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SILVA, 1.G. Anadlise de um novo método de texturizacao de
superficie de implantes dentarios a base de vidro bioativo via
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RESUMO

Visando confirmar os efeitos promissores verificados in vitro do recém
desenvolvido revestimento a base de vidro bioativo (PEO-BG), o
presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade osteoindutora
do revestimento PEO-BG sintetizado via oxidacao por plasma eletrolitico
na neoformacdo Ossea de ratos diabéticos. Para isso, implantes de
titanio comercialmente puro (Ticp) foram revestidos por PEO-BG (~ 45.0
Si, 24.5 Ca, 24.5 Na, 6.0 P; m/v %) via PEO (500 V, 1000 Hz, ciclo de
trabalho de 10%, 420 s). Inicialmente, caracterizacées de superficie
foram conduzidas para confirmar a morfologia (Microscopia Eletrénica
de Varredura - MEV), topografia (Microscopia Confocal de Varredura a
Laser — CLSM) composicdo quimica (Espectroscopia de Energia
Dispersiva — EDS) e propriedades fisico-quimicas (Perfilometria e
Molhabilidade) das amostras. Em seguida, o estudo in vivo foi conduzido
utilizando ratos Wistar (n = 15) e um protocolo de inducao da diabetes
mellitus pela administracdo de estreptozotocina (35 mg / kg) foi
empregado. Apos 30 dias de inducdo da diabetes, os animais foram
randomizados e alocados para instalacdo de implantes. Os ratos foram
submetidos a cirurgia de instalacdo de implantes em tibia (30 implantes),
recebendo um implante teste (PEO-BG) e um implante controle (ZrAc)



em cada tibia. Os animais foram eutanasiados (14 e 28 dias) e as pegas
encaminhadas para escaneamento por Microtomografia
Computadorizada (Micro-CT), analise histolégica (HE) e de
imunoistoquimica (RUNX2, OPG, RANKL e OC). Os resultados
guantitativos foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
um teste paramétrico ou ndo paramétrico foi aplicado para <0,05. Os
resultados in vitro demonstraram uma superficie diferenciada para PEO-
BG, com maior area de contato e maior molhabilidade. Com relagao aos
dados in vivo, através da analise histologica foi observado maior area de
0sso neoformado e maior area de contato osso-implante para o grupo
PEO-BG (p<0,05), com perfil inflamatério compativel com as fases do
reparo tecidual. A microtomografia computadorizada (Micro-CT)
demonstrou parametros de volume désseo bastante favoraveis quando
comparado a PEO-BG. As expressdes de BMP-2, RANKL, OPG e OCN
corroboraram com os resultados de formacédo 6ssea. Assim, € possivel
concluir que o revestimento de vidro bioativo apresentou efeito
osteoindutor, ou seja, capaz de induzir células de diferenciacao, a partir
de células indiferenciadas do hospedeiro em tecido 6sseo, sendo capaz

de otimizar o reparo 6sseo periimplantar.

Palavras-chave: Regeneracgao ossea; Materiais revestidos
biocompativeis; Diabetes; Implantes Dentarios.
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ABSTRACT

Aiming to confirm the promising effects verified in vitro of the newly
developed coating based on bioactive glass (PEO-BG), the present
study aimed to evaluate the osteoinductive capacity of the PEO-BG
coating synthesized via oxidation by electrolytic plasma on new bone
formation in diabetic rats. For this, implants of commercially pure titanium
(Ticp) were coated with PEO-BG (~ 45.0 Si, 24.5 Ca, 24.5 Na, 6.0 P; m/v
%) via PEO (500 V, 1000 Hz, duty cycle of 10 %, 420 sec). Initially,
surface characterizations were conducted to confirm the morphology
(Scanning Electron Microscopy - SEM), topography (Confocal Laser
Scanning Microscopy - CLSM) chemical composition (Energy Dispersive
Spectroscopy - EDS) and physical-chemical properties (Perfilometry and
Wetability) of the samples. Then, the in vivo study was conducted using
Wistar rats (n = 15) and a protocol of induction of diabetes mellitus by
administering streptozotocin (35 mg/kg) was employed. After 30 days of
diabetes induction, the animals were randomized and allocated for
implant placement. The rats underwent surgery to install implants in the
tibia (30 implants), receiving a test implant (PEO-BG) and a control
implant (ZrAc) in each tibia. The animals were euthanized (14 and 28
days) and the pieces sent for scanning by Computerized
Microtomography  (Micro-CT), histological analysis (HE) and



immunohistochemistry (RUNX2, OPG, RANKL and OC). Quantitative
results were subjected to a normality test (Shapiro-Wilk) and a
parametric or non-parametric test was applied for <0.05. The in vitro
results demonstrated a differentiated surface for PEO-BG, with a larger
contact area and greater wettability. Regarding the in vivo data, through
the histological analysis, a greater area of newly formed bone and a
greater area of bone-implant contact was observed for the PEO-BG
group (p<0.05), with an inflammatory profile compatible with the phases
of tissue repair. Computed microtomography (Micro-CT) demonstrated
very favorable bone volume parameters when compared to PEO-BG.
BMP-2, RANKL, OPG and OCN expressions corroborated the bone
formation results. Thus, it is possible to conclude that the bioactive glass
coating had an osteoinductive effect, that is, capable of inducing
differentiation cells from undifferentiated host cells in bone tissue, being
able to optimize peri-implant bone repair.

Keywords: Bone regeneration; Biocompatible coated materials;
Diabetes; Dental implants.
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1 INTRODUCAO

A reparacdo Ossea é um processo com determinada complexidade que
demanda de interacbes celulares, disponibilidade de citocinas, matriz
osteocondutora e de um bom suprimento vascular para que ocorra adequadamente’.
Nesse contexto, os implantodontistas encontram entraves nas reabilitacbes orais,
visto a qualidade éssea afetada, vascularizacdo e a capacidade de remodelacgéo,
fatores esses que refletem diretamente no progndstico.’® Logo, a somatéria de todos
esses itens aumenta as chances de infeccdes, afetando a osseointegracédo e a
consequente perda de implantes.

Na literatura, também é bem estabelecido que alguns fatores locais do
hospedeiro podem interferir diretamente na qualidade do tratamento como a
qualidade 6ssea, localizagdo anatdbmica, presenca de infecgdes locais e até mesmo
a influéncia de alguns protocolos terapéuticos sistémicos, como as medicacdes
antirreabsortivas.’®'2 Além destes fatores, € importante frisar que alteracoes
sisttmicas como a diabete mellitus, artrite reumatoide, desnutricdo, anemia,
hipovitaminoses, osteopenia, osteoporose e anemia podem influenciar

negativamente no reparo 6sseo.'?

Dentre as condicbes sistémicas mencionadas, a diabete mellitus é uma
doenca que afeta o metabolismo 6sseo diretamente, modificando a expressao
génica associada a atividade dos osteoblastos e inibindo a maturacdo e
metabolismo de células tronco mesenquimais. Adicionalmente, a diabetes ocasiona
uma reducado nos niveis de Vitamina D e consequente aumento na liberagdo de
Paratorménio (PTH), o que estimula a atividade osteoclastogénica e aumenta o risco
de fraturas.'®'” Consequentemente, o paciente com diabetes apresenta uma
inflamacéao tecidual crénica e dificuldade de cicatrizacdo generalizada, apresentando
uma qualidade 6ssea ruim e baixa renovagdo do tecido 6sseo. Desta forma, a
diabetes €é uma condicdo critica para a instalacdo de implantes

osseointegraveis.!21819
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Como alternativa de superar este problema e aumentar a sobrevida dos
tratamentos, estratégias terapéuticas visando aprimorar o processo de reparacao
O0ssea em pacientes portadores de diabetes mellitus vem sendo amplamente
investigado na area biomédica. Dentre as possiveis estratégias, os revestimentos de
superficie tém sido amplamente investigados em diferentes sistemas de implantes e
componentes protéticos e, recentemente, também em miniplacas de Ti.2° De modo
geral, os revestimentos de superficies sdo produzidos por diferentes métodos de
sintese, demonstrando comportamento 6sseo superior in vitro, quando comparado
com superficies usinadas (sem tratamento).?!> 22 Estes achados sdo atribuidos as
melhores propriedades mecanicas, fisico-quimicas e resisténcia a corrosao, sendo
importantes caracteristicas quando se almeja a neoformacédo 6ssea em condicdes

desafiadoras como no cenario da diabetes.2224.25

Dentre as inUmeras técnicas de revestimento existentes, a oxidacao por
plasma eletrolitico (PEQO)?%27 tem sido empregada pelo nosso grupo?%-283° e por
outros grupos®'- 3%, como uma via para maximizar o potencial de osseointegracédo de
dispositivos biomédicos implantaveis. Conceitualmente, o PEO é um método simples
de processos eletroquimicos de oxidacdo que permite a formacao de topografias
complexas (em escala pm), modificando as propriedades superficies do material
(rugosidade, molhabilidade, energia livre de superficie e/ou camada de 6xido). Em
termos de reparo 6sseo, estudos in vitro tém evidenciado que a complexa topografia
dos revestimentos de PEO proporcionam uma maior superficie de contato,
consequentemente, favorecem uma melhor interacdo de proteinas e células
humanas com a superficie experimental.3*3> Este mecanismo foi também testado in
vivo, demonstrando que superficies tratadas com PEO, de fato, aumentam a area de
contato entre osso/implante, acelerando o reparo tecidual e promovendo uma maior
area de osso neoformado em fraturas femorais, quando comparado a superficies
comercialmente disponiveis.??2830 Ainda, o PEO é um método eficiente para
incorporar também elementos bioativos visando potencializar os efeitos beneficios

obtidos por meio das modificacdes de superficie.
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Nesta perspectiva, o estudo prévio de Costa et al3® desenvolveu e
caracterizou, pela primeira vez na literatura, um revestimento para implantes
dentarios bioinspirado na composicdo do biovidro 45S5-bioglass]. Esse
revestimento (PEO-BG) foi produzido por PEO sobre a superficie de discos de Ti
utilizando agentes precursores do 45S5-bioglassl] em solucdo eletrolitica (SiO2,
CaO, NaO, P205). O PEO-BG mostrou ser altamente aderente ao substrato, com
alta resisténcia a corrosdo e ao desgaste tribolégico, importantes caracteristicas
anteriormente nao atingidas por outros métodos de deposi¢do. Além disso, PEO-BG
apresenta biocompatibilidade com células humanas e mecanismos biol6gicos in vitro
semelhantes ao 45S5- bioglass(]. Em sintese, os efeitos bioldgicos sdo baseados na
lixiviacao de ions bioativos (Si, Ca, P e Na) do PEO-BG, que leva ao aumento do pH
do meio e, consequentemente, a precipitacdo mais rapida de uma camada de
apatita e a maior adsorcao de proteinas do plasma sanguineo. Portanto, o PEO-BG
possui caracteristicas positivas e superiores para osseointegracao e neoformacao
Ossea (36), quando comparado com superficies controle: maquinada ou comercial
(jateamento de aluminio seguido de ataque acido; SLA).

Assim, tendo em vista os excelentes resultados encontrados in vitro, para
confirmar que a superficie PEO-BG desenvolvida é promissora para aplicacdes
biomédicas, é de suma importancia avaliar o desempenho deste revestimento em
modelos animais capazes de captar todo o espectro de interagdes com o hospedeiro
e comprovar a possivel estimulacdo de células osteogénicas para a producao de
matriz 6ssea in vivo. Além disso, foi hipotetizado que o PEO-BG poderia promover
habilidades osteoindutivas e osteocondutivas devido ao mecanismo de liberacao
ibnica, o que ainda ndo havia sido estudado considerando amostras de implantes
dentarios em situacoes criticas de reparo ésseo, como o que foi simulado pelo uso
de modelo animal diabético como desenvolvido neste estudo.3®
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2 OBJETIVOS

O presente teve como objetivo geral avaliar a capacidade osteoindutora de
implantes com revestimento a base de vidro bioativo via oxidacdo por plasma
eletrolitico na otimizacdo do reparo 6sseo em ratos diabéticos. Os objetivos
especificos desse estudo foram:

1) Sintetizar revestimentos de PEO-BG em implantes de Ticp por meio do
PEO;

2) Caracterizar as superficies experimentais em termos de morfologia,

topografia, composicao quimica e propriedades fisico-quimicas;

3) Avaliar in vivo o efeito modulatorio da resposta imune inflamatéria do

hospedeiro na presencga do revestimento PEO-BG em tecidos descalcificados;

4) Investigar in vivo o potencial de osseointegracdo na presenca de implantes
revestidos com PEO-BG.

A hipétese nula desta pesquisa é que o tipo de texturizacdo nao influenciaria

nos parametros reparacionais a serem analisados

3 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho, 18 implantes de titanio
comercialmente puro, grau 4, foram fornecidos pela empresa DSP (DSP Biomedical,
Ouro Verde Il, Campo Largo — PR) com superficie tratada por jateamento com
zircbnia e duplo ataque acido, de modo comercialmente disponivel e seguindo os
parametros da empresa e representando a superficie denominada de ZrAC. Além
disso, a mesma empresa, forneceu 18 implantes de superficie lisa, ou seja, sem
nenhum tipo de texturizacdo, que posteriormente foram encaminhados para receber
o revestimento a base de vidro bioativo por oxidacao por plasma eletrolitico (PEO-
BG).
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Para o estudo em modelo animal, 15 ratos Wistar foram induzidos a uma
condicdo de diabetes mellitus e realizada cirurgias de instalagdo de implantes em
tibia. A escolha deste sitio cirargico foi baseada na microarquitetura éssea dos
respectivos 0ssos longos em animais, onde sabe-se que a tibia é, no rato, o 0sso

gue mais se assemelha as caracteristicas do osso alveolar humano?®’.

A determinacéo da utilizacdo de grupo controle ou teste foi realizada de forma
aleatoria, por meio do website https://www.random.org/. Neste momento o operador
nao pOde ser cego devido a topografia visualmente diferente entre os grupos
controle e experimental, entretanto, todas as analises foram realizadas por um

pesquisador cego.3®

O numero de amostras por grupo foi determinado através da ferramenta
“Sample Size for Anova” do programa SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data
Analysis, San Jose, California, USA) considerando resultados de desfecho primario
em artigos prévios e com metodologia semelhante, desse modo, para determinacao
da amostra para instalacao de implantes, foi utilizada uma diferenca entre médias de
1443, desvio padrao de 41.13 e poder estatistico de 95%, obtendo-se um n = 4
tibias.?® Foi adicionada uma tibia ao respectivo niimero amostral, devido ao risco de
perdas e complicagdes, o que é sustentado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sendo n = 5 para implantes, por grupamento de analises (Grupo A —
descalcificados e Grupo B — calcificados) e por tempo experimental (14 e 28 dias
para grupo A e apenas 28 dias para grupo B), totalizando em 15 tibias por grupo
(ZrAc e PEO-BG).

3.1 Texturizacao de Superficie das Amostras

3.1.1 Revestimento a Base de Vidro Bioativo por Oxidacao por Plasma
Eletrolitico
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Para a realizagdo do revestimento de PEO-BG, as amostras (implantes) foram
inicialmente limpas por ultrassom com agua deionizada (10min), desengorduradas
com propanol 70% (10min) e secas com ar quente (250°C). O tratamento por PEO
foi realizado utilizando-se uma fonte de alimentacdo de corrente continua (Plasma
Technology Ltda.), o qual se encontra no Laboratério de Plasma Tecnolégico da
UNESP de Sorocaba sob a responsabilidade do Prof. Dr. Nilson Cristino da Cruz e
em colaboracdo com o grupo de pesquisa do prof. Dr. Valentim Barao (UNICAMP),
uma solida e frutifera parceria previamente estabelecida. O tratamento foi realizado
com a amostra (anodo) imerso em uma solucao eletrolitica no interior de um
reservatério de aco inoxidavel (catodo) com sistema de refrigeracdo que manteve a
temperatura da solucéo eletrolitica em aproximadamente 20 °C. O suporte da

amostra foi projetado para permitir a exposicao completa do implante ao eletrdlito.

A solucéo eletrolitica foi preparada utilizando metassilicato de sédio 0,014 M
(Na2SiO3-5H20; pureza: 98,0%), acetato de célcio 0,20 M (C4H604Ca; pureza:
99,5%), nitrato de sddio 0,50 M (NaNQOS; pureza: 99,5%), e glicerolfosfato de sodio
0,0010 M (C3H7Na206P; pureza: 99,0%) como fontes precursoras para 0S
principais elementos bioativos do 45S5-bioglass. Além disso, 0,025 M Na2-EDTA
2H20 (pureza: 98,0%) foi usado como agente quelante em todas as solugcdes
eletroliticas. Os parametros de trabalho da PEO foram: tensao anddica pulsada (500
V, 1000 Hz, ciclo de trabalho de 10%) por 420 s. Posteriormente, as amostras
tratadas com PEO-BG foram enxaguadas em &gua destilada, secos ao ar e

esterilizados por autoclave 24 horas antes do procedimento cirargico.

3.2 Caracterizacoes de Superficie

No periodo baseline, as duas superficies em questdo passaram por
avaliacbes da sobre o método de comprovacdo da reprodutividade da superficie
experimental. Para tanto, na maioria das andlises foram utilizados discos de titanio
com superficie equivalente as utilizadas no estudo e em acordo com o trabalho

realizado anteriormente in vitro, nas analises qualitativas foi utilizado um n = 2 de
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cada grupo (ZrAC; PEO-BG) e nas analises quantitativas um n = 4, de modo que
para todas as analises foram realizadas leituras em no minimo 3 areas distintas.

3.2.1 Microscopia Confocal de Varredura a Laser 3D (CLSM)

O microscopio confocal de varredura a laser 3D (CLSM, Keyence model VK-
X200 series) foi utilizado para a obtencdo de imagens bidimensionais e
tridimensionais, de modo a possibilitar a caracterizacao qualitativa da topografia da
superficie dos espécimes. Para isso, foi utilizada a ampliagdo de 50x e 150x. O
processamento das imagens e mensuracao da area de superficie foi realizado pelo
software VK-Analyzer (Keyence v 3.3.0.0).

3.2.2 Perfilometria (rugosidade de superficie)

A rugosidade de superficie das amostras foi analisada por meio de um
perfilbmetro (Dektak 150-d; Veeco) (Figura 1). Os valores de Ra (média aritmética da
rugosidade de superficie) foram obtidos utilizando o cut-off de 0,25 mm a uma
velocidade de 0,05 mm/s durante 12 s.

Figura 1 — Demonstracao macroscopica (A) e microscopica (B) da acao do

perfilometro durante a analise da rugosidade de um disco representante de uma das
superficies utilizadas neste estudo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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3.2.3 Molhabilidade e energia livre de superficie

A energia livre de superficie foi calculada por meio de um goniémetro (Ramé-
Hart 10000; Ramé-Hart Instrument Co) utilizando o método da gota séssil (Figura 2).
Os grupos foram avaliados quanto ao angulo de contato com a agua (componente
polar).
Figura 2 - Goniometro utilizado para as analises de molhabilidade e energia livre de
superficie (A), sendo demonstrado a ponteira responsavel pela aplicacao da gota na

superficie do disco testado (B) e a imagem capturada pelo programa apos a
mensuracao dos angulos formados.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.2.4 Espectroscopia de energia dispersiva

A analise pela espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi realizada em
pequenos volumes, na ordem de 1 um? (20). Mapas de cores foram utilizados para
investigar a distribuicdo dos elementos quimicos na superficie dos implantes e
confirmar a proporcdo estequiométrica (% atébmica) esperada (45% Si, 24.5% Ca,
24.5% Na, 6% P; 5:2:2:1 razao biol6gica).
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3.3 Desenho experimental do modelo animal

Antes do inicio da proposta, o projeto foi enviado para avaliagdo da Comissao
de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP e, ap6s obter parecer favoravel (Processo FOA n° 0298-2021)
o trabalho teve inicio. Todos os procedimentos realizados seguem as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os

guidelines previamente publicados no “Animal Arrive guidelines 2.0”.

Durante todo o experimento os ratos foram mantidos em gaiolas com no
maximo 4 animais, num ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de
luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com racao sélida
(Racéo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas
antecedentes aos procedimentos cirdrgico. Apés o procedimento cirlrgico, 0s
animais retornaram para caixas com até 4 animais. Todas as outras condi¢des de

ambientagéo foram mantidas iguais entre todos os ratos.

Para este estudo foram utilizados 15 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar),
machos, adultos, com 6 meses de idade, e peso corporal variando de 250 a 300
gramas. Os animais foram fornecidos a partir de uma cepa mantida no Biotério do
Departamento de Diagndstico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
(FOA) — UNESP, que por sua vez, foram fornecidas pelo Biotério Central da mesma
instituicao.

O numero de amostras por grupo foi determinado através da ferramenta
“Sample Size for Anova” do programa SigmaPlot 12.0, como mencionado no inicio

da metodologia, sendo 15 ratos destinados a instalacao de implantes (15 tibias para
ZrAC e 15 para PEO-BG).
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3.3.1 Inducao de diabetes mellitus em ratos Wistar

Para inducédo de diabetes mellitus, os ratos passaram, inicialmente, por um
periodo de jejum durante a noite, com duracdo entre 14 e 16 horas e em seguida
foram coletadas amostras de sangue pelo método da ponta da cauda e as
concentracdes de glicose no sangue em jejum foram medidas por um sistema
automatico de monitoramento de glicose no sangue (Accu-Check® Performa;
Roche-Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, EUA). Em seguida, os animais
foram anestesiados por uma combinacdo de 50mg/kg de ketamina intramuscular
(Dopalen- Ceva Saude Animal — Paulinia, Sao Paulo, Brazil) e 5mg/Kg de cloridrato
de xilazina (Anasedan — Ceva Saude Animal — Paulinia, Sdo Paulo, Brazil) e em
seguida receberam uma injecdo de solucdo contendo estreptozotocina (Sigma-
Aldrich Corp, St Louis, MO, EUA) dissolvida em uma solugéo tampao de citrato a 35

mg / kg, na veia peniana (Figura 3).

Seis dias apds a inducdo do diabetes, amostras de sangue foram coletadas
para determinar 0s niveis de glicose sanguinea de todos os animais e 0s que
apresentarem valores acima de 200mg/dL seguiram para as cirurgias de instalacao
de implantes e confeccdo de fraturas e osteossintese. Durante 30 dias, foram
realizadas afericdes semanais da glicemia de todos os animais e somente apds esse
periodo foram realizadas as cirurgias de instalacdo de implantes em tibia.

Figura 3 — Representacao clinica do procedimento de aplicacao de estreptozotocina
via veia peniana.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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3.3.2 Analises comprobatérias da reducao da densidade mineral 6ssea

Densitometria radiografica por meio do programa computacional ODR-ATA
Como método auxiliar para comprovacdo do desenvolvimento de redugdo da
densidade mineral 6sseo em decorréncia da Diabete Mellitus experimentalmente
induzida, foi realizada a mensuracao da densidade 6ssea por meio do programa
ODR-ATA. Trata-se de um software livre, que tem como objetivo realizar o calculo da
densidade 6ssea, tendo como base a densitometria radiogréafica 3°, utilizando uma
cunha de 0sso bovino como método de comparacao com a amostra. Para tanto, nos
periodos de eutanasia, foram coletados os fémures, que nao passaram por cirurgia.

Em seguida, foram realizadas radiografias das amostras juntas a uma cunha
feita de osso bovino. Com o programa ODR-ATA em execucgdo, foi realizada a
sele¢do da cunha com os dados pré-determinados, denominada de “Cunha Teste”.

Em seguida, a imagem da radiografia digitalizada com a cunha anexada foi
selecionada e aberta no programa e como método de calibragdo, por meio da
ferramenta “Drawing”, com o auxilio do mouse, foi feito um esquadrinhamento da
imagem da cunha de referéncia, de modo que o software realizou uma leitura pixel a
pixel de todos os tons de cinza, sendo presentes variacdes de 0 a 255 tons de cinza
ao longo da cunha, gerando entdo um grafico que representou a curva de densidade
radiografica versus altura da cunha. Finalizada a calibracao, a ferramenta “Drawing”
foi novamente selecionada, mas dessa vez com o pincel referente ao tecido 6sseo, e
a regido de interesse foi esquadrinhada, gerando um valor médio de densidade
0ssea e um simulador tridimensional da regiao selecionada (figura 4).

Figura 4 - Visao geral do programa ODR - ATA, representando as ferramentas no
canto inferior e o simulador tridimensional gerado a partir da selecao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.3.3 Analise biomecanica (Teste de Flexao de trés pontos)
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Além da andlise anterior, a comprovacao da reducdo da densidade mineral

O0ssea também contou com a realizacdo de anélise biomecanica (Teste de Flexao de

trés pontos) (MZ-500S; Instrumento Maruto). Para isso, os fémures, que ndo foram

utilizadas para instalagao de implantes, foram utilizadas. As amostras ésseas foram

inicialmente possicionadas voltadas para cima em uma plataforma, apoiadas em

dois suportes, um anterior e um posterior, permanecendo bem estabilizadas. Em

seguida, uma forca vertical foi aplicada na regido central dos fémures, com carga de

5mm/min, enquanto curvas de deformacéao e carga foram tragcadas em graficos com

andlise de rigidez e forca maxima aplicada (Figura 5).

Figura 5 - Imagem representativa do posicionamento da amostra 6ssea e da célula de
carga utilizada para aplicacao de forca vertical.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.3.4 Cirurgia de instalacao de implantes em tibia

No periodo de 12 horas prévias ao procedimento cirargico, os animais foram
submetidos a jejum, e posteriormente, foram sedados pela combinacao de 50mg/kg
de ketamina intramuscular e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina, em seguida,
receberam cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/Kg, Mepiadre 2% 1:100.000® - Nova

DFL, Taquara, Rio de Janeiro, Brasil) como anestesia local e para hemostasia.

Posteriormente, foi realizada tricotomia na por¢cdo medial da tibia direita e
esquerda e, antissepsia da regidao com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI).
Com uma lamina numero 15 foi realizada uma incisdo na regidao de metafise tibial
esquerda e direita e a seguir, o tecido foi divulsionado em espessura total e afastado
com o auxilio de descoladores de periosteo, expondo a tibia. Assim, foram utilizados
implantes de titanio comercialmente puro (Ticp) com as seguintes dimensoes:

didmetro de 1,6 mm e altura de 4 mm.
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Seguindo-se o procedimento cirdrgico, foi realizada fresagem com fresa
espiral de 1,4mm de diametro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sao
Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 800 rpm, sob irrigacdo com solucdo isotdnica
de Cloreto de Sédio a 0,9%, e contra-angulo com redugéo 20:1 (Peca angular 3624N
1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach,
Germany). Cada animal recebeu dois implantes, sendo um em cada metéfise tibial,
de modo que cada animal recebeu os dois implantes que foram utilizados neste

estudo: com texturizacao controle (ZrAC) ou teste (PEO-BG).

Os tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon®, Johnson Prod., Sdo José dos Campos,
Brasil) com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 4-
0, Ethicon®, Johnson, Sado José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no

plano mais externo (Figura 6).

Figura 6 - Etapas cirurgicas do procedimento de instalacdao de implantes. (A) Incisao
de 1,5 cm de comprimento para acesso cirurgico a metafise tibial. (B) Exposicao da
musculatura sobreposta a metafise tibial. (C) Metafise tibial exposta. (D) Preparo do
leito 6sseo. E) Instalacao dos implantes com rosqueamento digital (demonstrado com
implante do grupo ZrAC). (F) Representacdo do posicionamento final do implante
bicorticalizado (demonstrado com implante do grupo PEO-BG).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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3.4 Métodos de analise

Apbs os procedimentos cirlrgicos, todos os animais continuaram no biotério
sob os cuidados da equipe. Aos 14 e 28 dias de pds-operatoério, os animais foram
eutanasiados por perfusdo transcardiaca com solucao salina fisiol6gica acrescida de
0,1% de heparina, seguida de solucéo fixadora, constituida de 4% de formaldeido
(Sigma Chemical®, Saint Louis, MO, EUA) em tampéao fosfato salino (PBS - Sigma
Chemical®), 0,1M, 4°C, pH 7,4 (41), e as tibias foram encaminhadas para
escaneamento por Microtomografia Computadorizada (MICRO-CT) (apenas aos 28
dias) e posteriormente para descalcificacdo e conseguinte obtencéo de laminas para
analise histoldgica e imunoistoquimica (14 e 28 dias).

4 ANALISE DE TECIDOS DESCALCIFICADOS - Grupo A
4.1 Analise Histoldgica

Nos periodos de 14 e 28 dias pds-operatorios, 5 tibias de cada grupo foram
encaminhados ao processamento laboratorial para os tecidos descalcificados. O
processamento teve inicio com a descalcificagdo em EDTA (10%), com trocas
semanais da solugéo, até que se observou auséncia de resisténcia a passagem de
uma agulha gengival extra curta, demonstrando que a peca estava descalcificada.
Posteriormente, as pecas foram desidratadas numa sequéncia de alcoois (70 a
100%). Apos estas etapas, foi feita a diafanizagao com xilol e posterior inclusdo em
parafina, seguida da obtengao de laminas com cortes de 5 ym de espessura 4> 46,

Antes de realizar a inclusao propriamente dita, os implantes foram removidos
cuidadosamente das tibias. Apds a microtomia, as laminas pares foram destinadas
para coloragdo em hematoxilina e eosina (HE), para anélise observando-se a
diferenga entre os grupos experimentais com énfase nos parametros de qualidade
O0ssea, com avaliacdo da maturidade e, quantidade de tecido ésseo, assim como
presenca de células do processo inflamatorio e quantidade de vasos sanguineos.
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4.1.1 Avaliacdo Quantitativa do Tecido Osseo

As laminas coradas em HE foram fotomicrografadas na regido do defeito
0sseo critico, inicialmente em uma objetiva de 4.0x, que garantiu uma visdo ampla
do defeito e permitiu a mensuracdo da area total de tecido 6sseo neoformado, a
partir do software Image J (National Institutes of Health, Maryland, USA), por meio
da ferramenta “Free hands”. A extens&o linear de contato osso-implante também foi
determinada, pela ferramenta “Straight” do mesmo software.

4.1.2. Avaliacdo Qualitativa do Tecido Osseo

Para observacdo da maturacdo e das caracteristicas do tecido ésseo dos
diferentes grupos, foram realizadas fotomicrografias em uma objetiva de 40x. Todas
as imagens foram analisadas por um examinador cego e calibrado, evidenciando a
regidao mais central da porcdo medular como a area de interesse, ressaltando que
todos os parametros foram calculados de acordo com a Academia Americana de
Pesquisa em Osso Mineralizado 4.

4.1.3. Avaliacao do Perfil Inflamatério

Ja para a avaliacdo do perfil inflamatério, com énfase em contagem de
linfécitos e contagem de numero de vasos sanguineos, para cada amostra foram
realizadas trés fotomicrografias em objetivas de 100x, em diferentes regides do
defeito. Em seguida, no software Image J, sera utilizada as ferramentas “Grid” e “Cell
Counter Notice”, para localizagcdo e contagem propriamente dita das estruturas

mencionadas.

4.2 Analise Imunoistoquimica

As laminas impares foram destinadas as reagdes de imunoistoquimica, onde

a atividade da peroxidase endbgena foi inibida com perdxido de hidrogénio. A seguir,
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passaram pela etapa de recuperacao antigénica com tampao fosfato citrato (pH 6.0).
Os anticorpos primarios a serem utilizados foram: anti-BMP-2 (BMP-2; sc-137087;
Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A), osteoprotegerina (OPG; sc-390518; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A.), receptor ativador do fator nuclear kapa B
ligante (RANKL; sc-377079; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A),
osteocalcina (OC; sc-365797; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A.), com o
objetivo de analisar as respostas celulares quanto a indugdo/formacédo (BMP-2)
remodelacdo (OPG e RANKL) e mineralizacao 6ssea (OC).

O anticorpo secundario utilizado foi o biotinilado anti-cabra produzido em
coelho (Pierce Biotechnology), o amplificador foi a Streptavidina e Biotina (Dako) e a
diaminobenzidina (Dako) como cromogeno. Para cada um dos anticorpos utilizados,
foi avaliada a expressao das proteinas quantitativamente, por meio da contagem das
células marcadas 48 4°. As imagens foram fotomicrografadas em objetiva de 100x,
em duas areas distintas na regidao do defeito 6sseo, e para a contagem de células
marcadas foi utilizado o software Image J, com auxilio da ferramenta “Grid” do tipo
“Crosses”, com um total de 130 “crosses” por imagem. O controle negativo foi
realizado por meio do mesmo procedimento, mas em amostras sem aplicacdo de

anticorpo primario 50-51,

5 ANALISE DE TECIDOS CALCIFICADOS - Grupo B

5.1 Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

Para a analise tridimensional, nos animais pertencentes ao processamento
para tecidos calcificados, os animais foram eutanasiados com 28 dias de pos-
operatério e as pecas foram removidas, reduzidas e armazenadas em alcool 70%,
para serem submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema
de microtomografia digital computadorizada. O escaneamento foi relizado por meio
do microtomégrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) utilizando cortes de 5 um de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e
Aluminio e passo de rotacdao de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projecao dos
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raios- X nas amostras foram armazenadas e reconstituidas pelo software NRecon
(SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0).

No software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens
adequadas quanto ao posicionamento padrao para todas as amostras, podendo ser
observada em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando
o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao
1.12.4.0), foi definida uma area de interesse (ROI), que correspondeu a uma regiao
ao redor de todo o implante. O software CTAn analisa e mede a imagem de acordo
com a escalas de cinza (thershould).

Portanto, seguindo os parametros volumétricos sugeridos pela Academia
Americana de Pesquisa em Osso Mineralizado 4/, foram obtidos os parametros
referentes a quantidade do tecido ésseo (BV= volume 6sseo e BV/TV= porcentagem
do volume 6sseo) e qualidade do tecido ésseo (Tb. Th = espessura do trabeculado
0sseo, Th. SP = separacdo das trabéculas Osseas e Tb. N = numero das

trabéculas).

5.5 Planejamento Estatistico

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos obtidos através
das andlises de Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct), Histologia e
imunoistoquimica, em fungao dos grupos experimentais (Grupo ZrAc vs PEO-BG) vs
tempo (14/28 dias), estes foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk
para avaliar se havia homogeneidade dos dados (p>0.05). Assim, um teste
paramétrico ou ndo paramétrico foi aplicado, considerando p< 0.05. Todos os testes
foram realizados no programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt Graph and Data
Analysis, San Jose, California, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao topografica

O estudo examinou duas superficies de implantes: ZrAc (controle comercial) e
PEO-BG (experimental). Uma anadlise topografica avaliou a reprodutibilidade da
textura e suas implicacdes na reparacdo de implantes em animais, usando ZrAc
como padrao de comparacao.

6.1.1 Microscopia Confocal de Varredura a Laser 3D (CLSM)

As imagens bidimensionais (magnitude de 20x) obtidas através da analise de
CLSM permitem apresentar a topografia superficial das trés superficies utilizadas
neste estudo. Nesse sentido, a superficie ZrAc apresentou poros distribuidos pela
superficie com aspecto compativel aos procedimentos de subtracdo ao qual foi
submetida (jateamento de zircénia e duplo ataque acido). Por sua vez, a superficie
produzida por PEO-BG gerou uma superficie com rugosidades distribuidas de forma
irregular e com agregados nao uniformes (Figura 7).

Figura 7 — Imagens representativas dos resultados de caracterizacao topografica das

amostras das superficies utilizadas no estudo, imagens bidimensionais da analise de
CLSM em magnitude de 20x.

ZrAc PEO-BG

Elaborado pelo autor, 2023.
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Na analise tridimensional (magnitude de 50x) foi possivel constatar que as
regides de rugosidades de PEO-BG se apresentam como elevagdes com diferentes
alturas entre as regides de “picos” e “vales”, enquanto ZrAC apresentou, superficie
com tendéncia exponencial ao aplainamento. A andlise quantitativa de Area de
superficie obtida através de CLSM comprova que PEO-BG apresenta a maior area
de superficie entre as amostras testadas (<0,001) (Figura 8).

Figura 8 - Imagens representativas dos resultados de caracterizacao topografica das
amostras das superficies, imagens tridimensionais de CLSM em magnitude de 50x.

ZrAc PEO-BG

0. Opm 0. Oum

Elaborado pelo autor, 2023.

6.1.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Através da andlise de EDS foi demonstrado para a superficie PEO-BG
componentes com uma proporg¢ao correspondente ao que se esperava obter apds o
tratamento, isto é, com aumento na porcentagem de oxigénio ao titanio e

incorporacgao dos ions utilizados na solugéo eletrolitica, inclusive o Si (Figura 9).
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Figura 9 — Mapa de cores da proporcao atdmica dos componentes presentes nha
superficie.

31,81% 65,90%

Elaborado pelo autor, 2023
6.1.3 Rugosidade de superficie

PEO-BG apresentou valores de rugosidade média (Ra)=3,897um
significativamente maiores do que ZrAC (0,649um) (<0,001) (Figura 10 - A).

6.1.4 Angulo de contato — agua

Com relagdo ao angulo de contato com agua, foi observado menor angulo
para o grupo PEO-BG (31.72°), seguido de ZrAc (47.33°) (p<0,05) (Figura 10 - B).

Figura 10 - Valores de rugosidade dos grupos experimentais. Representacao grafica
dos valores de angulo de contato com a agua. A diferenca estatistica foi representada
pelo simbolo pelo asterisco (*).

A B

Angulo de contato - Agua Rugosidade

*

l - cpli
== PEO-BG

Ra(pum)

Elaborado pelo autor, 2023.
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6.2 Estudo in vivo

6.2.1. Densitometria radiografica — Programa ODR - ATA

De acordo com a proposta de utilizacdo de modelo animal com baixa
densidade mineral 6ssea através da Diabete Mellitus experimentalmente induzida,
uma andlise para avaliagdo da densitometria radiografica foi performada através do
programa ODR-ATA. O programa calcula a densitometria radiografica através de
equacobes de quinto grau e ainda permite gerar uma imagem tridimensional do tecido
0sseo avaliado (Figura 11 - A).

Os resultados obtidos demonstraram discreta superioridade em densidade
radiografica para o0s animais saudaveis em comparagdo aos animais
experimentalmente diabéticos, apesar de nao haver diferenca estatistica entre os
grupos (P = 0,343) (Figura 11 - B).

Figura 11 - Representacao dos resultados obtidos através do programa
computacional ODR-ATA. (A) Imagens tridimensionais das amostras dsseas utilizadas
para avaliacao. (B) Resultados de densitometria radiografica para as amostras de
tibias.

Densitometria radiografica — Programa ODR-ATA

A)

Saudavel Diabético

Tibia
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

6.2.2 Analise comprobatéria de reducao da DMO — Biomecanica

Ainda como método comprobatério da reducao da densidade mineral éssea,
foi realizada uma analise adicional de flexao de trés pontos, onde foi demonstrado
gue os animais diabéticos apresentaram menores valores de rigidez 6ssea (163,19
kN/m) em relagdo as amostras Osseas (214,45 kN/m) de animais saudaveis,
(p<0,05) (Figura 12— A e B).

Isso também foi observado sobre a forca maxima exercida durante os testes,
em que 0s animais diabéticos apresentaram valores de forca menores (118,07N),
com diferenga estatistica (p<0,05).
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Figura 12 - Imagens graficas referentes aos resultados da analise biomecéanica de
caracterizacao do tecido 6sseo dos animais diabéticos em comparagao com animais
saudaveis, através da utilizacao de e fémures nao operados. (A) Resultados de rigidez
para fémures nao operados. (A) Resultados de rigidez para fémures. (B) Forca maxima
para os fémures.

Analise biomecanica — caracterizagao do tecido dsseo

A) Rigidez - Fémures B) For¢a maxima - Fémures
o= e

kN/m

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

6.3 Estudo De Osseointegracao - Analise De Tecidos
Descalcificados — Grupo A

6.3.1 Analise histolégica

A partir das fotomicrografias foi possivel observar qualitativamente o tecido
6sseo neoformado, em que se constatou um padrao de reparagdo mais maduro para
o grupo PEO-BG em ambos os tempos operatérios, evidenciado pelo espaco
periimplantar na regidao das espiras que estava com maior formacao de 0sso, um
tecido mais organizado e menor quantidade de células do tecido conjuntivo (Figura
13 — A). Os valores de area de osso neoformado foram significativamente maiores
para PEO-BG em comparacdo a ZrAc (P = 0,002). O mesmo ocorreu com a
extensdo linear de contato osso-implante, se apresentando superior para o grupo
experimental (P<0,001) (Figura 13 —-B e C).



39

Figura 13 — Imagens referentes a analise histologica das amostras de implantes
instalados em tibias. (A) Fotomicrografias representativas em magnitudes de 10x, 40x
e 100x, respectivamente. (B) Representacao grafica da extensao linear osso-implante.
(C) Representacao grafica da area de osso neoformado. A diferenca estatistica foi
representada pelo simbolo pelo asterisco (*).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Com relacao ao perfil inflamatério, que teve como énfase a contagem de
linfécitos e de vasos sanguineos, foi observado um padréo de inflamacao similar
para ambos os grupos aos 14 dias (p>0,05). Entretanto, aos 28 dias, o grupo ZrAC
apresentou maiores valores na contagem de células inflamatérias e menor
quantidade de vasos sanguineos, em relacdo ao grupo PEO-BG (p<0,05) (Figura 14
—AeB).

Figura 14 — (A) Representacao grafica da contagem de células inflamatérias. (B)
Representacao grafica de contagem de vasos sanguineos. As setas pretas
demonstram o padrao de célula que foi considerada na contagem (linfocitos). A
diferenca estatistica foi representada pelo simbolo pelo asterisco (*).

A) B)

Células inflamatérias Vasos sanguineos

*
18 4 = - ZAC - 2AC
v == PEO-BG == PEO-BG

Nimero de células
3
Ntumero de vasos

14D 280 14D 280

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2023.

6.3.2 Analise imunoistoquimica

A partir da analise imunoistoquimica foi observado que para ambos os
implantes utilizados (ZrAC e PEO-BG) houve expressdo, mesmo que leve para
algumas amostras, de todas as proteinas utilizadas neste estudo, isto €, BMP-2,
OPG, RANKL e OCN (Figura 15).
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Para BMP-2 houve maior imunomarcacao para o grupo PEO-BG em ambos
os tempos poOs-operatérios, mas principalmente aos 14 dias, com diferenca
significativamente estatistica (p=0,048) (Figura 16-A). A expressdo de OPG também
foi significativamente maior para PEO-BG em ambos os tempos quando comparado
a ZrAC (p<0,05) (Figura 16-B). Quanto a RANKL, a expressdao também foi
significativamente mais marcada para PEO-BG (p<0,05) aos 14 e 28 dias de p0s-
operatério (Figura 16-C). Ja para OCN, aos 14 dias houve maior marcacéo para o
grupo ZrAC, com diferenca significativamente estatistica (p=0,017) o que se inverteu
aos 28 dias e PEO-BG demonstrou maior marcagao, entretanto sem significancia
(Figura 16-D).

Figura 15 - Fotomicrografias das regioes de espiras com imunomarcacao das
respectivas proteinas.

ZrAC 14D ZrAC 28D PEO-BG 14D PEO-BG 28D

RANKL - Vi DA L
’ \"‘. 3/ & s
PN ¥ 58N g;;’_’.)/-,‘v-w
FO N NNt ea

OCN

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2023.

Figura 16 - (A) Valores de imunomarcacao de BMP-2. (B) Valores de imunomarcacao
de OPG. (C) Valores de imunomarcacao de RANKL. (D) Valores de imunomarcacao de
OCN. A diferenca estatistica foi representada pelo simbolo pelo asterisco (*).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

6.4 Analise De Tecidos Calcificados — Grupo B

6.4.1 Analise microtomografica

A partir da analise microtomografica foi possivel realizar a caracterizacao
microestrutural do tecido ésseo ao redor dos implantes ZrAc e PEO-BG aos 28 dias
de pos-operatério. Ja na imagem tridimensional, utilizada como meio de
representacdo dos resultados, € demonstrado que PEO-BG levou a formagcao de
espiras mais robustas e com distribuicdo mais homogénea ao redor de todo o
implante. Enquanto, ZrAc apresentou espiras mais delgadas na maior parte do
implante com maior dificuldade de osseointegracao (Figura 17).

Figura 17 - Imagens Referentes a analise microtomografica, representacao
tridimensional da area 6ssea ao redor do implante.
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Analise microtomografica

PEO-BG

Fonte: Elaborado pelo préprio autor, 2023.

Com relacao aos parametros de quantidade do tecido ésseo, volume 6sseo
(BV) e a porcentagem de volume désseo (BV/TV) apresentaram valores
significativamente maiores para PEO-BG (P = <0,001) (Figura 18 — A e B).

Ja no que diz respeito aos parametros de qualidade do tecido ésseo, a
espessura do trabeculado 6sseo (Tb. Th) foi bastante similar entre os grupos (Figura
18 — C). A separacao das trabéculas ésseas (Tb. Sp) foi maior para ZrAC (P =
0,029) (Figura 18 — D). Ja o numero de trabéculas (Tb. N) foi superior para PEO-BG
(P =0,029) (Figura 18 — E).

Figura 18 — (A) Representacao grafica dos valores de volume 6sseo (BV). (B)
Representacao grafica da porcentagem de volume ésseo (BV/TV). (C) Representacao
grafica dos valores de espessura do trabeculado dsseo (Tb. Th). (D) Representacao

grafica de separacao das trabéculas 6sseas. (E) Representacao grafica do numero de
trabéculas (Tb. N). A diferenca estatistica foi representada pelo simbolo pelo asterisco

(*)-
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

7 DISCUSSAO

Com base nos resultados alcangados nesse estudo in vivo, que teve como
objetivo examinar os impactos de um novo revestimento de oxidagdo por plasma
eletrolitico a base de vidro bioativo (PEO-BG), foram identificadas algumas
caracteristicas osteoindutoras associadas a superficie, unindo os efeitos benéficos
da oxidagao por plasma eletrolitico (PEO) com as propriedades vantajosas do vidro
bioativo (BG).

Marques e colaboradores®?%3 constataram, por meio de um estudo in vitro, os
desfechos da oxidacédo por plasma eletrolitico (PEO), no qual foi evidenciada a
habilidade do PEO em estimular respostas biolégicas e mecanicas aprimoradas e
melhorias relacionadas a corrosdao de materiais a base de titanio, com especial

énfase nos implantes osseointegrados. O vidro bioativo, conhecido como biovidro,
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suscitou interesse na area de bioengenharia de tecidos e regeneracao éssea devido
a sua composicao rica em calcio e fosfato, elementos essenciais para a formacao da
hidroxiapatita 6ssea. Quando exposto a fluidos corporais, o biovidro promove a
criagcdo de uma superficie propicia ao desenvolvimento de cristais de hidroxiapatita,
0 que é altamente vantajoso para a interagdo com osteoblastos %*. O biovidro tem
sido amplamente estudado como revestimento de ceramicas, producdao de
arquiteturas em diversas superficies, associacbes com outros materiais e outras
aplicagdes na engenharia tecidual.®® %" Acredita-se que ele seja eficaz em melhorar
a revascularizacdo, a adesdao de osteoblastos, a atividade enzimatica e a

diferenciacao de células-tronco mesenquimais.>®

A associagao dessas importantes propriedades do biovidro com a oxidagao
por plasma eletrolitico (PEQ), pioneiramente realizada por Costa e colaboradores?,
suscitou grandes expectativas em relacdo a nova superficie. Através do estudo in
vitro revelaram uma topografia altamente hidrofilica, propriedades mecénicas e
tribologicas aprimoradas, maior resisténcia a corrosdo, modulagdo positiva de
biofilmes polimicrobianos, maior capacidade de adsorcao de proteinas plasmaticas e
auséncia de efeitos citotoxicos em células humanas. Todas essas caracteristicas
levaram a hip6tese de que o PEO-BG apresenta potencial como superficie
osteoindutora, especialmente devido a sua alta afinidade pelos componentes

minerais do tecido ésseo e sua otimizada atracao celular.

Este estudo é de grande importancia ao apresentar, pela primeira vez, as
respostas fisiolégicas do organismo em um modelo animal, a topografia gerada pelo
PEO-BG. A caracterizagao topogréfica inicial foi fundamental para demonstrar a
reprodutibilidade da superficie e suas vantagens microestruturais em relacédo a
outras superficies utilizadas. Através da Espectroscopia de Energia Dispersiva, foi
confirmada a efetiva incorporacdo dos elementos do biovidro nos implantes

utilizados.

A superficie PEO-BG apresentou uma topografia distinta, com rugosidades
expressivas distribuidas homogeneamente em toda a sua extensdo. Os valores de
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area de superficie sado significativamente maiores em comparacdo com outras
amostras (cp Ti e ZrAc). Além disso, a superficie PEO-BG demonstrou maior
molhabilidade, favorecendo a adesao celular e a distribuicdo de fluidos teciduais.
Essas caracteristicas permitem uma melhor interacdo com elementos essenciais

para o reparo 6sseo, como sangue, proteinas, citocinas e células osteogénicas.5?

A busca por melhorias no processo de reparo 0Osseo € motivada,
principalmente, pelas limitagdes clinicas no tratamento de pacientes com condigdes
sistémicas adversas, como é o caso da osteoporose e a diabete mellitus.'>'® Por
esse motivo, optou-se por induzir experimentalmente a diabete mellitus em um
modelo animal, a fim de simular uma situacdo critica e avaliar se a superficie
experimental seria capaz de promover o reparo 6sseo mesmo em condicdes de

reducao da densidade mineral 6ssea decorrente da diabetes.

Por meio da andlise histolégica, um dos principais resultados deste estudo, foi
a observacdo da area de osso neoformado na regido periimplantar, a qual se
mostrou significativamente maior no grupo PEO-BG. Nesse grupo, constatou-se uma
notavel tentativa de preenchimento dos espacos entre as espiras dos implantes,
resultando em um tecido 6sseo mais estruturado e com uma extensao linear maior
de contato osso-implante. Essas propriedades sugerem que a osseointegracao foi

otimizada mesmo em um periodo estimado de 2,8 meses de pds-operatorio.

Na regido periimplantar das amostras de PEO-BG, foi observado um tecido
organizado com menores quantidades de células inflamatérias, bem como maior
presenca de osteoblastos e vasos sanguineos, indicando, assim, uma maior
maturidade déssea em comparacdo com os implantes ZrAC. Estes Ultimos
demonstraram uma neoformacédo éssea inferior, caracterizada por espiras menores
e tecido desorganizado. Adicionalmente, a avaliacao do perfil inflamatério evidenciou
que ZrAc apresentou maiores infiltrados inflamatérios, o que pode atuar como fator

limitante para o reparo 6sseo.
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Trabalhos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa ja haviam
comprovado os beneficios da oxidagao por plasma eletrolitico com a incorporacao
de célcio e fosfato no reparo 6sseo periimplantar e na consolidacdo 6ssea de
fraturas femorais em animais osteoporoticos. Essa abordagem se mostrou capaz de
acelerar e otimizar o reparo 6ésseo, conduzindo-o a uma condicao préxima a
observada em animais saudaveis, ou seja, sem alteracées na densidade mineral

Ossea 20.28.29,

A analise histolégica foi corroborada pelos resultados de imunomarcacao das
proteinas investigadas. O grupo PEO-BG apresentou uma expressao
significativamente maior da proteina BMP-2 aos 14 dias, indicando maior atividade
nos estagios iniciais da neoformacdo 6ssea e uma maior interface de recrutamento
de osteoblastos. Paralelamente, as proteinas RANKL e OPG revelaram valores
substancialmente maiores para o grupo PEO-BG em comparagéao com o grupo ZrAc,
sugerindo um maior turnover 6sseo e impacto positivo na renovagao tecidual e
deposicao de matriz 6ssea. Quanto a proteina OCN, verificou-se que aos 14 dias a
expressao foi significativamente maior para o grupo ZrAC, mas aos 28 dias houve
uma inversdao, com o grupo PEO-BG mostrando uma expressao ligeiramente
superior. Esses resultados sugerem que o0 grupo ZrAc apresentou uma
imunomarcagao superior aos 14 dias devido a uma mineralizagdo mais tardia do
tecido 6sseo, enquanto o grupo PEO-BG estava em uma fase mais avancada de

neoformacéao 6ssea.

A analise microtomogréfica foi fundamental para complementar a avaliagéo
histolégica, revelando que o grupo PEO-BG apresentou resultados
significativamente maiores em volume e porcentagem de volume ésseo apos 28 dias
pds-operatorios. Além disso, a representagdo tridimensional mostrou espiras mais
robustas e distribuicdo homogénea ao redor do implante para o grupo PEO-BG. O
tecido 6sseo neoformado nesse grupo também exibiu maior niumero de trabéculas
Osseas, enquanto o grupo ZrAc teve trabéculas mais separadas. A espessura do
trabeculado ésseo foi similar em ambos os grupos. Esses resultados reforcam a
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eficacia da superficie PEO-BG na promocao de um reparo 6sseo otimizado, o que a
torna uma opgao promissora em comparacao a outras superficies de implantes
disponiveis.

Essas descobertas reforcam a relevancia do revestimento de oxidagéo por
plasma eletrolitico a base de vidro bioativo (PEO-BG) como uma superficie
potencialmente osteoindutora, com beneficios importantes na interagdo com o tecido
0sseo e na otimizacdo do reparo 6sseo. Além disso, os dados sugerem que a
técnica PEO-BG pode ter implicagcdes clinicas significativas, especialmente em
situacoes desafiadoras de reparacao o6ssea. A abordagem inovadora dessa
superficie pode contribuir para melhorias no tratamento de pacientes com condicoes
sistémicas adversas, como osteoporose e diabetes mellitus.

As descobertas deste estudo representam uma contribuicdo valiosa para a
area de engenharia tecidual e podem ter impacto significativo na pratica clinica
relacionada a osseointegracdo e ao reparo 6sseo. Futuros estudos, considerando
diferentes tempos de carregamento de implantes e modelos 6sseos especificos, sdo
fundamentais para aprofundar a compreensao dos efeitos da superficie PEO-BG em
diversas condi¢des clinicas e validar seu potencial para acelerar e otimizar a

osseointegracdo em pacientes com baixa densidade mineral éssea.

A aplicagao da superficie PEO-BG, em comparagdo com a superficie ZrAc,
otimiza o reparo ésseo na regiao periimplantar, tornando-se um aliado valioso para a
osseointegracdo, especialmente em casos de reparacdo desafiadores. E importante
ressaltar que pacientes diabéticos frequentemente enfrentam falhas nos implantes, o
que pode resultar em reintervencdes cirargicas, maior morbidade e custos elevados.

Neste contexto, apesar das limitacdes deste estudo pré-clinico, é possivel
inferir que a técnica de PEO-BG apresenta facilidade em sua realizacao, além de
baixo custo a longo prazo e resisténcia a deterioracao apds a esterilizacao por
autoclave. Além disso, ela demonstra um promissor potencial de aplicacao clinica,
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podendo contribuir para a reducao das falhas de implantes e aumentar as taxas de

sucesso nas reabilitacdes orais.

Os autores, acreditam que futuros estudos com diferentes periodos de
carregamento de implantes em modelo 6sseo de baixa densidade mineral seriam
relevantes para investigar e validar a capacidade de aceleracdo da osseointegragao

em implantes revestidos por PEO-BG.
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8 CONCLUSAO

A partir desta investigacao in vivo, foi possivel concluir que o revestimento de
oxidacado por plasma eletrolitico a base de vidro bioativo apresentou potencial
osteoindutivo, o que otimizou de forma significativa os parametros do reparo ésseo

periimplantar na tibia de ratos com diabetes mellitus experimentalmente induzida.
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Centificamos que o Projelo de Pesquisa intitulado “Avaliagio do potencial
ostecindutor de implantes ¢ miniplacas com revestimento & base de vidro
bicativo via oxidacio por plasma eletrolitico na otimizacio do reparo ésseo em
ratos diabéticos™, Processo FOA n® 0298.2021, sob responsabildade de Leonardo
Perez Faverani apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios

Elicos da Experimentacio Animal e sua execugdo foi aprovada pela CEUA em 24 de
Junho de 2021.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Julho de 2023,
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Agosto de 2023

CERTIFICATE
We certfy that the study entitied “Evaluation of the osteocinductive potential of
implants and miniplates with bicactive glass-based coating via electrolytic
plasma oxidation in the optimization of bone repair in diabetic rats™, Protocol
FOA n® 0298-2021, under the supervision of Leonardo Perez Faverani presents an
experimental protocol in accordance with the Ethical Principles of Animal
Experimentation and its implementation was approved by CEUA on June 24, 2021.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: July 01, 2023.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: August 01. 2023.

Prof. Associado Jodo Carlos Callera
Coordenador da CEUA
CEUA Coordinator
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