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EVALUARI SEM Sl EDX PRIVIND
BIOMINERALIZAREA TESUTULUI OSOS NOU-FORMAT
SEM AND EDX EVALUATIONS ON THE BIOMINERALIZATION
OF NEWLY-FORMED BONE TISSUE
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Ipoteza de lucru privind interactiunea biomate-
rial de aditie - tesutul osos periimplantar a stat la baza ideii
cd biomaterialele de aditie actuale pe baza de ceramici
si/sau colagen formeaza la interfatd os de novo, sunt
biocompatibile si biointegrabile. Din acest punct de vedere
a fost analizat care din produsele evaluate are rata de
succes clinica cea mai mare si se apropie de standardul de
aur - osul autogen. Caracteristicile cantitative si calitative,
determinabile din punct de vedere histologic ale procesului
de regenerare osoasd, secundar aplicarii unui transplant
autogen, respectiv a diferitelor tipuri de biomateriale de
aditie, sunt reflectate de reactivitatea biologica a fiecarui
implant in parte si de reactivitatea organismului.
Rezultatele investigatiilor osteoscintigrafice, necesare
expunerii dinamicii procesului de osteogeneza, sunt utile
atunci cand se coreleaza cu rezultatele histologice,
respectiv cu integrarea implantului si cu formarea de tesut
osos nou. Procesul de ,,osteostimulare apare atunci cand
o substanta implantatd influenteaza procesul de
osteoreparatie, inducédnd astfel formarea de tesut osos la
nivelul defectul parodontal osos. Astfel, a fost realizat un
studiu experimental prin care a fost testata capacitatea
unor biomateriale de aditie de a induce formarea de os de
novo, utilizdnd ca metoda de analiza a osteointegrarii
microscopul electronic de baleiaj si spectroscopia EDS.
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1. Introducere

Regenerarea ligamentelor parodontale, a
insertiei epiteliale si a osului alveolar din jurul
dintelui cu afectare parodontala constituie
obiective importante terapeutic in medicina
dentard. In incercarea de a realiza regenerarea,
epiteliul gingival Tnlocuieste epiteliul santului
gingival, responsabil de insertia epiteliala pe dinte.
Ca urmare a debridarii si a chiuretajului pungilor
parodontale, epiteliul gingival prolifereaza mai
rapid decat viteza cu care fibrele ligamentelor
parodontale se pot reatasa cimentului nou format.
Desi reinsertia in osul alveolar pare a se realiza in
totalitate, orientarea initiala a fibrelor la suprafata
dintelui pare sa fie foarte dificil de atins. Aceasta
conduce la pungi parodontale subgingivale
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The working hypothesis on the interaction

between the addition biomaterial — peri implant bone is
based on the idea that current addition biomaterials based
on ceramic and / or collagen form de novo bone interface,
are biocompatible and biointegrable. It was evaluated which
of the products has the highest clinical success rate and is
approaching the gold standard - autogenous bone.
Quantitative and qualitative characteristics, determined
from histological regeneration of bone, secondary to the
application of an autogenous transplantation, namely the
addition of different types of biomaterials are reflected by
biological reactivity of each implant and systemic reactivity.
Results of the osteoscintigrafical investigations necessary
for the exposure of the osteogenesis process dynamics are
useful when correlated with histological results also with
the integration of the implant and new bone formation. The
process of "osteostimulation” occurs when an implanted
substance influences the osteoreparation, inducing the
formation of bone tissue in the periodontal bone defect. So,
an experimental study was conducted to test the capacity
of some addition biomaterials to induce new bone growth,
using the electronic sweeping microscope and EDS
spectroscopy as methods to analyze the process of
osteointegration.

captusite cu epiteliu Tn spatiul dintre osul alveolar si
suprafata dintelui. Cand procesul avanseaza are
loc exfolierea dintelui. Cercetatorii fac eforturi
pentru a limita evolutia spre apex a epiteliului,
pentru a creste reimplantarea ligamentelor
parodontale la suprafata dentard si osoasa prin
metode chimice si chirurgicale si pentru a utiliza
materiale de implantare care sa mareasca fixarea
celulelor tesuturilor epitelial si conjunctiv limitand
astfel migrarea apicala a celulelor epiteliale [1].

Pentru substitutia osoasa se folosesc
materiale diferite din punct de vedere chimic si
structural care au la baza mecanisme specifice
distincte. Pana in acest moment s-au efectuat
multe experimente legate de dinamica temporala a
proceselor biologice dupa implantarea materialelor
de substitutie; Tn acest scop, au fost efectuate
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metode de investigatie din domeniul medicinii
nucleare precum scintigrafia scheletala si
osteodensiometria [2]. Aceste metode permit,
comparativ cu altele, controlul derularii proceselor
de reparatie osoasa in vivo. Se cerceteaza
capacitatea acestor metode de a expune diferit
dezvoltarea schimburilor de substantd osoasa
dupa implantarea diferitelor materiale de substitutie
osoasa precum osul autogen intr-o comparatie
intra- si interindividuala, si controlul rezultatelor prin
studiu histologic la  incheierea  stadiului
experimental pe animale de laborator. Spre
deosebire de transplantul autogen, materialele de
substitutie osoasd cu actiune osteoinductiva si
osteoconductiva (indeosebi ceramici) produc o
reconstituire incompletda a defectului osos. Se
presupune ca materialul de substitutie osoasa nu
genereaza sau dezvolta insuficiente influente la
nivelul tesutului de legéatura, pentru a declanga
osteogeneza in centrul defectului (un efect pur
osteoconductiv) punand astfel la dispozitie produsii
de degradare necesari declangarii biosintezei
matricei osoase. Resorbtia substantelor de
substitutie degradabile este mai puternicd decét
neo-osteogeneza dar cu persistenta unor fractiuni
de tesut osos sau moale incorporate a materialului
implantat.

Pornind de la ipoteza ca diferite materiale
de aditie osoasa (os autogen, biomateriale
ceramice sau colagenice) se comporta diferit
atunci cand sunt introduse intr-o cavitate osoasa
nou-formata din interiorul unui organism viu, a fost
efectuat un studiu experimental prin care a fost
evaluata capacitatea acestor biomateriale de a
produce regenerare osoasa in defectul nou-format,
utilizdnd ca metode de analiza: microscopul
electronic de baleiaj si spectroscopia EDS.

2. Materiale si metode

Cercetarea a fost realizata pe animal de
laborator, in vivo”, credndu-se prin frezaj defecte
osoase femurale (vezi. fig. 1). Au fost utilizate
experimental urmatoarele biomateriale de aditie;
Cerasorb® (Deutschland), Osteobiol® (Tecnoss),
NanoBone® (Artoss GmbH) versus os autogen.
Varful de gama al biomaterialelor de aditie au fost
reprezentate de Cerasorb (denumire comerciald)
din clasa biomateriale ceramice si Osteobiol
(denumire comerciala) din clasa biomateriale
colagenice. Este foarte important ca materialele de
aditie s& urmareascad fazele fiziologice ale
regenerarii osoase fara sa interfere in vreun fel cu
acest proces. In acest sens materialul autogen
(osul uman prelevat) este ideal, dar frecvent o a
doua interventie chirurgicala este necesara si
dificila daca nu imposibila, cand osul prelevat este
intr-o cantitate insuficientd. In studiul nostru
experimental SEM, am utilizat osul autogen versus
ceramicile bioactive si produsele pe baza de
colagen.

Biomaterialul ceramic - CERASORB
(Deutschland)

Spre deosebire de vechile ceramici,
Cerasorb® prezinta o faza pura de [ tricalciu-fosfat
in compozitia sa, fiind conceput pentru a urmari
fazele fiziologice ale regenerarii osoase. intr-o
prima etapa, Cerasorb™ asigura o matrice
multiporoasa care favorizeaza  dezvoltarea
celulelor osoase, dar cu o resorbtie neuniforma,
completa care merge in paralel cu sinteza de os
endogen [3]. Pe masura ce osul este format,
granulele de Cerasorb®se resorb, ceea ce
conduce la "restitutio ad integrum" respectiv
revenirea la forma initiala.

Cerasorb® permite cercetatorilor
monitorizarea continua a procesului de regenerare
osoasa prin examen radiologic [4]. Aceasta este
posibila  datoritd  radioopacitati  produsului
Curasan®. Urmele de B-TCP vizibile radiologic,
anterior inserarii unui implant nu semnifica
obligatoriu instabilitate sau vindecare osoasa
deficitara. Frecvent cantitatea reala de B-TCP
implantata este mai redusa decat cea presupusa
cu doar o cantitate mica de granule persistenta, in
conditile Tn care radiologic cantitatea este mai
mare. Pentru chirurg, dupa ce a implantat gi
monitorizat  evolutia  materialului  Cerasorb™,
imaginea radioopaca reprezintd un important
mijloc de evaluare a procesului de vindecare.
Asemanator, prezenta unor invelisuri granulare
intr-o zona descoperita pentru razele X
demonstreaza resorbtia gi cresterea o0soasa
fiziologica. Ceramicile B-tricalciufosfat prezinta o
capaciate redusa de biodegradare. Continutul
crescut de Ca si P (bifazic) se poate dizlova usor
in apa si poate afecta ugor disolutia B-TCP. Rata
de dizolvare a Ca* si PO, este superioara
ceramicii B-TCP [5]. Testele efectuate pe animale
demonstreaza fagocitarea graduala a implantului
atfel incat volumul acestuia se reduce cu pana la
30%. Cantitatea de Ca, P se apropie de cea a
osului  matur. Aceasta demonstreaza ca
degradarea evolueaza paralel cu depunerea de os
nou. Studile SEM confirma afinitatea dintre
implant si os [6]. La patru (4) saptamani se
identifica osul. lar la 24 saptamani se descrie
osteointegrarea la interfata. Particulele de material
se micsoreaza. Se descriu doua etape ale
biodegradarii:

e Solubilizarea implantului este crescuta, in
fluidele organismului aceasta aparand sub
forma de ioni sau molecule.

e Solubilizarea implantului este redusa,
structura sa fiind disperseata sub forma de
particule fine in fluidele organismului, fiind
in cele din urma fagocitate de macrofage.

Biomaterialul colagenic — OSTEOBIOL (Tecnoss)
Produsul Osteobiol Gen-Os® este un
material de substitutie osoasa pe bazd de
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colagen. Colagenul, in saptaméana 1, actioneaza
asupra fibrinei accelerdnd formarea cheagului
primar iar Tn saptamana a 2-a substituie
functionarea fibrinei [7]; colagenul Tisi exprima
functia chemotactica prin: atragerea precursorilor
de osteoblaste din maduva osoasa, mareste viteza
de deplasare a osteoblastelor de 2-3 ori
stimuleaza proliferarea osteoblastelor; sustine
activarea si aglutinarea trombocitelor si faciliteaza
interrelatia osteoblaste — osteoclaste — trombocite

[8].

Prin urmare biomaterialele colagenate
favorizeaza procesul fiziologic de regenerare si
reparare osoasa cu obtinerea de rezultate optime
in timp scurt. Osteobiol Gen — Os® este un
amestec de os cortical — spongios colagenat, care
prezintd o structura si o porozitate asemanatoare
osului natural autolog si prin urmare prezinta
actiune  osteoconductiva. Materialul ~ este
biocompatibil si biodegradabil. Proprietatile sale
higroscopice asigura functia de carrier pentru
substante medicamentoase. Materialul se resoarbe
in totalitate [9]. Tesutul osos nou format reface
masa osoasa datoritd  proprietatilor sale
osteoconductive, iar colagenul din structura sa
favorizeaza formarea cheagului si invazia acestuia
de catre celulele regeneratoare si reparatoare.

Fazele biomineralizarii grefei osoase

Asemanator  fracturilor, procesul de
vindecare al tesutului osos la nivelul zonei de
grefare este reprezentat de sectionarea traumatica
a vaselor de sange cu sangerare abundenta
consecutiva si formarea unui  hematom.
Hematomul este responsabil de activarea cascadei
de coagulare si formarea cheagului de fibrina.
Raspunsul inflamator acut local, va fi reprezentat in
urmatoarele zile de numeroase neutrofile, limfocite
si plasmocite. De regula, la o saptamana dupa
procedura de grefare, la periferia grefei se formeaza
din cheagul rezultat anterior, un fesut de granulatie
fibros care va reprezenta puntea de legatura dintre
grefa transplantata si osul de vecinatate. Prezenta
acestui tesut de granulatie va conduce la
chemotactismul macrofagelor si  osteoclastelor
pentru a fagocita osul nevascularizat; consecutiv se
initiaza proliferarea vaselor sanguine de novo.
Biomaterialele de aditie spongioase prezintd o
vitezd de revascularizatie mult crescuta, putand fi
partial strabatute de vase sanguine la cateva ore de
la transplantare, fapt datorat multiplelor anastomoze
dintre vasele sanguine ale patului receptor si cele
din materialul de grefare; este precizat in literatura
ca intreaga revascularizare a biomaterialului de
grefare spongios este complet dupa aproximativ 2
saptamani.

3. Metoda de lucru experimentala

Evaluarea experimentala a fost realizata pe
animal de laborator cod 7-40, rasa Chinchilla,
3,5 kg.

Pregatirea probelor

Au fost realizate probe ptr. protocolul
operator in vederea examinarii stadiului de
osteointegrare la 30, 60, 90 de zile in defectul
0sos creat; acesta a fost realizat prin frezare in
femurul animalului de laborator, efectuandu-se
patru osteotomii in care s-au aplicat biomaterialele
experimentale conform schemei: 1. Grefa
autogena, 2. Cerasorb, 3. Osteobiol, 4. Nanobone
(vezi fig. 1)

Grefa autogena Osteobiol

Cerasorb NanoBone

Fig. 1- Osteotomii (4) femurale pentru insertia biomaterialelor
de aditie: grefa autogena, Cerasorb, Osteobiol,
Nanobone .

Fig. 2 - Imagine clinica a doua defecte osoase femurale stangi.

Fig. 3 - Incizia si decolarea la nivelul capului femural.
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Fig. 4 - Crearea defectelor osoase femurale cu freza Lindemann
si racire cu ser fiziologic.

Fig. 6 - Recoltare de os autogen pentru augmentarea defectului
0S0S.

Fig. 8 -Aplicarea biomaterialului in defectul osos.

4. Examinarea ESEM (Environmental Scanning
Electron Microscope)

Dupa obtinerea probelor biologice
experimentale, acestea au fost examinate prin
microscopie electronica de baleiaj cu ajutorul unui
microscop tip XL -30 ESEM TMP, fiind utilizata o
tensiune de accelerare a fasciculului de electroni
de 10kV, obtindnd un curent in proba de 30uA, un
diametru al fasciculului de electroni la interactia cu
suprafata probelor corespunzatoare unui spot patru
si o distanta intre piesa polara a microscopului si
suprafata probei cuprinsa intre 10 si 13mm; s-a
constatat ca la 30 de zile proba experimentala cea

Fig. 7- Prepararea biomaterialului de aditie cu sange.

Fig. 9 - Sutura plagii cu fire separate.

mai evidenta in care se contureaza formarea
structurii osoase incipiente se afla in defectul tratat
cu os autogen (vezi fig. 10). S-a considerat ca cel
mai reprezentativ stadiu de evaluare ESEM este la
60 si respectiv 90 de zile. In acest interval
structura osoasa este evidentd sub forma unei
unitati osteonice (pe grefa de os autogen) dar si pe
biomaterialele de aditie (ceramice, colagenice).
Imaginile ESEM privind stadiul osteointegrarii
biomaterialelor de aditie demonstreaza aparitia
structurii osoase de novo in defectul osos.
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Fig. 10 - Imaginea ESEM a implantului de os autogen dupa 30
zile  (x1000); se poate  observa intensa
neovascularizatie care cuprinde interiorul grefei in
totalitate (sdgeti negre).

Stadiul osteointegrarii la 60 de zile

zile (x100); se poate observa aparitia structurii osoase
cu centre osteonice si structura haversiana a osului de
novo (sdgeti negre).

Fig. 12 - Imagine ESEM a implantului de os cortical — spongios
colagenat (OSTEOBIOL®) dupd 60 zile (x200); se
observa structurarea grefei asemanatoare structurii
tesutului osos, cu prezenta centrelor osteonice si
structura haversiana (sdgeti negre).

Fig. 13 - Imagine ESEM a implantului de ceramica pe baza de
B-tricalciufosfat (CERASORB®) dupa 60 zile (x100);
se observa gradul de resorbtie mai lent al grefei cu
urme de ceramica (sédgeti negre).

Fig. 14 - Imagine ESEM a implantului de ceramica
hidroxiapatiticd (NANOBONE ®) dupa 60 zile
(x5); se constata integrarea grefei sub forma de
mangon de tesut fibros (sagetfi albe) si resorbtia
incompleta a materialului de aditie persistand sub
forma de granule (sédgeti negre).

5. Evaluarea EDX (Energy Dispersive X-Ray
Microanalysis) a compozitiei chimice
cantitative si calitative a tesutului osos
nou-format

A fost efectuata analiza EDX utilizand un
spectrometru EDS — EDX cu o rezolutie de
128 eV. Aceastéa analiza permite detectia razelor X
emise de un element, ca rezultat a de-excitarii
nucleului de electroni creata de o unda electronica
cu energie inalta. Datorita cuantificarii nivelurilor
de energie electronica, energiile razelor X emise
caracteristic pentru fiecare element in parte vor fi
diferite cu numai cateva imagini spectrale
suprapuse. Probele cu osteointegrare la 60 de zile
si 90 de zile au fost considerate cele mai adecvate
pentru evaluare. In cazul biomaterialelor de aditie
ceramic tip Cerasorb si colagenice tip Osteobiol
s-a constatat o osteointegrare cu elemente
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componente de baza identice cu ale tesutului osos
natural. In evaluarea biomaterialelor pe bazi de
hidroxiapatita tip Nanobone, s-a constatat ca
elementele fundamentale fosfo-calcice nu sunt in
aceeagi proportie ca in tesutul osos natural [10];
totodata nu prezintd o osteointegrare prin legaturi
chimice, aceasta realizdndu-se prin tesut fibros
[11].

Fig. 15 - Proba 1 /Os autogen- EDX - 60 zile; Structura osoasa
formata datorita grefei autogene; se observa prezenta
canalelor haversiene (sdgeti negre) si structura
spongioasa a osului de-novo.
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Fig 17 - Proba a ll-a - Os normal-Cerasorb-EDX - 60 zile; prin grefarea osteotomiei cu biomaterial pe baza de ceramica (Cerasorb®) se
observa formarea structurii osoase dar si remanenta unor zone de biomaterial neresorbit (sdgefi negre).
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Fig. 19 - Proba 1 - Os normal — OsteoBiol — EDX - 60zile; structura osoasa a grefei de Osteobiol® cu numerosi centrii activi osteonici bine
delimitati (s&geti negre) si asemanatori structurii osoase din vecinatate.
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Fig. 20 - Analiza EDX confirma prin elementele componente principale similaritatea rezultatelor celor 2 produse (os autogen, Osteobiol)
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Fig. 21. - Proba a ll-a - Os normal — NanoBone — EDX - 90zile; Biomaterialele pe baza de hidroxiapatita tip Nanobone® nu sunt
osteointegrate din cauza ritmului foarte lent al osteoconductiei; astfel la interfata cu tesutul osos se poate observa organizarea
sub forma de calus fibros al biomaterialului de aditie (sdgeti albe) si prezenta unor zone de biomaterial neresorbit sub forma de

particule (sdgefi negre).
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Fig. 22 - EDX demonstreaza ca desi elementul principal (Ca) prezinta valori similare atat in cazul osului autogen cat si in cel al
materialului de aditie de tip NanoBone, elementul principal secundar (P) si oligo-elementele (C/O2) sunt reduse cantitativ fata

de tesutul osos adiacent.
6. Discutii

In mod evident din materialul de substitutie
osoasa implantat nu s-au declangat suficiente
impulsuri care sa actioneze asupra tesutului de
legatura format pentru a stimula osteogeneza in
centrul defectului osos prin:

e inductia proceselor de diferentiere

mezenchimalg;

e un efect pur osteoconductiv;

e punerea la dispozitie a produgilor de
degradare pentru biosinteza matricei
osoase.

Posibilele cauze ale esecului materialulul de
substitutie osoasa in raport cu scopurile propuse si
restabilirea continuitatii defectelor osoase sunt
multiple:

J Tesutul de legaturd format
restrdnge dupa dobandirea unui anumit grad de
maturitate, ca mentindtor de spatiu nedorit,
extinderea ulterioara a tesutului osos regenerat.
Datoritad maturizarii continue a tesutului de

legatura, a scaderii numarului de celule si a
reducerii capilarelor in conditiile cresterii densitatii
fibrelor, chemotactismulcelulelor osteogenetice,
pluripotente este ingreunat daca nu imposibil. Este
posibil ca la nivelul tesutului de legatura imatur,
celulele pluripotente sa fi fost prezente intr-un
numar corespunzator doar intr-un moment initial.
Acestea sub actiunea unei excitatii specifice
conduc in final la osteogeneza.

Substantele inductoare, respectiv extractele
matriceale, nu contin toate proteinele necesare
diferentierii celulare si mediatorii, sau acestea nu
se afla intr-o concentratie sau intr-o faza solubila
corespunzatoare, pentru a permite obtinerea unui
substitut osos fiziologic valoros. Substantele
implantate reduc procesele de vindecare
fiziologice, aceasta insemnand ca fie sunt
bioinerte ori bioactive. Resorbtia lor indelungata,
autocronometrabila prin celule fagocitare, conduce
prin sinteza de mediatori proinflamatori la o
inflamatie sterila, raspunzatoare de reducerea
dezvoltarii tesutului osteogenetic, inductia si — sau
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stimularea celulelor progenitoare osteogenetice,
respectiva osteoblastilor.

. Este posibil ca timpul acordat
studiului sa fi fost insuficient. Probabil ca intr-un
moment mai indepartat s-ar fi umplut si centrul
defectului cu os vital. Aceasta concluzie este
contestata de rezultatele clinice si histologice ale
testarii ceramicii calciu-carbonat ca si material de
substitutie, care nu au pus in evidenta, chiar si
intrrun moment de studiu mai Tindepartat,
osteogeneza declansata in ceramica implantata.

Limitele acestui studiu experimental au fost
reprezentate de utilizarea unui singur animal de
laborator (rasa Chinchilla) si lipsa evaluarii pe
termen lung a grefelor osoase, pentru a evalua rata
de resorbtie a acestora la minim 1 an de la
implantare.

7. Concluzii

Avand in vedere limitele acestui studiu
experimental, se pot concluziona urmatoarele:

e Este demonstratd importanta folosirii
materialelor de aditie ceramice sau colagenice ca
substituenti de os autogen in defecte osoase,
deoarece acestea (Cerasorb® respectiv Osteobiol®)
prezintd o ratda de osteointegrare asemanatoare
osului autogen, formandu-se o structura osoasa cu
numerosi centri osteonici bine delimitati; singura
mentiune care trebuie amintitd in cazul materialului
ceramic Cerasorb® este c& in zona grefata raman
zone de biomaterial neresorbit.

o Biomaterialele pe baza de hidroxiapatita tip
Nanobone® nu sunt osteointegrate din cauza
ritmului foarte lent al osteoconductiei si lipsa
oricarui stimul osteoinductiv la nivelul defectului
0so0s; pe de alta parte, asa cum am demonstrat, la
interfata cu tesutul osos se poate observa
organizarea sub forma de calus fibros al
biomaterialului de aditie.

e Este nevoie de studii clinice pe subiecti
umani prin care sa se evalueze eficacitatea pe
termen lung a biomaterialelor de aditie in sensul
analizarii ratei de resorbtie a acestora post-
implantare; de asemenea este inca neclar care
anume biomateriale de aditie sunt capabile de
osteoconductie si/sau osteoinductie la nivelul
defectului osos.
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