 2003).



A atividade osseocondutora do vidro bioativo resulta da
formacdo de uma camada de calcio-fosfato (Ca — P), semelhante a fase
mineral do tecido 6sseo, quando o material € implantado in vivo
(Schapoff et al., 1997). A interacdo de materiais bioativos em ambiente
fisiolégico inclui biodissolucao/biodegradacao, precipitacdo de cristais
de apatita e formacdo 6ssea na superficie do implante as expensas do
material (Daculsi et al., 1990), devendo ser observada uma interface
osso / implante estavel para que ocorra a osseointegracao. Kokubo et
al. (2003) relataram que um requisito essencial para que o material
artificial se una ao tecido 6sseo in vivo é a formacao de uma camada de
apatita biologicamente ativa em sua superficie.

Diversos fatores interferem na osseointegracdo, como o
material do implante, seu desenho, quimica da superficie, topografia,
qualidade do osso, processo de cicatrizacao da ferida e erros do
operador (Foppiano et al., 2004). Diferentes formulacoes de biovidro tém
sido empregadas, destacando-se entre elas o Bioglass®45S5, sendo este
o primeiro biomaterial osteocondutivo a formar uma unido firme
quando implantado em tecido 6sseo e o material bioativo de maior
indice de bioatividade (Hench & Wilson, 1984; Hench & Wilson, 1993).
Além de unir-se ao osso em dias, assim como ao tecido mole, o
Bioglass®45S5 estimula a osteogénese em modelos in vivo (Ducheine,
1999).

Recentemente foi desenvolvida na Universidade Federal de
Sao Carlos, SP, Brasil uma ceramica de vidro pertencente ao sistema

SiO2 P205Na20.CaO e 100% cristalina denominada Biosilicato® (PI



0300644-1) visando a sua aplicacdo em areas médicas e odontolégicas,
e que vem sendo avaliada como substituto 6sseo na Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto — USP (Moura et al., 2007; Jabur, 2008;
Roriz et al., 2010).

Moura et al. (2007) avaliaram aspectos da osteogénese in
vitro do Biosilicato® (PI 0300644-1) e concluiram que o Biosilicato® e o
Biovidro®45S5 sao materiais bioativos com perfil de biocompatibilidade
semelhantes, com significativo aumento de areas de matriz oOssea
mineralizada sobre a vitroceramica.

Jabur (2008) avaliou a formacao Ossea ao redor de
implantes osseintegraveis de titanio apos a realizacao de defeitos 6sseos
criados em mandibulas de caes preenchidos com Bioglass®45S5,
Biosilicato® ou osso autégeno. Os resultados obtidos evidenciaram
resposta tecidual muito semelhante entre todos os materiais testados,
demonstrando que tais biomaterais sdo viaveis para serem empregados
na clinica de implantes como substitutos 6sseos.

Roriz et al. (2010) realizaram um estudo avaliando
histologicamente o Biosilicato® (PI 0300644-1) implantado em alvéolo
dental. Os autores observaram que os alvéolos tratados com tal material
apresentaram mais formacao de tecido mineralizado do que aqueles nao
tratados. Os resultados sugerem que o Biosilicato® é biocompativel e
que esta biocompatibilidade pode aumentar a formacao 6ssea apos a
extracdo dental. Os resultados observados abrem portas para o
desenvolvimento de novo scaffold, material bioativo para aplicacdo em

engenharia de tecidos.






2. PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar histologicamente
e histomorfometricamente a resposta ossea ao Bioglass®45S5,
Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F implantados em fémur

de coelhos.






3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 16 coelhos machos da linhagem New
Zealand com trés a quatro meses de idade pesando entre 2,5 e 3,0 Kg
apresentando boas condicoes de saude. Cada animal teve implantado
bilateralmente nos fémures quatro implantes, sendo dois de cada lado.
Oito animais foram mortos apdés 8 semanas da instalacdo dos implantes
e oito apdés 12 semanas. Os materiais utilizados foram o
Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F, sendo o
Bioglass®45S5 empregado como controle devido ao seu alto indice de
bioatividade com alta porcentagem de contato osso/implante (BIC) apos
8 e 12 semanas da implantacao, demonstrado em trabalhos anteriores
utilizando o mesmo modelo experimental proposto para o presente

trabalho (Rocha Barros et al., 2007).

PREPARACAO DAS AMOSTRAS E CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE
Para a obtencao do Bioglass®45S5 baseado na composicao
Si02.Ca0.Na20.P20s e do Biosilicato®vitreo, foram empregados silica de
alta pureza, carbonato de calcio, carbonato de sédio e fosfato de sodio.
Os materiais foram pesados e misturados por 30 minutos em
misturador em garrafas de polietileno. A fusdo ocorreu em temperatura
entre 1250°C e 1380°C por 3 a 4 horas em fornos elétricos (Rapid Temp
1710BL, CM Furnaces Inc., Bloomfield, NJ, EUA) no Laboratério de
Materiais Vitreos da Universidade Federal de Sao Carlos (Sao Carlos,
SP, Brasil) e Maitec-Inti da empresa Vitrovita — Instituto de Inovacao em

Vitroceramicos Ltda. O material fundido foi vertido em moldes de grafite



para a confeccao de cilindros nas dimensées de 2,2 mm x 4,0 mm e as
amostras obtidas foram analisadas visando verificar a existéncia de
defeitos como porosidades, sendo estas amostras descartadas.

A vitroceramica totalmente cristalizada (Biosilicato®) foi
obtida submetendo os cilindros de Biosilicato®vitreo a um ciclo de
tratamento térmico visando promover sua cristalizacdo. Os primeiros
ciclos térmicos foram executados em baixas temperaturas para
favorecer a nucleacdo volumétrica dos cristais. Posteriormente, as
amostras nucleadas foram submetidas a temperatura superior para que
ocorresse a cristalizacao total do material. A composicdo e o protocolo
de tratamentos térmicos para a obtencao do Biosilicato® encontram-se
descritos na patente EP1601623B1. As amostras foram mantidas em
solucao de acetona visando a remocao de qualquer detrito, e
previamente aos procedimentos cirurgicos as amostras foram lavadas
com solucao salina de forma abundante, visando a total eliminacédo da

solucao de manutencao.

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram submetidos a cirurgia bilateral do fémur
em uma Unica sessao. Eles foram anestesiados utilizando Acepromazina
(1 mg/Kg de peso corporal) administrada por via subcutanea e Xilazina
(3 mg/Kg de peso corporal) misturada a Ketamina (50 mg/Kg de peso
corporal), administradas por via intramuscular 15 minutos apos a

administracao da Acepromazina. Apds a anestesia os animais



receberam antibioticoterapia profilatica por meio de injecao
intramuscular de Oxitetraciclina (0,2 mL/Kg de peso corporal). Apos
tricotomia e anti-sepsia da pele com solucao de polivinil pirrolidona iodo
- PVPI topico (Riodeine™, Rioquimica Ltda., Brasil), foram colocados
campos cirurgicos estéreis sobre o animal e aplicada injecao de
anestésico local Scandicaine® (Mepivacaina 2% associada a
Noradrenalina 1:100. 000 — DFL, Rio de Janeiro, Brasil) na regiao a ser
operada. A pele e o tecido subcutaneo foram incisados e divulsionados
para a exposicao do fémur, onde foram realizadas duas perfuracoes
O0sseas monocorticais com aproximadamente 2 mm de diametro
utilizando brocas cirurgicas (Branemark Implant System™), sob rotacao
controlada e irrigacdo abundante e constante com solucdo salina
esterilizada. A distancia entre essas duas perfuracdes foi de 10 mm, o
que era garantido pelo emprego de um compasso esterilizado. Os
implantes foram colocados aleatoriamente nas respectivas perfuracoes
(Figura 1) e os tecidos internos suturados por planos com Vicryl™ 4-0
(Ethicon Ltda, Brasil). A pele foi suturada com Mononylon™ 3-0
(Ethicon Ltda., Brasil) e a ferida cirurgica friccionada com solucao de
polivinil pirrolidona iodo - PVPI téopico (Riodeine™, Rioquimica Ltda.,
Brasil).

Ao final do procedimento cirurgico e depois de decorridas
24 horas, os animais receberam uma dose de antiinflamatoério
Fenaren® (Diclofenaco Sédico na dose de 2 mg/Kg de peso corporal) e
de Tramal® (Cloridrato de Tramadol na dose de 1 mg/Kg de peso

corporal), administrados por via intramuscular. Os animais foram



mantidos em gaiolas individuais com livre acesso a agua e comida,
sendo inspecionados diariamente visando detectar sinais de
complicacdes ou reacdes adversas, assim como para monitorar o

processo de cicatrizacao.

DIRECAO DO IMPLANTE

ANAL MEDULAR

OSSO CORTICAL

Figura 1 — A. Aspecto clinico das perfuracoes realizadas no fémur, com
os cilindros dos materiais implantados. B. Ilustracao da seccao
transversal do fémur mostrando o cilindro do material implantado. A
linha pontilhada indica a area onde o contato direto entre a superficie
do implante e a regido cortical foi avaliada. A linha cheia do implante
na porcao do canal medular indica a area onde foi avaliado o contato

direto entre a superficie do implante e a porcao medular.

MORTE DOS ANIMAIS

Os animais foram mortos depois de decorridas 8 e 12
semanas da colocacdo dos implantes, visando a remocado dos
fragmentos de fémures contendo os implantes. Os periodos de
observacao foram selecionados baseados em trabalhos anteriores de

nosso grupo de pesquisa, nos quais foi avaliada a biocompatibilidade da



hidroxiapatita, do polimero de mamona e da fluorcanasite utilizando a
mesma metodologia (Rosa et al., 2002; Rocha Barros et al., 2003; Rocha
Barros et al., 2007). Durante o procedimento cirurgico, quando era
detectado algum tipo de anormalidade anatomica no fémur dos
animais, esta era anotada para posterior verificacdo de possivel
discordancia nos resultados. Apoés a obtencado das pecas os fémures
foram radiografados a fim de facilitar a localizacao dos materiais para

posterior inclusao e corte.

PREPARACAO PARA MICROSCOPIA

Cada uma das pecas obtidas dos fémures dos animais foi
dissecada e fixada em solucado de formalina a 10% com pH 7 por 10
dias, senda trocada a cada 2 dias. Decorrido este prazo as pecas foram
transferidas para uma solucdo de alcool a 70% vv até seu
processamento. As amostras obtidas, acondicionadas em recipientes
proprios, foram desidratadas em solucdes crescentes de alcool (70% a
100% vv), permanecendo por 48 horas em cada uma das concentracoes
(70%, 80%, 96%) e por 96 horas em alcool a 100%, sendo trocada a
solucao apods decorridas 48 horas. A cada troca as amostras foram
submetidas a agitacdo durante 4 horas. As amostras desidratadas
foram colocadas em recipientes de polietileno contendo resina pura (LR
White Hard Grade, London, UK) e mantidas sob agitacao por 60
minutos. Posteriormente, os espécimes foram armazenados e mantidos

por 12 a 18 horas em refrigerador a 4°C. Decorrido este prazo, as pecas



foram mantidas no vacuo por uma hora, agitadas por igual tempo e
novamente armazenadas em refrigerador a 4°C por 24 horas.

Esta rotina foi repetida por nove dias, trocando a resina a
cada 48 horas. No décimo dia, apdés a troca da resina, as pecas foram
incluidas em moldes de teflon preparados para este fim e, devidamente
identificadas, foram levadas ao forno a 60°C por 12 a 18 horas, para
que ocorresse a polimerizacao da resina. O tempo de polimerizacdo e a
temperatura sao fundamentais para as caracteristicas fisicas dos
blocos. As amostras processadas dessa forma permitem uma perfeita
infiltracdo da resina e os blocos tornam-se duros e transparentes,

podendo ser cortados facilmente.

Os blocos de resina polimerizada contendo as amostras
foram cortados ao meio em micrétomo (Microslice 2 - Ultratec
Manufacturing. Inc., Santa Ana, USA) no sentido vestibulo lingual
utilizando lamina diamantada (Intensiv S.A — Swiss Dental Diamont,
Grancia, Suica) sob velocidade constante (130 RPM) e irrigacao
abundante e continua com etileno glicol.

As superficies contendo o implante foram desgastadas
manualmente utilizando discos de feltro de carbureto de silicio com
grana 600, 1200 e 2400 e polidas manualmente com discos de feltro e
abrasivo 6xido de aluminio de diferentes granulacoes (0,3 pm e 0,05
pm) até a superficie da peca ficar lisa. Os blocos lixados e polidos foram
colados a uma lamina de vidro por meio de cola Loctite® LI 1210, que é
usada exclusivamente para o equipamento camara de colagem ultra

violeta (Loctite® Zeta 7610 UV Benchtop Conveyor) e o conjunto foi



colado a um braco mével do micrétomo por meio do emprego de uma
cera especifica composta por cera de abelha e breu para ser cortado

com espessura aproximada de 40 pm.

A superficie exposta da peca colada a lamina foi novamente
lixada e polida até a obtencao de espessura aproximada de 30 pm. Em
seguida a lamina foi submetida a coloracao com Stevenel’s blue e
Alizarin red, conforme descrito por Maniatopoulos et al. (1986).
Posteriormente, as laminas foram identificadas e preparadas para

avaliacao em microscopio de luz (Jenaval, Carl Zeiss - Jema, Germany).

ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A analise do BIC foi baseada na avaliacdo do contato direto
entre o tecido 6sseo neoformado e a superficie dos cilindros dos
materiais na regido cortical e no canal medular, avaliando o perimetro
da seccao transversal do implante. Essas analises foram realizadas em
imagens obtidas no programa de analise de imagens LaicaWin® em
aumento original de 10 vezes. Foram avaliadas pelo menos seis laminas
de cada material em cada um dos periodos considerados. As analises
foram executadas sempre pelo mesmo examinador, que realizou trés
medidas de cada uma das laminas e utilizou como percentual de

contato direto a média aritmética obtida dessas medidas.



ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e os resultados confirmados utilizando o teste de Tukey. Para
tanto, foi utlizado o programa estatistico SPSSWIN versdo 6.0 para
Windows (SPSS Inc.). Diferencas menores que 5% foram consideradas

significantes.






4. RESULTADOS

Nao foram observadas complicacoes poOs-operatorias e os
coelhos encontravam-se em perfeitas condicoes de saude no dia da
morte, sem sinais clinicos de doencas cronicas ou agudas e sem
qualquer sinal evidente de infecgao.

Os implantes dos biomateriais avaliados foram colocados
através de uma perfuracao no fémur dos coelhos penetrando no cortex e

na medula 6ssea (Figura 2).

4555 — 8 SEMAN /1

Figura 2 - Aspecto histolégico do implante de Bioglass®45S5
no interior do fémur de coelho oito semanas apos sua
colocacao. C, cortical, I, implante, M, medular (aumento 1.6

X).



No periodo de oito semanas, os valores de BIC observados
na regiao cortical apareceram na seguinte ordem: Biosilicato 2F >
Biosilicato 1F > Bioglass®45S5 > Biosilicato®vitreo. A analise estatistica
nao evidencia diferenca estatisticamente significante entre os materiais
Biosilicato 1F e 2F (p=0,06). Entretanto, nesse periodo, esses materiais
mostraram diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos
materiais Biosilicato®vitreo e Bioglass®45S5 (p=0,02). Cabe destacar
que as composicoes de Biosilicato 2F e 1F promoveram maior BIC no
periodo de oito semanas (96% e 93% respectivamente) do que os demais
materiais avaliados (Bioglass®45S5, 87% e Biosilicato®vitreo, 84%).

No periodo de 12 semanas os valores de BIC apresentaram-
se na seguinte ordem: Biosilicato 2F > Bioglass®45S5 >
Biosilicato®vitreo > Biosilicato 1F. A analise estatistica revelou que os
biomateriais avaliados nao apresentaram diferenca estatisticamente
significante (p=0,08). As porcentagens médias do BIC na regido cortical
ossea dos biomateriais avaliados nos dois periodos (8 e 12 semanas)

encontram-se na Tabela 1 e na Figura 3.



Tabela 1 — Porcentagem média de contato osso/implante (BIC) + desvio
padrao do Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato

2F na regiao cortical do fémur.

MATERIAL 8 SEMANAS 12 SEMANAS
Bioglass®45S5 87+8 9218
Biosilicato®vitreo 84+15 92+4
Biosilicato 1F 93+6 9019
Biosilicato 2F 964 1000
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Figura 3 - Porcentagem meédia de contato osso/implante (BIC) do
Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F na
regiao cortical do fémur. Resultados sao apresentados como

porcentagem média + desvio padrao.



Os valores de BIC observados na regido medular apos 8
semanas aparecem na seguinte ordem: Biosilicato®vitreo > Bioglass®
45S5 > Biosiliacto 2F > Biosilicato 1F. Apoés 12 semanas da
implantacao, os valores observados apareceram na seguinte ordem:
Biosilicato 1F > Biosilicato 2F > Biosilicato®vitreo > Bioglass®45S5. O
Bioglass®45S5 e o Biosilicato®vitreo apresentaram diminuicdo dos
valores do BIC na regido medular no periodo de 12 semanas, ao
contrario do que ocorreu com o Biosilicato 1F e 2F que tiveram os
valores do BIC aumentados nesse periodo.

A analise estatistica, considerando a formacao Ossea
na regido medular do fémur de coelhos, nao mostrou diferenca
estatisticamente significante entre os valores de BIC obtidos quando
comparados os quatro materiais em nenhum dos dois periodos do
estudo (p=0,08 e p=0,14, respectivamente). As porcentagens médias do
BIC na regidao medular 6ssea dos biomateriais avaliados nos dois

periodos (8 e 12 semanas) encontram-se na Tabela 2 e na Figura 4



Tabela 2 — Porcentagem média de contato osso/implante (BIC) + desvio
padrao do Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F

na regidao medular do fémur.

MATERIAL 8 SEMANAS 12 SEMANAS
Bioglass®45S5 S7+15 52+18
Biosilicato®vitreo 66%5 53%4
Biosilicato1lF 44+4 56+8
Biosilicato 2F 48+7 5616
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Figura 4 - Porcentagem média de contato osso/implante (BIC) do

Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F na regiao
medular do fémur. Resultados sado apresentados como porcentagem média +

desvio padrao.



O aspecto histologico dos implantes em contato direto com
a cortical 6ssea do fémur apos 12 semanas de implantacdo pode ser

evidenciado na Figura 5.

Figura 5 - Aspecto histologico evidenciando contato direto dos
implantes (Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato
2F) com a cortical 6ssea do fémur 12 semanas apos a colocacdo dos

implantes (setas). C, cortical, I, implante, (aumento 10X).



Em algumas areas da regido medular do fémur foi
observada a formacao de tecido oOsseo em contato direto com a

superficie do implante (Figura 6).

Figura 6 - Aspecto histologico evidenciando contato direto de tecido
o0sseo (seta) com a superficie do implante Biosilicato 2F na regido

medular do fémur. M, medular, I, implante. (aumento 10X).

Em outras areas da regiao medular do fémur pode ser
observado tecido conjuntivo em contato direto com a superficie dos
implantes (Figura 7).

X

2F

2F 3 semanas 12 seman

TC M

Figura 7 - Aspecto histologico evidenciando contato direto de tecido
conjuntivo (TC) com a superficie do implante Biosilicato 2F na regiao

medular do fémur. M, medular, I, implante. (aumento 10X).



Em algumas laminas foi possivel observar na porcao apical
dos implantes a formacao de tecido 6sseo em contato direto com a

superficie do implante (Figura 8).

Figura 8 - Aspecto histologico da porcao apical do implante de
Bioglass®45S5 apos oito semanas da implantacdo evidenciando ponte
de tecido 6sseo e contato direto com a superficie do implante na porcao

medular (seta). M, medular, I, implante, C, cortical. (aumento 1.6X).

ANALISE HISTOLOGICA

Nos periodos de 8 e 12 semanas todos os implantes
apresentaram quantidades variadas de tecido conjuntivo interpondo o
tecido 6sseo e o implante. A avaliacao da superficie dos implantes nao
evidenciou irregularidades que sugerisse a ocorréncia de dissolucao dos

materiais em nenhum dos periodos avaliados.



Na regido medular, nas areas de interposicao de tecido
conjuntivo, foram observadas células alongadas e fibras colagenas
dispostas paralelamente ao implante sem contudo serem encontradas

células gigantes multinucleadas.






5. DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar histologicamente
e histomorfometricamente a resposta oOssea ao implante de trés
diferentes composi¢oes quimicas de Biosilicato em fémur de coelhos. A
escolha da metodologia para a conducao deste estudo considerou o
elevado grau de confiabilidade e seguranca que estudos anteriores
demonstraram utilizando tal protocolo (Rosa et al., 2002; Rocha Barros
et al., 2003; Rocha Barros et al., 2007). Com isso, foi observado
comportamento muito semelhante dos biomateriais Bioglass®45S5,
Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F, todos estes com a
composicao quimica pertencente ao sistema quaternario
P205.Na20.Ca0.Si0s.

Os resultados evidenciam alta porcentagem de BIC na
regiao cortical do fémur de coelhos nos dois periodos avaliados (8 e 12
semanas) para os materiais Bioglass®45S5, Biosilicato®vitreo,
Biosilicato 1F e Biosilicato 2F. Nao foi constatada resposta inflamatoria
decorrente da implantacdo desses biomateriais, comprovando a
biocompatibilidade dos mesmos, o que esta de acordo com o relato de
Granito et al. (2009) que avaliaram os efeitos do Bioglass®45S5 e do
Biosilicato® em defeitos 0sseos criados em tibia de ratos. A auséncia de
reacdo inflamatoéria, bem como de células gigantes favoreceram a uniao
osso/implante, pois a concentracado de células gigantes multinucleares
€ inversamente proporcional a ocorréncia de uniao o6ssea (Vogel et al.,

2001).



No periodo de oito semanas, os valores de BIC na regido
cortical apareceram na seguinte ordem: Biosilicato 2F > Biosilicato 1F >
Bioglass®45S5 > Biosilicato®vitreo. A analise estatistica nao evidencia
diferenca estatisticamente significante entre os materiais Biosilicato 1F
e 2F. Entretanto, nesse periodo, esses materiais mostraram diferencas
estatisticamente significantes em relacao aos materiais
Biosilicato®vitreo e Bioglass®45S5. Cabe destacar que as composicoes
de Biosilicato 2F e 1F promoveram maior contato osso/implante no
periodo de oito semanas (96,4% e 92,7%) do que os demais materiais
avaliados. Os valores de BIC observados com o Biosilicato 1F e 2F tem
significado importante, pois até recentemente o Bioglass®45SS era
conhecido como o vidro bioativo com maior indice de bioatividade
(Moura et al., 2007).

No periodo de 12 semanas os valores de BIC na porcao
cortical apresentaram-se na seguinte ordem: Biosilicato 2F >
Bioglass®45SS5 > Biosilicato®vitreo > Biosilicato 1F. A analise
estatistica revelou que os biomateriais avaliados ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante. Deve ser ressaltado, entretanto,
que o processo de contato osso/implante do Biosilicato 1F ja estava
completado oito semanas apos a colocacdo do implante, pois nao
ocorreu qualquer aumento depois de decorridas 12 semanas. Os
resultados observados evidenciam melhor comportamento biolégico do
Biosilicato 2F nos dois periodos analisados.

A semelhanca do que foi observado em outro trabalho

realizado pelo mesmo grupo de pesquisa avaliando biovidros e



utilizando o mesmo modelo experimental (Rocha Barros et al., 2007), a
topografia das superficies das trés composicoes quimicas do Biosilicato
nao teve qualquer influéncia na formacao 6ssea ao redor dos implantes,
pois todas eles foram preparados sob as mesmas condicoes. Assim, a
composicdao quimica diferente parece ter interferido na resposta
biologica. Admite-se que a composicdo quimica foi importante como
determinante da solubilidade da fase residual do vidro e, portanto, da
estabilidade do biomaterial em meio biologico.

Estudos prévios revelam que a cristalizacao diminui o nivel
de bioatividade (Peitl et al., 1996), podendo inclusive tornar um vidro
bioativo em bioinerte (Li et al., 1992). Entretanto, tais fatos nao
ocorreram no presente estudo. Contrariamente a essas afirmacoes,
Hench, West (1996) constataram que a cristalizacdo total do
Biosilicato® promove aumento do seu indice de bioatividade para nivel
superior aos das vitroceramicas comercializadas na época. Moura et al.
(2007) demonstraram em experimentos in vitro que o Biosilicato®
(P205Na;0.Ca0.SiOy) é altamente bioativo, apresentando maior formacao
de matriz oOssea mineralizada em sistema de cultura de células
osteogénicas quando comparado ao Biosilicato®vitreo e ao
Bioglass®45S5.

Foppiano et al. (2004) estudando possiveis reacoes adversas
na formacao celular in vitro sobre duas composicoes de vidro avaliando
a adesao e proliferacao celular, aléem da fosfatase alcalina, concluem
que os materiais avaliados nao apresentaram qualquer resposta

negativa quando comparados a um modelo padrao de cultura,



considerando tais vidros como sendo cito-compativeis. Granito et al.
(2009) sugerem que o Biosilicato® apresenta maior atividade
osteogénica do que o Bioglass® apds analise histopatolégica subjetiva.
Contudo, nao observam diferenca significativa quanto a resisténcia,
absorcao de energia e desgaste estrutural dos materiais estudados.
Roriz et al. (2010) concluem que o Biosilicato® apresenta as mesmas
caracteristicas que o Biogran® apds reconstrucoes de rebordos
alveolares. Convém salientar que os estudos in vitro nao consideram a
complexa situacao da homeostase que ocorre in vivo. Considerando os
resultados do presente estudo e dos trabalhos anteriormente citados,
observa-se excelente comportamento biolégico do Biosilicato® tanto nas
situacodes in vitro quanto in vivo.

A cristalizacao total do Biosilicato® pode alterar
importantes propriedades do material, modificando o pH do meio e
tornando-o alcalino, favorecendo a diferenciacdo e a funcao
osteoblastica (Xynos et al., 2000; Loty et al., 2001). A cristalizacao do
Biosilicato® pode também alterar outras propriedades do material como
o indice de dissolucdo ou o seu grau de solubilidade, interferindo na
formacao Ossea. A excessiva solubilidade do material pode dificultar a
precipitacao dos cristais de apatita e a formacao 6ssea na superficie do
implante (Daculsi et al., 1990). Além disso, a excessiva solubilidade com
a presenca de particulas do material liberadas no meio pode estimular a
inflamacao. Vogel et al. (2004) relataram que a formacao de células
gigantes multinucleadas avaliadas durante a degradacédo de particulas

do Bioglass® em coelhos foi tempo dependente e foi influenciada pela



solubilidade do material implantado. A atividade de macrofagos
adjacente ao implante pode expd-lo a um pH acido, que podera
favorecer a dissolucao. Assim, a cristalizacao diferente do
Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F pode ter contribuido
para a obtencao de diferentes graus de contato osso/implante (Li et al.,
1992; Peitl et al., 1996; Moura et al., 2007; Granito et al., 2009; Roriz et
al., 2010).

Os valores de BIC observados na regidao medular apdos 8
semanas aparecem na seguinte ordem: Biosilicato®vitreo > Bioglass®
45S5 > Biosiliacto 2F > Biosilicato 1F. Apoés 12 semanas da
implantacao, os valores observados apareceram na seguinte ordem:
Biosilicato 1F > Biosilicato 2F > Biosilicato®vitreo > Bioglass®45S5. O
Bioglass®45S5 e o Biosilicato®vitreo apresentaram diminuicdao dos
valores do BIC na regido medular no periodo de 12 semanas, ao
contrario do que ocorreu com o Biosilicato 1F e 2F que tiveram os
valores do BIC aumentados nesse periodo. A analise estatistica,
considerando a formacao 6ssea na regidao medular do fémur de coelhos,
nao mostrou diferenca estatisticamente significante entre os quatro
materiais avaliados nem entre os periodos estudados.

Os valores de BIC encontrados na regiao medular do fémur
demonstram o potencial osteogénico da medula o6ssea, conforme
observado em trabalhos anteriores empregando o mesmo modelo
experimental. A formacado ossea na regido medular representa a
resposta celular dos tecidos adjacentes ao trauma cirurgico, ativando

células do periosteo ou do endosteo e o sistema de cicatrizacdo medular



(Melo et al., 2005). Conforme citado em trabalho anterior (Rocha Barros
et al., 2007), a explicacao para o potencial osteogénico do tecido
conjuntivo fibroso encontrado na medular pode ser atribuido a
migracao de células osteogénicas advindas do endosteo durante o
reparo tecidual.

Admite-se que a interacao tecido-implante depende de
varios fatores, entre os quais a espécie animal empregada, o local da
implantacdo, a composicao quimica e a topografia da superficie do
material. Landry et al. (1996) relataram que a ativacao de células do
periosteo ou do endosteo e o sistema de cicatrizacao medular promovem
intensa resposta osteogénica na fase inicial do reparo, promovendo
formacao o6ssea na medula (Vogel et al.,, 2001). Os resultados do
presente trabalho confirmam o conceito de que a formacao de novo osso
adjacente ao implante € influenciada por sua localizacdo no tecido, isto
€, na regido cortical ou na medular, com a regiado cortical apresentando

maior formacao de tecido 6sseo.






6. CONCLUSOES

Os resultados observados sugerem que:

1. Todos os materiais testados sdo biocompativeis;

2. O Biosilicato 1F e o Biosilicato 2F exercem maior atividade
osteogénica que o Biosilicato®vitreo e o Bioglass®45S5 quando

implantados em fémur de coelhos;

3. O Biosilicato®vitreo, Biosilicato 1F e Biosilicato 2F sao
biomateriais viaveis para serem empregados na clinica

odontologica, assim como o Bioglass®45S5.
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ABSTRACT

Objectives: The purpose of this study was to investigate the histological
and histomorphometric bone response to three Biosilicate® with
different crystal phases (Vitreo, 1F and 2F) implanted in a model rabbit
femur and compare them to Bioglass45SS5 control implants. Methods:
Sixteen New Zealeand rabbits were used in this study, and Biosilicate
glass-ceramic rods were implanted bilaterally in the midshafts rabbit
femurs. Implants were harvested at 8 and 12 weeks and prepared for
histological and histomorphometric analyses at light microscope level.
Results: Histological examination revealed unresorbed cylinders
localized in the implantation sites with no persistent inflamation or
foreign body reaction; bone and a layer of soft tissue was observed in
close contact to implant surfaces in the medullar canal. Such
connective tissue was composed of a few elongated cells and collagen
fibers located parallel to implant surface. Histomorphometric analysis
considered Bone-to-Implant Contact at cortical and medullar areas.
When medullar portion was evaluated Biosilicate®vitreo presented a
higher amount of new formed bone followed by Bioglass45S5,
Biosilicate 2F, and Biosilicate 1F (eight weeks). After twelve weeks
Biosilicate 1F demonstrated the highest Bone-to-Implant Contact,
followed by Biosilicate 2F, Biosilicate®vitreo, and Bioglass45S5. No
statistically significant difference between the materials or the periods
was observed (p>0,05). Considering Bone-to-Implant Contact at cortical
portion Biosilicate 2F presented the highest bone formation, followed by

Biosilicate 1F, Bioglass®45S5, and Biosilicate®vitreo (eight weeks).



Biosiliacate 1F and 2F presented similar results with no statistic
difference (p=0,06). However, in this period Biosilicate 2F demonstrated
higher values than Bioglass®45S5 and Biosilicato®vitreo (p=0,02). At
twelve weeks direct bone contact was similar between all tested
materials (Biosilicate 2F > Bioglass®45S5 > Biosilicate®vitreo >
Biosilicate 1F) with no statistically significant difference (p>0,05).
Significance: All the Biosilicate glassceramics appeared to have an
excellent behavior at biological environment with Biosilicate 2F

presenting the best results among all tested materials.

Key-words: Biosilicate. Bioglass. Biocompatibility. Bone response.



INTRODUCTION

Glasses and ceramics are routinely used in medical and dental
treatments as bone substitutes and their use has been greatly improved
in the last 30 years [1,2]. Biomaterials such as silicate, ceramics and
calcium silicate glasses have been used aiming to improve bone repair
and to substitute hard tissues. These materials are able to interact with
body tissue stimulating osteogenesis, favoring undifferentiated
mesenchimal cells mitogenesis, wich leads to osteoblasts and new bone
formation. Bioglass 45S5 and Biosilicate® demonstrated bioactivity and
similar biocompatibility profile with significant increase of mineralized
bone matrices compared to a ceramic material [3]. The osteocondutivity
results in a calcium-phosphate layer deposition surrounding the
implant when it is inserted in vivo [4] with biomaterials interaction in
physiological environment including biodissolution/biodegradation,
apatite crystal precipitation, and implant surface bone formation that
leads to osseointegration [5].

Ideally, a glass-ceramic system for bone substitution and
augmentation should be osteoconductive and have reasonable
mechanical properties [6], such as Bioglass45S5, that has been known
as the highest bioactivity index material [7]. Recently, a 100%
crystallized  glass-ceramic based on the general formula
Si02.P205 Na,OCaO was developed and named Biosilicate® (Patented
0300644-1; Federal University of Sao Carlos, Brazil). Its crystallinity
significantly changes the fracture characteristics of the glass. Biosilicate

glass was histological evaluated after socket filling and presented higher



amount of mineralized tissue compared to control sockets suggesting an
excellent biocompatibility and mechanical properties [8]. These results
stimulate new materials development as scaffolds like bioactive glass
materials. The present study aimed to evaluate bone response and
Bone-to-implant Contact (BIC) of three different crystal phase

Biosilicates® rods implanted in a model rabbit femur.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics Committee for animal
research, Faculty of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo,
Brazil.

A total of 16 three-month New Zealand male rabbits weighting
between 2.5 and 3.0 Kg were used in the study with two implants
placed bilaterally in the femur of each animal. Bioglass rods (45S5),
based on the SiO2CaONa>OP20s composition was used as a control

material due to its high efficiency in surface bone formation [2].

SAMPLES PREPARATION AND SURFACE CARACTERIZATION

Materials were prepared as previously described [9,10]. To
summarize, the Biosilicate® materials based on the general formula
Si02.P205.Na20.CaO and Bioglass 45S5 were obtained after weighting
and mixing in rubber bottles high pure silica, calcium carbonate,
sodium carbonate, and sodium phosphate during 30 minutes. Materials
fusion took place between 1250°C and 1380°C after 3 to 4 hours

inserted in an electric furnace (Rapid Temp 1710BL, CM Furnaces Inc.,



Bloomfield, NJ, EUA) at the Vitreous Material Laboratory, Federal
University of Sao Carlos (Sao Carlos, SP, Brasil) and Vitrovita — Instituto
de Inovacado em Vitroceramicos Ltda. Rods (2 X 4 mm?) were produced
using the lost-wax casting technique. Plastic profiles of 2 X 4 mm? were
invested in a refractory material (Whip-mix gypsum bonded investment,
Whipmix Corp., Louisville, NY), which once set was heated to 700°C to
burnout the plastic profile; the investment was then cooled to 590°C
prior to casting. The glass was melted at 1200°C using an electrical
furnace and then centrifugally cast into the investment mould (Degussa
TS3 casting machine, Hanau, Germany). After grit blast the glass
surface with 50 um alumina, the rods were heat treated for 1 h at 520°C
and 1 h at 860°C. These two different thermal treatments are essential
to favor an initial crystallization at first cycle, and total material
crystallization at a higher temperature. Biosilicate® composition and
thermal treatment protocol are detailed described at EP1601623B1
patent (Brazil). The cast rods of glass were examined at the time of
processing for defects such as porosity. Any specimen showing signs of
porosity was discarded. Samples were immersed in acetone to remove
any debris and abundantly irrigated with physiologic solution before

implantation.

IMPLANTATION PROCEDURES AND SAMPLES HARVESTING
Each animal was submitted to bilateral femur surgery at same
session [2]. Fenaren® (Sodium Diclofenac - 2 mg/Kg) and Tramal®

(Tramadol Cloridrate - 1 mg/Kg) were administered immediately and 24



hours after surgery. The animals were maintained in cages with free
access to food and water and the wounds were inspected daily for
clinical signs of complications or adverse reactions, and to monitor
healing. At 8 and 12 weeks after implantation the animals were
euthanized with a lethal dose of thiopental and the femurs were
harvested, radiographies were taken to define implants location, and
processed for morphological and histomorphometric analyses. These

periods of harvesting were selected based on previous studies [2,11,12].

HISTOLOGICAL PROCESSING

The bone segments containing the rods were ground sectioned for
light microscopy [13]. The bone and implants were immediately fixed in
3% glutaraldehyde buffered with 0.1M sodium cacodylate (pH 7.3) for 3
hours. After fixation, these specimens were dehydrated through a series
of graded ethanols and embedded in resin (LH White Hard Grade,
London, UK) over a period up to 9 days. Each specimen was placed in a
polyethylene cup and filled with fresh resin which was polymerized in
an oven at 60°C for 18 hours. After polymerization, resin blocks were
sectioned with a diamond knife (Microslice 2; Ultratec Manufacturing
Inc., Santa Ana, CA). The samples were polished using silicon carbide
paper and diamond polishing pastes and the polished block surfaces
were stained and processed with Stevenel’s blue and Alizarin red for
light microscopy. The stained blocks were mounted on slides using
glass bond and were cut using a diamond band saw to leave a section

near 1mm thick. The cut surfaces of the sections were polished and



thinned down to 30-40pm wusing silicon carbide paper without
disruption of the implant tissue interface. Cover slips were used to
protect the sections and the slides were examined under a standard
light microscope.

Biocompatibility of the materials was based on their
osseointegration and osseoconductivity capacity. For that, the
parameter of the transversal section of the samples was measured
followed by the measure of the length of this perimeter in close contact
with bone matrix using a 10X original magnification. BIC was expressed
as percentage of the implant surface in direct contact with the
mineralized bone matrix in cortical and medullar area. At least six
slides per period per material were used. This parameter was
determined by means of an image analysis system using NIH Image

software.

STATISTICAL ANALYSIS

The data presented in this work were subjected to the ANOVA
test. The results were confirmed by Tukey’s test using SPSSWIN
statistical analysis program. Differences at p< 0,05 were considered

statistically significant.



RESULTS

CLINICAL OBSERVATIONS

No intra-operative or post-operative complications were noted
with the animals. Implantation sites appeared to have healed with no
visible signs of inflammation or adverse tissue reaction. Post-harvested
radiographs confirmed the implants had been placed successfully in the

burr hole penetrating the cortex into marrow of the femur.

HISTOLOGICAL AND HISTOMORPHOMETRIC ANALYSIS

Histological examination revealed unresorbed cylinders localized
in the implantation sites with no persistent inflammation or foreign
body reaction. After 8 and 12 weeks of implantation cortical bone
regeneration was observed around all Bioglass 45S5 and Biosilicates®
samples (Figures A-D). At medullar portion an intimate relationship
between bone and Biosilicate® implants without soft tissue intervention
was observed in only a few regions (Figures 1E and 1F). A layer of soft
tissue was observed in close contact to implant surfaces in the medullar
canal. Such connective tissue was composed of a few elongated cells
and collagen fibers located parallel to implant surface (Figures 1G, 1H -
arrows). The mean percentages of BIC at medullar and cortical regions

are summarized in Tables I and II.



The BIC exhibited in bone marrow at 8 weeks presented the follow
results: Biosilicate®vitreo > Bioglass45S5 > Biosilicate 2F > Biosilicate
1F. The BIC at 12 weeks were Biosilicate 1F > Biosilicate 2F >
Biosilicate®vitreo > Bioglass45S5. No statistically significant difference
between the materials or the periods was observed (p=0,08 and p=0,14
respectively). Considering BIC at cortical portion after 8 weeks,
Biosilicate 2F presented the highest bone formation, followed by
Biosilicate 1F, Bioglass®45S5, and Biosilicate®vitreo. Biosiliacate 1F
and 2F presented similar results with no statistic difference (p=0,06).
However, in this period Biosilicate 2F demonstrated higher BIC than
Bioglass®45S5 and Biosilicate®vitreo (p=0,02). At 12 weeks BIC was
similar between all tested materials (Biosilicate 2F > Bioglass®45S5 >
Biosilicate®vitreo > Biosilicate 1F) with no statistically significant
difference (p=0,08). It is important to emphasize that BIC of Biosilicate
1F was already completed after 8 weeks due to similar results between
both tested periods. The best biological behavior considering BIC was

demonstrated by Biosilicate 2F at 8 and 12 weeks.






CAPTION OF THE FIGURE

Figure 1. Ground sections of Biosilicate® cylinders after 8 and 12
weeks of implantation. (A) Biosilicate®vitreo implant-tissue interface
showing the cortical bone in close contact to the implant surface after 8
weeks; (B) Biosilicate 1F - tissue interface showing bone formation
between implant surface and the cortical bone at 8 weeks; (C) Direct
contact between the 45S5 implant surface and cortical bone (12 weeks);
(D) Biosilicate 2F — direct contact at cortical region after 12 weeks; (E)
Implant — tissue interface showing bone formation in the medullar canal
after 12 weeks (Biosilicate 2F); (F) 45S5-arrow showing bone in close
contact with the implant, in the medullary canal after 12 weeks; (G)
45SS5 - tissue interface showing soft tissue in close contact with the
implant, in the medullar canal after 8 weeks; (H) Arrow showing soft
tissue in close contact with Biosilicate 2F implant in the medullar canal
after 12 weeks. Legend: b — cortical bone; i — implant; m — bone marrow;

f — fibrous tissue. Original magnification: 10X.

DISCUSSION

The results of the present study showed an excellent
biocompatibility of Bioglass®45S5, Biosilicate®vitreo, Biosilicate 1F,
and Biosilicate 2F after bone implantation. BIC was affected by the
material chemical composition (Biosilicate 2F > Biosilicate 1F >
Bioglass®45SS > Biosilicate®vitreo). It is important to emphasize that
Bioglass®45S5 demonstrated the highest bioactivity index for many

years [7]. Different researches suggest Biosilicate® glass exerts more



osteogenic activity  than Bioglass®45S5 under subjective
histopathological analysis, confirming our results [8,14].

The BIC after 12 weeks were Biosilicate 2F > Bioglass45S5S >
Biosilicate®vitreo > Biosilicate 1F. There was no statistically significant
difference in BIC between these materials. It is important to emphasize
the percentage of osseointegration of Biosilicate 2F was 100% after 12
weeks. In addition, after 8 weeks the osseointegration process was
already completed on Biosilicate 1F (92,69%) because it did not increase
at 12 weeks. In contrast to cortical area, BIC at bone marrow showed no
statistically significant differences between all the materials after 8
weeks. Our results suggest that new bone formation around the
materials is influenced by their location within the bone, whether in the
cortical bone or in the marrow bone. The osteogenic potential of the
fibrous connective tissue at the bone marrow could be attributed to the
migration of osteogenic cells from the endosteum during tissue repair.
However, fragments of endosteum stripped off during surgical
procedure and adhered to material surface could be the source of

osteoblastic cells [2].

Landry et al. (1996) explain that activating periosteum and/or
endosteum cells and medullar repair system an intense osteogenic
answer occurs at initial repair phase promoting new medullar bone
formation. The activation of the three systems (periosteal, endosteal and
medullary healing systems) promotes an intense osteogenic response in
the early phase of the healing process influencing the formation of new

bone in the medullary canal.



In this study, considering that all the samples were manufactured
under the same conditions, surface topography was likely similar for all
the implants. Therefore, the BIC could not have been influenced by
factors other than surface chemistry. Moura et al. (2007) showed that
full crystallization of bioactive glasses in a range of compositions of the
system P20s5Na20.Ca0OSiO2 may promote enhancement of in vitro bone-
like tissue formation in an osteogenic cell culture system. Granito et al.
(2009) suggest that Biosilicate® exerts more osteogenic activity when
compared to Bioglass under subjective histopathological analysis, with
no significant differences between these two materials comparing
Maximal load, Energy Absorption, and Structural Stiffness. Roriz et al.
(2010) concluded that Biosilicate® presented similar results to
Biogran® in alveolar ridge reconstruction demonstrating excellent
response of bioactive-glass ceramic. It is important to stress that in
vitro studies are different from in vivo situations due to the impossibility
to simulate homeostase complex situation but both in vitro and in vivo

analyses favored Biosilicate®.

Previous studies demonstrated that glass crystallization
diminishes bioactivite level [16] and some even suggested that
crystallization might turn bioactive glasses into bioinert materials [17].
Nevertheless our results do not support this hypothesis. Biosilicate®
total crystallization may alter important material properties and
consequently alter environment pH, turning it alkaline favoring
osteoblastic differentiation and function [18,19]. Crystallization may

even alter other material properties like dissolution index, which might



interfere on bone formation and may be undertaken to improve its
biological properties. The different crystallization process among
Biosilicate®vitreo, Biosilicate 1F and Biosilicate 2F could have
interfered with bone formation. Despite the identical composition of
Biosilicate (crystalline) and the parent glass Biosilicate®vitreo they may
present different dissolution, kinetics and osseointegration capability.
Very well domain on kinetic crystallization, nucleation, and growth
allowed to obtain two different fully crystallized glass-ceramics: first
showing only one crystalline phase containing 1Na20.2Ca0.3SiO2
crystals (named F1) and P205 in solid solution, and the second having
two crystalline phases (named F2) containing 1Na20.2Ca0.3SiO2 and a
calcium phosphate phase. Unfortunately, the phosphate phase was not
identified until now using x ray diffraction due to its very low phosphate
concentration (less than 1.8%). However, it was possible to observe the
phosphate phase on FTIR spectra machine using diffuse reflectance.
The results showed that all evaluated implants, independent of
the chemical composition, were biocompatible, as demonstrated by their
capacity for osseointegration. The chemical composition was important
as a determinant of residual glass solubility and hence stability in the
biological environment. The regular appearance of the Biosilicate®
implants in all micrographs suggested that the compositions tested
were stable in the biological environment. The Biosilicate® formulation
tested was therefore considered suitable for implant applications. The
absence of inflammatory cells or multinucleated cells after 8 or 12

weeks appeared to favor the BIC. Vogel el al (2001) showed that the



presence of multinucleated cells is proportional opposite to bone
bonding. In addition, the absence of macrophage activity diminishes
dissolution possibility of glass-based materials that might create an
acidic pH of local tissue environment [7]. In conclusions, the results of
the present study indicate that all tested materials are biocompatible,
with Biosilicate 1F and Biosilicate 2F presenting higher osteogenic
activity than Biosilicate®vitreo and Bioglass45S5, being these materials

suitable for implant use.
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Table I — Degree of BIC of Biosilicate samples and Bioglass 45S5 at the

cortical area.

MATERIAL 8 WEEKS 12 WEEKS
Bioglass®45S5 87(8) 92(8)
Biosilicate®vitreo 84(15) 92(4)
Biosilicate 1F 93(6) 90(9)
Biosilicate 2F 96(4) 100(0)

Table II — Degree of BIC of Biosilicate samples and Bioglass 45S5 at the

medullar area.

MATERIAL 8 WEEKS 12 WEEKS
Bioglass®45S5 57(15) 52(18)
Biosilicate®vitreo 66(5) 53(4)
Biosilicate 1F 44(4) 56(8)

Biosilicate 2F

48(7) 56(6)







