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Balderrama IF. Uma nova composigédo de vidro bioativo para regeneragao éssea e
osseointegracao de implantes dentarios: estudos in vitro e pré-clinico em coelhos [tese
de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar uma nova composicéo de vidro bioativo (F18)
para futura aplicacao clinica na Implantodontia. Para isto, o estudo foi dividido em
cinco artigos. No primeiro artigo, uma revisao de literatura investigou artigos cientificos
sobre a aplicacdo do enxerto 6sseo sintético derivado do vidro bioativo para uso na
Implantodontia, focando em regeneracdo Ossea assim como em revestimento de
implantes de titanio. Os achados cientificos demonstraram que o vidro bioativo possui
propriedade de biocompatibilidade, ligagdo com osso, ndo-citotdxico e antimicrobiano,
através de evidéncia cientifica por estudos in vitro, pré-clinicos e clinicos. No segundo
artigo, 3 discos de diferentes superficies: 1) usinado (M), 2) nano-hidroxiapatita (Nano-
Ha) e 3) biofuncionalizado com F18 (BSF18) foram analisados em diferentes testes in
vitro. Os discos foram submetidos a contaminag¢ao de Staphylococcus aureus por um
periodo de 24 horas. De acordo com os resultados de contagem bacteriana (UFC/mL),
a superficie BSF18 demonstrou valores diminuidos quando comparado com a
superficie usinada ou Nano-Ha (p<0.0001), assim como as imagens de cepa
bacteriana aderida nas superficies e analisadas por MEV e Microscopia confocal,
demonstraram maiores aglomerados bacterianos nas superficies M e Nano-Ha
quando comparada com BSF18. No terceiro artigo, a fim de investigar o potencial
osteoindutor das superficies de 3 diferentes discos, tais como, 1) usinado (M), 2) nano-
hidroxiapatita (Nano-Ha) e 3) biofuncionalizado com F18 (BSF18). Para isto, um total
de 5 mL de aspirado de medula éssea foi coletado da tibia de 8 coelhos albinos para
obter as células-tronco da medula Ossea (Bone Marrow Stem Cells-BMSC).
Propriedades fisico-quimicas das superficies dos discos e analises biologicas in vitro
foram investigadas. Os resultados evidenciaram que a superficie BSF18 demonstrou
ser mais hidrofilica quando comparada com M e Nano-Ha. O teste de deteccéo de
nodulos mineralizados nas superficies aos 21 dias e atividade de fosfatase alcalina
aos 10 dias, demonstrou uma diferenga estatistica com valor aumentado para BSF18
(p<0.05) quando comparada com as superficies M e Nano-Ha. No quarto artigo, 40
coelhos foram submetidos ao levantamento do seio maxilar bilateral e inser¢cao dos
seguintes enxertos 0sseos, G1) Hidroxiapatita com beta-tricalcio fosfato (HA/B-TCP);
G2) F18; G3) HA/B-TCP + F18; G4) BMSC + F18; G5) Coagulo sanguineo (BC). Apés
30 e 60 dias, biopsias foram coletas destas areas e analisadas quanto a porcentagem
de osso neoformado, tecido conjuntivo e biomaterial. Implantes dentarios de diferentes
superficies (Nano-Ha e BSF18) foram instalados nas areas previamente enxertadas e
analises de estabilidade primaria e secundaria, contato-osso implante (BIC), formagéao
0ssea entre as roscas (BAFO) e propriedades nanomecénicas (dureza e modulo de
elasticidade) foram investigadas. Como resultados, aos 60 dias, G1 e G2
demonstraram maior quantidade de osso neoformado quando comparado com 30
dias. Implantes de superficie Nano-Ha revelaram uma maior estabilidade primaria
para o G1 aos 60 dias. G2 demonstrou uma melhor porcentagem de BIC aos 60 dias
para a superficie Nano-Ha quando comparada com G5 e G4. BSF18 instalado em
areas do G3 apos 60 dias demonstrou valores aumentados em propriedades
nanomecanicas quando comparado com G5. No quinto artigo, a fim de investigar a
formagao éssea ao redor de implantes BSF18 instalados em area de baixa densidade
O0ssea animais associados ou ndo com comprometimento sistémico, 8 coelhos foram



induzidos ao Diabetes Mellitus através da aplicagdo de 105 mg/kg de Aloxana, e 8
coelhos receberam uma dose de soro fisioldgico (controle). Animais foram divididos
em 4 grupos, tais como, saudaveis com implantes Nano-Ha (G1), saudaveis com
implantes BSF18 (G2), diabéticos com implantes Nano-Ha (G3), diabéticos com
implantes BSF18 (G4). Ap6s 3 dias da indugdo, os animais foram submetidos a
instalagdo dos implantes Nano-Ha e BSF18 em osso de iliaco bilateralmente (4
implantes/animal). A eutanasia ocorreu apds 7 dias, onde o remanescente 6sseo dos
implantes que receberam torque de remocgao foi submetido a analise histolégica e
histométrica, assim como deteccdo do marcador de proteina Runx-2 pela analise de
imuno-histoquimica, por outro lado, as areas 6sseas contendo os implantes foram
analisados quanto a porcentagem de BIC e BAFO, e propriedades nanomecanicas
(dureza e mddulo de elasticidade). Amostras sanguineas foram coletadas para analise
de glicemia do sangue, assim como, imunoglobina glicada. Como resultados, a
glicemia e hemoglobina glicada revelaram valores aumentados para G3 e G4. As
pecas histologicas do osso remanescente demonstraram maior predominio de células
inflamatorias para G3 quando comparada com G4. Maior detec¢cdo do gene Runx-2
para amostras do G2 quando comparado com G3 e G4. Superficie BSF18 demonstrou
maior BIC para animais saudaveis quando comparado com diabético. Propriedade de
dureza no osso cortical em animais saudaveis demonstrou resultados relevantes para
a superficie BSF18 quando comparado com Nano-Ha. Pode-se concluir que o vidro-
bioativo F18 é um material promissor para aplicagdo na Implantodontia.

Palavras-chave: Implantes dentarios. Osseointegracédo. Materiais biocompativeis.



Balderrama IF. A novel bioactive glass composition for bone regeneration and
osseointegration of dental implants: in vitro and preclinical studies in rabbits [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate a novel bioactive glass composition (F18) for application
in Implant Dentistry. For that, this study was divided into five articles. In the first article,
a literature review was proposed to investigate scientific publication about the
application of synthetic bone graft derived from bioactive glass for using in implant
dentistry, focusing on bone regeneration as well as coating into dental implants. The
findings demonstrated that bioactive glass showed biocompatibility propertie, bone-
bonding, non-toxic, and antimicrobial capacity, through scientific evidence by in vitro,
preclinical, and clinical studies.In the second article, 3 discs with different surfaces,
such as: 1) machined (M), 2) nano-hydroxyapatite (Nano-Ha) and 3) biofunctionalized
with F18 (BSF18) were analyzed in different in vitro tests. The discs were submitted to
Staphylococcus aureus contamination for 24 hours. According to the bacterial count
results (CFU/mL), the BSF18 surface demonstrated decreased values when compared
to the machined or nano-hydroxyapatite (p<0.0001,) surface, as well as images of
bacterial strain adhered to surfaces and analyzed by SEM and Confocal Microscopy
demonstrated larger bacterial clusters on M and Nano-Ha surfaces when compared to
BSF18. In the third article, the aim is to investigate the osteoinductive potential of
surfaces of 3 different discs, such as 1) machined (M), 2) nano-hydroxyapatite (Nano-
Ha), and 3) biofunctionalized with F18 (BSF18). For that, a total of 5 mL of bone marrow
aspirate was collected from the tibia of 8 albino rabbits to obtain bone marrow stem
cells (Bone Marrow Stem Cells-BMSC). Physicochemical properties of disc surfaces
and biological assays in vitro were analyzed. The results evidenced that the BSF18
surface demonstrated to be more hydrophilic when compared to M and Nano-Ha. The
test of detection of mineralized nodules on surfaces at 21 days and alkaline
phosphatase activity at 10 days, showed a statistical difference with an increased value
for BSF18 (p>0.05) when compared to M and Nano-Ha. In the fourth article, 40 rabbits
underwent bilateral maxillary sinus augmentation and insertion of the bone grafts, G1)
Hydroxyapatite with beta-tricalcium phosphate (HA/B-TCP); G2) F18; G3) HA/B-
TCP+F18; G4) BMSC+F18; G5) Blood clot (BC). After 30 and 60 days, biopsies were
collected from these areas and analyzed for the percentage of new bone formation,
connective tissue, and biomaterial. Dental implants with different surfaces (Nano-Ha
and BSF18) were installed in the previously grafted areas and analyses of primary and
secondary stability, implant-bone contact (BIC), bone formation between the threads
(BAFO), and nanomechanical properties (Hardness and modulus of elasticity) were
investigated. As a result, at 60 days, G1 and G2 demonstrated a greater amount of
new bone formation than at 30 days. Nano-Ha surface implants revealed greater
primary stability for G1 at 60 days. G2 demonstrated a better BIC percentage at 60
days for the Nano-Ha surface compared to G5 and G4. BSF18 installed in G3 areas
after 60 days demonstrated increased values in nanomechanical properties when
compared to G5. In the fifth article, to investigate bone formation around BSF18
implants installed in areas of low bone density in animals associated or not with
systemic involvement, 8 rabbits were induced to Diabetes Mellitus through the
application of 105 mg/kg of Alloxan, and 8 rabbits received a dose of saline (control).
Animals were divided into 4 groups, such as healthy with Nano-Ha implants (G1),
healthy with BSF18 implants (G2), diabetics with Nano-Ha implants (G3), and diabetics



with BSF18 implants (G4). After 3 days of induction, the animals underwent the
installation of Nano-Ha and BSF18 implants in the iliac bone bilaterally (4
implants/animal). Euthanasia occurred after 7 days, where the remaining bone of the
implants that received removal torque was submitted to histological and histometric
analysis, as well as detection of the Runx-2 protein marker by immunohistochemical
analysis, on the other hand, the bone areas containing the implants were analyzed for
the percentage of BIC and BAFO, and nanomechanical properties (hardness and
modulus of elasticity). Blood samples were collected for blood glucose analysis, as
well as glycated immunoglobin. As a result, blood glucose and glycated hemoglobin
revealed increased values for G3 and G4. Histological pieces of the remaining bone
demonstrated a greater predominance of inflammatory cells for G3 when compared to
G4. Greater detection of the Runx-2 gene for samples from G2 when compared to G3
and G4. BSF18 surface demonstrated higher BIC for healthy animals when compared
to diabetic ones. Hardness property in cortical bone in healthy animals demonstrated
better results for the BSF18 surface when compared to Nano-Ha. It is possible to
conclude that bioactive glass F18 is a promising biomaterial for application in Implant
Dentistry.

Keywords: Dental implants. Osseointegration. Biocompatible materials.
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1 INTRODUGAO

Um dos desafios na Implantodontia é a deficiéncia do tecido dsseo para a
instalacdo de implantes dentarios’. Substitutos do tecido 6sseo sdo indicados para um
aumento na disponibilidade dssea?, e dentre os enxertos, o osso autégeno ¢ a fonte
descrita como padrdo ouro por possuir as propriedades biolégicas de formacao de
tecido 6sseo, além da presenca de células osteocompetentes e fatores de
crescimento com alta capacidade de formar um osso novo®4.Uma das desvantagens
do enxerto autégeno € a necessidade de uma area doadora do individuo,
demonstrando uma maior morbidade e complicagdes®, assim como reabsorgdo do
enxerto®.

Biomateriais derivados de animal s&o preparados por diversas abordagens que
incluem remover a por¢do do material orgéanico, calcinacdo em diferentes
temperaturas e realizagao do tratamento com hidroxido de sédio, seguindo os padrdes
internacionais para que se utilize o material de forma segura, porém muitas vezes os
enxertos xenodgenos néo sio totalmente ausente da doenga de prions®’. Diante disso
os biomateriais de origem sintética se destacam, devido mostrar resultados
satisfatérios mais de 80 anos de aplicabilidade na area Odontologia e Ortopédica®.
Considerando que os enxertos autdégenos possuem um subconjunto de células-tronco,
células progenitoras e osteoblastos®, uma associagdo de células ou fatores de
crescimento a um biomaterial osteocondutor pode resultar em um biomaterial
potencialmente comparavel ao enxerto padréo ouro, o autégeno®'".

A aplicagdo das células-tronco derivadas da medula 6ssea associada com
biomateriais osteocondutores demonstra uma possibilidade devido a unido das células
e fatores de crescimento presentes no aspirado quando associada a um arcaboucgo a

fim de potencializar a osteogénese e osteoindugio para a formagéo dssea® 23,

1.1 Biomateriais sintéticos

A literatura demonstra uma evolugcdo constante por biomateriais a fim de
abordar uma substituigdo a indicagao cirtrgica do enxerto autégeno. Os biomateriais
de origem animal ou aloplastico possuem propriedades osteocondutores que
promovem um crescimento de nova formagéo 6ssea’®, além de serem utilizados com

sucesso em situagdes clinicas diversas tais como em elevacédo do assoalho do seio
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maxilar'®. Os materiais aloplasticos podem ser classificados em sintéticos, tais como

a hidroxiapatita (HA), beta-fosfato tricalcio (38-TCP) e o vidro bioativo'’.

1.2 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) possui como férmula quimica Ca1 (PO4)s (OH)2 com
temperatura de sinterizagdo entre 1000-1250°C, demonstra caracteristicas de
biocompatibilidade, 6tima compressao, forca, 6timo comportamento de crescimento
celular, isto €, osteocondutor, e tem sido relatada como aplicacdes em reparo de
defeitos 6sseos'®'°. A HA é uma cerdmica baseado em calcio fosfato com relagdo de
calcio/fésforo na proporcéo de 1,50 e 1,67%°. A HA é um componente importante e
essencial do osso natural, guando em contato ou implantado no osso, pode combinar-
se com o tecido por ligagdes quimicas?'. Um estudo demonstrou que a reabsorgao in
vivo da HA equivale a uma taxa de 1-2% ao ano de acordo com suas propriedades, &
mais facilmente ser reabsorvido in vivo, com boas resisténcias a compressao, porém
fraco em tens&o e cisalhamento??.

Além disso, a HA um fosfato de calcio degradavel que representa quase 65%
da massa 6ssea e a maior parte dos componentes inorganicos do tecido 6sseo®. A
HA tem sido amplamente utilizado como material cerdmico para a fabricacdo de
estruturas 6sseas e implantes/dispositivos, assim como pode demonstrar dois tipos
diferentes, como microporosidade e macroporosidade, a microporosidade pode ser
definida quando as particulas do pdé ndo estdo completamente unidas apds a
sinterizacédo, e a macroposorisade esta relacionado a pores maiores?°. Diante disso,
a HA mostra uma influéncia positiva na adesao e proliferacdo de células

osteoblasticas?.

1.3 Beta-fosfato tricalcio

O Beta-fosfato tricalcio (B-TCP) possui como férmula quimica g-Casz(PO4). com
temperatura de sinterizagdo entre 200-1400°C, e demonstra caracteristicas de ser
biodegradavel com bioreabsorgdo, baixa contragcdo, baixa trinca/deformacédo e
adequada porosidade, suas aplicagdes se baseiam em reparo de tecido duro de
defeitos 6sseo0s?®>22. O TCP é bioativo, que tem sido extensivamente investigado para
uso como substituto 6sseo, pois € possui a propriedade em induzir o desenvolvimento

osteoblastico de células progenitoras?®.
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O TCP ¢é conhecido por sua biocompatibilidade, bioatividade,
osteocondutividade, reabsorgcdo, baixa contracdo, baixa formacdo de trincas e
deformag&o?®, o que demonstra uma taxa de degradagdo aumentada®?. O TCP possui
duas formas cristalograficas primarias, o a-TCP (alpha) e o B-TCP (beta)?, sendo o 8
mais favoravel e com propriedade elevada de osteocundutividade em relagéo ao a. O
B-TCP é comumente utilizado como um preenchimento de lacunas O&sseas
reabsorviveis, permitindo a substituigdo por osso recém-regenerado’-?830. O B-TCP é
um composto ceramico bioativo osteocundutor poroso, e € notavelmente fragil e de
reabsorcéo lenta, uma taxa de degradacao lenta predispde a exposigéo, infeccdo e
fraturad’.

Estudos demonstraram ter uma taxa de reabsor¢dao mais rapida quando
comparado a HA, mantendo as propriedades osteocondutoras®? e demonstra
degradagéo, assim como uma reabsor¢ao mais rapida quando comparado ao HA,
caracteristica que é desejavel para alcangar uma substituicdo mais rapida da HA com
0ss03'32, O B-TCP possui propriedades favoraveis devido a sua resisténcia mecanica
e estabilidade quimica e o principal mecanismo de bioatividade é a dissolug¢ao parcial
e liberacéo de produtos de ions calcio e fosfato formando um precipitado biolégico de

apatita na superficie da estrutura bioceramica?*.

1.4 Vidro bioativo

Os vidros bioativos sdo biomateriais utilizados para casos de regeneracao
O0ssea, demonstrando a vantagem da sua aplicabilidade na &area Odontologia,
especificamente na Implantodontia para reconstrucéo 6ssea, devido a sua capacidade
de ligagdo quimica com o tecido duro e o material vitreo33. Ademais, os vidros
bioativos sao considerados materiais altamente ativos capazes de estimular a inducéo
de regulacdo de genes relacionados pela diferenciacdo e proliferagdo dos
osteoblastos®.

O mecanismo de acdo dos vidros pode ser dividido em 5 estagios,
primeiramente, ocorre a lixiviacdo dos cations Na* e K™ e sua substituicao na estrutura
do vidro por cations H* ou H3zO do fluido (estagio I). Neste processo causa um aumento
do pH local provocando a ruptura das ligagdes Si-O-Si e a silica é liberada na solugéo
na forma de Si(OH)4 (estagio Il). Se o pH local for menor que 9,5 ocorre condensacao
do Si(OH)4 e a silica se re-polimeriza na superficie do vidro, formando uma camada

de silica-gel (estagio Ill). A estrutura aberta da silica-gel permite que uma troca iénica
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aconteca entre o material e a solugdo continue ocorrendo. fons calcio e fosfato se
difundem a partir do vidro pela camada de silica-gel e somando-se aos ions calcio e
fosfato da solugdo, formam sobre a superficie do vidro uma camada de fosfato de
calcio amorfa (estagio 1V). Apds o aumento de espessura das camadas de silica-gel
e fosfato de calcio amorfas, esta ultima passa a incorporar ions hidroxil, carbonato e
fldor, e inicia a sua cristalizagdo em hidroxicarbonatoapatita (HCA), sendo este o
estagio V. A HCA é similar quimicamente e estruturalmente com a apatita, fase mineral

encontrada no 0sso33:35:36,

1.5 Aplicacao do vidro bioativo na Implantodontia

O titdnio € predominante utilizado na area médica devido a sua excelente
biocompatibilidade e propriedades mecanicas, porém, nao promove bioatividade para
regeneragéo dssea por si mesmo, demonstrando uma baixa bioactividade®”8. Diante
disso, estratégias sao realizadas para estimular a fungao osteogénica para obter uma
resposta celular por biofuncionalizagdo da superficie do titdnio com biomoléculas®.
Estudos cientificos investigaram um novo enxerto sintético constituido de vidro
bioativo F18 (sistema composto de SiO2-Na20-K>0-MgO-Ca0O-P20s) que demonstra
uma acelerada consolidacédo 6ssea favorecendo a cicatrizagédo e regeneragédo 0ssea
para futura instalagdo de implantes dentarios*0-42.

Assim como, as propriedades fisico-quimicas da microestrutura sao fatores que
podem influenciar o processo de osseointegragdo®?, diante disso, uma investigagéo
constante em modificacbes das propriedades de macro e microestruturas dos
implantes dentarios instalados em diferentes qualidades 6sseas sdo importantes a fim
da obtengdo do sucesso da osseointegragdo***5. Do mesmo modo que modificagéo
em superficies de implantes de titanio, quando revestidos por meio da técnica de
atomizacido pneumatica para biofuncionalizacdo com particulas de biovidro resultam
em uma melhor osseointegragdo no periodo de duas semanas em modelo animal
quando comparado com superficie sem a adigédo da biofuncionalizagdo do biovidro?.

Poucos estudos investigaram a aplicagdo do biovidro depositado em
superficies de titanio, o que estimula mais estudos que apliqguem essas modificacoes
em micro e macroestrutura dos implantes dentarios*’*° a fim de obter melhores
resultados de estabilidade primaria e secundaria associada com avancadas técnicas
cirargicas que visam melhorar o contato do osso-implante, ancoragem e distribuicéo

de tensdo®%-52, Alteragbes na microestrutura dos implantes estéo relacionados a
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estabilidade secundaria dos implantes®3%* visando melhorar as propriedades fisico-
quimicas, tais como a rugosidade superficial, molhabilidade e composigao quimica, a
fim de proporcionar uma maior deposi¢cao 6ssea sobre a superficie 6ssea e diminuir o
tempo de reparo 6sseo, proporcionando um menor tempo e uma acelerada com
melhor qualidade de osseointegragao®®.

As modificacbes em superficies de implantes de titanio revestidos por meio da
técnica de atomizacao pneumatica para biofuncionalizagdo com particulas de biovidro
resultam em um melhor contato osso e implante no periodo de duas semanas quando
comparado com superficie sem a adi¢cdo da biofuncionalizagéo do biovidro*S.

A osseointegracao tem como definicdo o contato direto entre o osso vital e a
superficie do implante dentario ao nivel de microscopia 6ptica®®. Alguns critérios s&o
considerados como fatores de sucesso para a osseointegragéao, tais como, o design e
material do implante dentario, propriedades de superficie do implante, qualidade
0ssea do individuo e técnicas cirtrgicas®®. A condigdo sistémica Diabetes Mellitus é
uma desordem metabdlica determinada pela hiperglicemia proveniente de
anormalidades na secrecdo assim como, também na resposta das células a insulina,
sendo considerada uma das condigdes sistémicas que acometem a osseointegragéo
de implantes dentarios, principalmente na fase inicial da cicatrizacdo que podem
influenciar no sucesso do tratamento®”’.

A atividade osteoblastica em individuos diabéticos demonstra uma inibicao
devido a persisténcia da hiperglicemia, o que resulta uma diminui¢do da reparagéo
0ssea®®. Estudos que investigaram em modelo animal demonstram que o Diabetes
Mellitus afeta negativamente o processo de osseointegracdo dos implantes
dentarios®%° demonstrando que a hiperglicemia pode interferir na fungdo dos
osteoblastos, diminuindo a neoformacédo déssea assim como, atua também nos
osteoclastos, podendo diminuir a formagao e aumento da reabsorg¢ao éssea, levando
assim a perda 6ssea®*®'. Com a evolugdo da nanotecnologia e suas modificages
estruturais que sao desenvolvidas em superficies de implantes, pode-se determinar
tanto ao nivel macro como microestrutural, o que determinam a biocompatibilidade do
material, sendo intimamente relacionado com o comportamento celular®?.

Ademais as nanoestruturas aplicadas aos biomateriais tém sido propostas para
proporcionar um grau superior de osseointegragdo®®, o que leva o desenvolvimento
de novas superficies de implantes visando a uma melhora do contato osso-implante

em condigbes dsseas que estdo comprometidas pelo Diabetes Mellitus®.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos e levando-se em consideracdo as
metodologias aplicadas pode-se concluir que:

A biofuncionalizagdo com o vidro bioativo F18 em superficies de titanio
demonstrou uma maior reducdo bacteriana significativa no periodo de 24 horas
quando comparada com a superficie de titanio e nano-hidroxiapatita;

Discos revestidos com o vidro bioativo F18 foram capazes de estimular
a diferenciacdo e atividade de pré-osteoblastos, indicando ser uma alternativa
promissora para a superficie de implantes dentarios;

O F18 como enxerto sintético demonstrou formacao éssea em areas de
levantamento de seio maxilar, assim como o revestimento de implantes dentarios com
BSF18 evidenciaram a osseointegragdo positivamente em areas previamente
enxertadas;

A superficie de implantes dentario revestida com BSF18 evidenciou
resultados satisfatérios e promissores quando instalado em area de baixa densidade

ossea de animais com Diabetes Mellitus.
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