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NAKASATO, K. L. Avaliagao histolégica, imunoistoquimica e biomecanica do
osso ao redor de implantes com texturizagcao de superficie produzida por
Oxidagao Eletrolitica por Plasma e incorporada com Ca e P em ratas
osteopordéticas. 2017. 60 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2017.

RESUMO

A osteoporose é uma doencga sistémica que altera 0 metabolismo 6sseo e diminui a
quantidade e qualidade do tecido ésseo, resultando em uma densidade 6ssea menor
e comprometendo a taxa de sucesso em instalagdes de implantes osseointegraveis.
Assim, a tendéncia atual € de desenvolver e utilizar implantes constituidos de Titanio
modificados microestruturalmente para melhores propriedades fisico-quimicas e
biolégicas para o osso periimplantar, possibilitando um adequado reparo ésseo em
areas criticas. O objetivo deste estudo foi avaliar uma nova técnica de texturizagdo de
implantes pela oxidagao eletrolitica por plasma (PEQO) com incorporagao de Ca e P,
em ratos com osteoporose induzida. 20 ratas Wistar, fémeas, adultas, com peso de
250 a 300 gramas, foram divididas em dois grupos: PEO (implantes texturizados com
PEO e incorporados com Ca e P) e AC (implantes texturizados com duplo ataque
acido). Inicialmente as ratas foram submetidas a ovariectomia e apés 90 dias, foi
instalado um implante em cada tibia, sendo um implante pertencente ao grupo PEO e
o outro implante do grupo AC. Apds 42 dias da instalacdo dos implantes, 10 animais
foram submetidos a eutanasia e suas tibias passaram pela descalcificacado, para a
analise histologica (coloragdo com hematoxilina e eosina) e imunoistoquimica, com
anticorpos primarios contra Osteoprotegerina (OPG), RANKL, Osteocalcina (OC) e
TRAP. As demais ratas (n=10), apds a eutanasia, tiveram os implantes submetidos
ao torque reverso em torquimetro digital (N.cm). Todos os dados quantitativos foram
submetidos a um teste de normalidade para adotar o melhor teste estatistico
(paramétrico e nao paramétrico), adotando o nivel de significancia p < 0,05. A analise
histolégica mostrou que houve maior neoformacado éssea no grupo PEO quando
comparado ao grupo AC. A avaliagao imunoistoquimica demonstrou que o grupo AC
obteve resultado inferior do ponto de vista metabolismo 6sseo, devido a leve
imunomarcacao da proteina OC. As demais proteinas OPG, RANKL e TRAP néo
tiveram resultados discrepantes entre os grupos. A analise biomecanica por torque-



reverso (N.cm) mostrou que os maiores valores pertenciam ao grupo PEO (p<0,05).
Portanto, estes resultados sdo encorajadores para a técnica de texturizagao por PEO
e devem ser suplementados por analises estruturais e biolégicas para futuras

aplicagdes na clinica cirurgica.

Palavras-Chaves: Oxidacdo. Osteoporose. Regeneracdo Ossea. Implantes

Dentarios.



NAKASATO, K. L. Histological, immunohistochemical and biomechanical
evaluation of bone around implants with surface texturing produced by Plasma
Electrolytic Oxidation coating with Ca and P on osteoropotics rats. 2017. 60 f.
Trabalho de Concluséao de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
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ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic disease that modifies the bone metabolism and reduces
the quantity and quality of bone tissue, resulting in lower bone density and commits
the instalation success rate of osseointegrated implants. Thus, the currently trend is
to develop and use microstructural modified Titanium implants for better
physicochemical and biological properties to the peri-implant bone, allowing a
suitable bone repair in critical areas. The objective of this study was to evaluate a
new surface texturing tecnique using Plasma Electrolytic Oxidation (PEO) with Ca
and P in rats with induced osteoporosis. 20 Wistar rats, female, adult, weighing 250
to 300 grams, were divided in two groups: PEO (textured implants by PEO with Ca
and P incorporation) and AC (double etching-acid textured implants). Firstly, the rats
were submitted to ovariectomy and after 90 days, implants were installed on each
tibia, considering one implant belongs to PEO group and the other to the AC group.
After 42 days of the implant installation, 10 animals were subjected to euthanasia
and their tibias were decalcified for histological (hematoxylin and eosin staining) and
immunohistochemical analysis, with primary antibodies against Osteoprotegerin
(OPG), RANKL, Osteocalcin (OC) and TRAP. The other rats (n=10), after
euthanasia, had their implants submitted to the reverse torque in digital torque
wrench (N.cm). All the quantitative data were submitted to the normality test curve to
establish the best statistical test (parametric or nonparametric), considering P<0.05
significance level. . The histological analysis showed that there was more bone
neoformation in the PEO group when compared to the AC group. The
immunohistochemical evaluation showed that the AC group had inferior results from
the point of view of bone metabolism due to the slight immunolabeling of the OC
protein. The other OPG, RANKL and TRAP proteins did not present any discrepant
results between groups. The biomechanical analysis by reverse torque (N.cm)

showed that the highest values belonged to the PEO group (p<0,05). Therefore,



these results are encouraging for the PEO texturing technique and should be
supplemented by structural and biological analyzes for future applications in the
surgical clinic.

Keys-words: Oxidation. Osteoporosis. Bone Regeneration. Dental Implants.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, os implantes médico-dentarios constituidos de Titanio (Ti) sao
amplamente estudados e investigados pela literatura cientifica. O Ti € empregado na
confecgdo de implantes osseointegraveis e apresenta na forma pura (98% de Ti)
sendo a denominagé&o para o titanio comercialmente disponivel (Ticp) (1). Quando ha
a presenca de impurezas resultantes do processo de fundicdo, forjamento ou
laminacdo, como a Silica e o Ferro, a resisténcia mecanica do material € aumentada.
No mercado da Implantodontia, o Ti grau IV (ASTM F67) é o mais utilizado na

confeccao dos implantes dentarios (2).

Durante os 50 anos dos principios da osseointegragéo, a industria biomédica
desenvolveu varias modificagdes visando a melhoria das propriedades estruturais e
biolégicas dos implantes (3, 4). Assim, os processos de texturizagdo de superficie de
implantes dentarios objetivam uma maior superficie de contato entre o implante e o
tecido 6sseo, permitindo o aumento da resisténcia mecanica, a corrosao e ainda o
favorecimento das respostas bioldgicas da osseointegragao, atraindo de forma mais
eficaz as células da linhagem osteoblastica, principalmente em regides de menor

densidade do tecido 6sseo (5).

Assim, dentre as modificacbes topograficas e fisico-quimicas na superficie
dos implantes dentarios (6, 7) (8-10), destacam-se as técnicas de adicdo que
promovem uma superficie com saliéncias (recobertas por plasma spray de titanio -
TPS e de hidroxiapatita - HA, recobrimentos com HA e outros fosfatos de calcio e
deposigao de ions) (11, 12), e técnicas de subtragdo por meio de criagao de poros e
pits na superficie implantar (eletropolimento, polimento mecénico, tratamentos com
acidos, associados ou nao ao jateamento com 6xido de titanio — TiO2 ou 6xido de

aluminio — Al203, oxidacao e irradiacdo com laser (11, 13-15).

Estudos comparando implantes dentarios de superficies usinadas com
superficie rugosa demonstraram superioridade de resultados em reparo 6sseo nos
implantes com superficie rugosa (16, 17). Uma maior retengdo do coagulo

sanguineo, aumento da migracao, proliferacdo celular e aumento da éarea de



superficie de contato do implante promovem resultados melhores através de uma

melhor e mais rapida osteogénese na superficie periimplantar (10, 15, 18).

Alteracbes de superficie realizadas no Ti demonstram uma superficie
biologicamente mais ativa que o Ti puro, 0s microporos Sdo0 menores e mais
arredondados quando realizado a incorporacao de Na2HPO4, melhorando as

propriedades mecanicas (19).

Diante de diversas opgdes de texturizacdes de superficies, ha a preocupagao
de reunir caracteristicas adequadas nos aspectos microestruturais e biolégicos
reparacionais (20-23). Apesar de a literatura mostrar que alguns métodos podem
alterar a resisténcia mecanica, o comportamento eletroquimico e as respostas
reparacionais do material, ainda existem ligas de Ti e texturizagbes que sé&o
comercializados no mercado médico-odontoldgico sem apresentar estudos in vitro ou

in vivo prévios (7, 24-29).

Elementos incorporados precipitados na matriz do tecido 6sseo, como o
calcio, fésforo e hidroxiapatita, resultam numa técnica interessante de texturizagao
por adicdo através da demonstracdo de maior afinidade com as células
fundamentais na formagédo o6ssea (15, 18, 30). Entre as principais técnicas de
incorporacao destes elementos precipitados na superficie dos implantes de Tl sdo a
anodizacgao e o tratamento biomimético (31, 32). Atualmente, foi desenvolvido outro
novo método de texturizacao superficial dos implantes, denominado de oxidacao por
plasma eletrolitico (PEO) ou também como deposicéo por faisca anddica, ainda na
fase de analise in vitro (33, 34). Esta técnica consiste na oxidagdo acompanhada por
microdescargas na superficie do Ti ou em suas ligas imersas em um eletrdlito (34-
36). A oxidacao eletrolitica também apresenta passos simples com métodos
quimicos bem controlados para a producdo de microporos bioativos na superficie
dos implantes, dando uma melhor propriedade mecanica, térmica, corrosiva e

tribocorrosiva (37-39).

O processo de texturizacdo ainda cria um revestimento como alta forca
adesiva aos substratos, sendo um fator crucial para a osseointegragéo (40, 41). A

incorporagao de particulas possibilita o aumento dessa resisténcia a corrosdo dos



substratos, possibilita o controle da degradag¢éo, a melhor manutengdo mecéanica e a

osseointegracao (42).

A adicao de particulas de Mg, Al, Ti, C e P, apresenta melhoria na protecao
quanto a corrosédo e ao desgaste proporcionadas pelo PEO, sendo que a resposta
celular inicial € maior com o C e P, em relacdo aos demais, devido uma maior
efetividade para a biocompatibilidade e bioatividade (43). Segundo Zaporozhets
(2017) a incorporacgao desses elementos possui uma capacidade de controlar melhor
a resposta inflamatdria local pela modificagdo do processo de ativagao leucocitaria
do sangue, mais evidente nos neutrofilos em contato com a superficie da liga de Ti
(44).

Estudo comparativo entre grupos com a incorporagdo de C e grupos com
incorporagao de Na, nos mostra a melhor formacdo de volume 6sseo, com maior
numero de osteoblastos na superficie neoformada dos grupos C, ndo obtendo
diferencas na nanotopografia, rugosidade superficial e superficie cristalina dos dois

grupos (45).

Marques et al. (2015) publicaram dois estudos em que foram avaliadas a PEO
para a confeccao de texturizacdo superficial do Ticp com incorporagao de calcio,
fésforo, prata e silica, contendo diferentes concentragdes destes elementos para
verificar quais as melhores propriedades estruturais e de biocompatibilidade.
Superficies que continham maiores concentracées de Ca e P tiveram uma formacéao
de estrutura cristalina mais homogénea e com poros largos (aparéncia semelhante a
vulcao, comprovado pela Microscopia de Forga Atdmica). Ainda sobre a PEO com
incorporagdo de Ca e P, obteve propriedades antibacterianas nos testes
microbiolégicos e melhor proliferagdo de células mesenquimais no teste de cultura
de células. Devido aos bons resultados, os autores encorajam novos estudos para
avaliar o processo de texturizagdo para que haja sua utilizagdo no mercado de

implantes dentarios (34).

A qualidade do tecido 0sseo & essencial para que haja o fenbmeno da
osseointegracdo. O complexo implante/tecido &sseo periimplantar ndo é um
processo estatico, pois € submetido a constantes oscilagdes térmicas, quimicas e

mecanicas, induzindo a um processo de remodelacdo constante e levando a uma



homeostasia mineral e fungcdo de suporte ao tecido 6sseo (46, 47). Essa dindmica
O0ssea envolve reabsorcao, formacdo e mineralizacdo de forma coordenada. Na
presenga de algum fator que altere o balanceamento entre catabolismo e
anabolismo, a qualidade do tecido O0sseo €é comprometida, resultando no

desenvolvimento de uma condi¢ao patologica (48).

Alteragdes no metabolismo 6sseo, como a osteoporose, podem levar ao
comprometimento da taxa de sucesso em implantes osseointegraveis (49, 50). Esta
condicdo sistémica leva a uma diminuigao expressiva da densidade Ossea, através
de formagdes de trabéculas 6sseas mais finas e com menor atividade angiogénica.
Apesar de a literatura ndo a posicionar como contraindicacdo para a reabilitacdo
implantossuportada, a osteoporose comprovadamente reduz a taxa de sobrevivéncia
dos implantes (49-52).

A osteoporose € uma doenga esquelética sistémica com perda Oéssea
generalizada progressiva, ocasionada pelo desequilibrio e/ou desacoplamento da
atividade de remodelagcdo oéssea. A doenga leva a uma degeneragdo da
microarquitetura 6ssea, facilitando a ocorréncia de fraturas 6sseas, como o fémur,
radio e coluna lombar, sendo até associadas ao aumento da morbidade e
mortalidade (53, 54). Esta condicao sistémica acomete geralmente mulheres, devido

a deplecgéo no fornecimento de estrogeno na fase pés-menopausa (55-57).

Atualmente, com o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial e a
maior procura de tratamento reabilitador com o uso de implantes dentarios, além da
possibilidade dos individuos desenvolverem alteracbes sistémicas desfavoraveis ao
tecido 6sseo (58-63), tornou-se necessario a realizacdo de diversos estudos
buscando um melhor desenvolvimento no processo de reparo 6sseo envolvendo

implantes osseointegraveis (64).

Na literatura o modelo experimental de instalacdo de implantes em tibias de
ratos € bem empregado, devido a facilidade de técnica e a presenca de dimensodes
adequadas quando comparado a maxila. Assim, em grande parte da literatura é
utilizada a instalagdo de implantes na metafise tibial (65-69). No estudo de revisao
de (Glosel, Kuchler et al. 2010) (70) para a instalagdo dos implantes em ratos, foram

eleitos os sitios maxila, fémur e também a tibia.



O modelo da osteoporose experimental, caracterizando os ossos de menor
densidade, ¢é interessante para analisar o comportamento biolégico da
osseointegragcado e também a influéncia dos métodos de texturizagdo de superficie
dos implantes (71-76). Diante das condi¢cbes sistémicas, este projeto, além das
variaveis, também verificara o desenvolvimento da osteopenia simulando situagdes
de mulheres com hipogonadismo ou que se submeteram ao procedimento de
histerectomia na fase adulto jovem (25 — 30 anos de idade), o qual serdo utilizadas

ratas jovens (6 meses de idade) (77, 78), submetidas a ovariectomia bilateral.



2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar um novo método de texturizagdo por PEO
com incorporagao de Ca e P na superficie de implantes de liga Ti-6Al-4V em ossos de
baixa densidade, quantificando e qualificando os parametros reparacionais e
imunoistoquimicos in vivo por meio da analise imunoistoquimica, histologica e

biomecénica (torque-reverso).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacao estrutural

Texturizacdo de superficie através da oxidacdo por plasma

eletrolitico

Os implantes de Ticp fornecidos pela empresa Emfils, com as dimensbdes
de 2 mm de didmetro e 4 mm de comprimento (48), com superficie usinada foram
tratados em um reator, acionado por um sistema elétrico composto pelos seguintes
componentes: fonte de alimentacdo alternada com tensdo de saida variavel, um
transformador, um circuito de retificagdo, um disjuntor, um amperimetro e um
voltimetro. Um osciloscépio foi utilizado para verificar a forma da onda apés a
retificacdo. O sistema de processamento € composto pelo porta-eletrodos e a cuba

eletrolitica.

Através do sistema elétrico, os eletrodos foram alimentados com tensado DC
de até 1000 V e corrente maxima de 1,5 A. Um variador de tensdo AC, acoplado na
fonte permite o ajuste no valor desejado de tensdo. No decorrer do tratamento, a
temperatura da solugdo eletrolitica foi medida com um termémetro portatil. Os
parametros de oxidacado sao a densidade de corrente de 50 mA/cm2 e tenséo 250-
400 V. O tempo de oxidacao foi de 5 minutos e a temperatura durante a oxidacao
mantida a 15 +/- 2 °C (48).

A solugdo eletrolitica foi preparada dissolvendo Ca(NO3)2.4H,0, NH4H2PO4
(3,6 x 104 M) em 1L de agua destilada, com relagcdo molar sendo 1.67, a fim de
promover a incorporagcao de diferentes ions na superficie especificada, com

deposicao de calcio e fosforo durante 10 minutos (38, 39).

3.2. Estudo da Caracterizacdo da Superficie

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de

energia dispersiva (EDS)



A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada no Laboratério
de Plasma Tecnoldégico da Faculdade de Engenharia da UNESP de Sorocaba e
analisou a caracterizagao da superficie dos implantes de Ti-6Al-4V com superficie
texturizada por PEO (grupo teste). A espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi
empregada para avaliar a composi¢do quimica dos tratamentos de superficie.
Analises quimicas elementares em volumes pequenos (ordem de 1 um3) foram
realizadas por meio da técnica de EDS utilizando um espectrometro. A observagao
do espectro inteiro de raios X de modo simultdneo permitiu a analise qualitativa
rapida (mapeamento) dos principais elementos constituintes das superficies dos
implantes, possibilitando comparacdo da composicdo quimica das diferentes
superficies analisadas. O software Image J (National Institute of Health, EUA) foi
usado para determinar o didmetro médio dos poros e/ou compostos depositados
para cada tipo de tratamento (79).

Independente da magnitude do aumento avaliado na MEV (300 ou 2000x), a
representagcdo das fotomicrografias mostrou a obtencao de superficie porosa, como

poros visualmente homogéneos, com a geometria semelhante a "vulcao".

Figura 1 — Imagem representativa da microscopia eletronica de varredura (MEV) na

magnitude de 300x da liga Ti-6Al-4V com a superficie texturizada por meio da PEO.
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Figura 2 — Imagem representativa da microscopia eletrénica de varredura (MEV) na

magnitude de 2.000x da liga Ti-6Al-4V com a superficie texturizada por meio da PEO.

O mapeamento da composi¢gdo quimica elementar da superficie da liga Ti-

6Al-4V pela técnica de EDS confirmou as proporgdes de Ti, Al e V na composigéao

dos espécimes, inclusive com a incorporacao de Ca e P, como ilustrado na tabela 1

e figura 3, por meio das porcentagens de massas dos constituintes da liga.

Tabela 1 - Dados da Espectroscopia de Energia Dispersiva da superficie da liga Ti-6Al-

4V texturizada por PEO.
Chemical formula massh
c= 1.72 3.97
0 32.48 56.88
Al* 1.18 1.21
P 9.88 8.83
Ca nd nd
Ti* 3.38 1.95
V= 51.45  27.97
Total lee.88 166.808

Atom¥ Sigma Mlet K ratio Line

B.81
B.89
B.88
B.24

B.76
B.99

3970 B.BBe3888 K
84176 B.8242463 K
1961 B.8885727 K
4786 8.8816382 K

1182 B.8818734 L
24845 B.8295%816 L
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Figura 3 — Imagem representativa do mapeamento dos constituintes da liga Ti-6Al-4V

com a superficie texturizada por meio da PEO pela técnica de EDS.
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O mapa de cores da distribuicio dos metais nos espécimes mostrou
distribuicdo homogénea dos constituintes dos espécimes, uma vez que nao foi
observada qualquer concentragdo dos metais ou ions em toda a area analisada dos
espécimes (Figuras 4 e 5)

Figura 4 - Mapa de cores mostrando a distribuicao dos constituintes da liga Ti-6Al-4V
com a superficie texturizada por meio da Oxidagdo por Plasma Eletrolitico (PEO) pela

técnica de EDS.
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Figura 5 - Mapa de cores mostrando a distribuicdao dos constituintes da liga Ti-6Al-4V

com a superficie texturizada por meio da oxidacao por plasma eletrolitico (PEO) pela

de EDS.

técnica
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A energia livre de superficie dos espécimes analisados evidenciou variagdo dos
resultados de 55,12 + 0,01 a 61.17 £ 0,01. Estes valores sugerem que o processo de

texturizagdo empregado promove hidrofilicidade na superficie dos espécimes.

3.3. Inducdo da Osteoporose

Antes do inicio dos procedimentos experimentais in vivo, o estudo foi
submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
FOA/UNESP, o qual apresentou aprovacado por meio do parecer numero 01040-
2016 (Figura 6).

Figura 6 - Certificado do Comité de ética no uso de animais (protocolo 01040-2016).
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Intensidade: Um estudo in vitro, ex-in vivo o in vive", Processo FOA n® 01040-

2016, sob responsabilidade de | do Perez F um prot

experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagao Animal e sua

execugdo fol aprovada pela CEUA em 14 de Dezembro de 2016
[ VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Dezembro de 2019,
LDA_TA_DQQB&SgAgDQ RELATORIO FINAL: até 01 de Janeiro de 2020.

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “The Influence of commercially pure Titanium
(cpTi) coating with Ca and P incorporation produced by pl electrolytic

oxidation on low density bone: An in vitro, ex-in vive and in vive study",
Protocol FOA n® 01040-2016, 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 December 14,
20186,
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—
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Assim, 20 ratas jovens adultas com 6 meses de idade (Rattus novergicus
albinus Wistar), fémeas, foram aleatoriamente divididas em dois grupos (n=10 por
grupo) previamente determinadas (ODN Sham e OBD Ovx), com peso corporal
variando de 250 a 300 gramas, de uma cepa mantida no Biotério do Central da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA) — UNESP. Durante todo o
experimento os animais foram mantidos em gaiolas, num ambiente com temperatura
estavel (22 £ 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro),
alimentados com ragao solida (Racéo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A. —
Laboratério Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) durante todo o experimento
e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas antecedentes aos procedimentos

cirargicos.

Para a inducéo da osteoporose, simulando pacientes entre 25 e 30 anos de
idade (77, 78) que ja apresentam deficiéncia de estrogeno, hipogonadismo ou até
mesmo que fizeram a cirurgia para histerectomia, ratas com 6 meses de idade foram
submetidas a técnica de ovariectomia bilateral apos o jejum pré-operatério. Antes
disso, durante oito dias, que corresponde a 2 ciclos estrais regulares (ciclo
estrogénio), as ratas foram submetidas ao esfregaco vaginal, de acordo com técnica
descrita em estudos prévios (71, 74, 75, 80). As obtengdes de células epiteliais
através do esfregaco foram dispostas em laminas histolégicas e analisadas em
microscopios 6pticos. Com isso, durante os oito dias, a regularidade do ciclo estral
foi avaliada. As ratas que néo tiveram a regularidade entre as fases estrais (proestro,

estro, metaestro e diestro) foram desconsideradas do estudo.

Apos esta fase da pesquisa, as ratas foram submetidas a ovariectomia
bilateral (grupo OBD Ovx). Estas foram anestesiadas com cloridrato de xilazina
(Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) e Cloridrato de Ketamina (Cloridrato de quetamina
injetavel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) e a seguir, foram imobilizadas sobre
prancha cirurgica em posi¢ao de decubito lateral, e foi realizada uma incisdo de 1cm
nos flancos, divulsdo por planos do tecido subcutaneo e, em seguida, do periténio
afim de ter acesso a cavidade abdominal. Em seguida, os ovarios e os chifres
uterinos foram localizados e entdo laqueados com fio de Poliglactina 910 4.0

Itm

(Vieryl™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Nesta etapa os

ovarios foram removidos. O préximo passo caracterizou-se pela sutura por planos
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com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ — Jhonson & Jhonson, New
Brunswick, NJ, Estados Unidos) nos planos mais profundos e fio Nylon 4-0
(Ethicon™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos) no plano
superficial (Figura 7). As ratas do grupo saudavel (osso de densidade normal: ODN
Sham) passaram pelo mesmo procedimento, porém apenas foi realizada a
exposicao cirurgica dos chifres uterinos e dos ovarios sem suas respectivas

laqueadura e remogao.

Figura 7 - Etapas cirurgicas do procedimento de ovariectomia. (A) Incisdao nos flancos
das ratas. (B) Divulsdo dos planos anatéomicos subcutédneos. (C) Acesso ao periténio. (D)
Incisdo do peritdnio e acesso a cavidade abdominal. (E) Localizagao do ovario e chifre
uterino. (F) Laqueadura do chifre uterino. (G) Ovario removido. (H) Reposi¢dao dos

tecidos laqueados. (I) Sutura dos planos internos. (J) Sutura do plano superficial.

Todos os animais continuaram no biotério sendo alimentadas com ragao

e agua ad libitum, aguardando por mais um més, completando o periodo de 90



dias apds ovariectomia, que segundo a FDA americana, € o periodo que

contempla a instalagao da osteoporose em ratas.

3.4. Instalacao de implantes

Apos 90 dias da indugao da osteoporose nas ratas jovens adultas
(OBD Ovx e ODN Sham), todos os animais apds jejum durante 12 horas
prévias ao procedimento cirurgico foram sedados pela combinagdo de 50mg/kg
de ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de Cloridrato de Xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sao Paulo, Brasil) e receberam
Cloridrato de Mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franga) como anestesia local e para hemostasia do

campo operatorio.

Apos a sedacdo dos animais, foi realizada a tricotomia na porgao
medial da tibia direita e esquerda e, anti-sepsia da regido incisada com Polivinil
Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica,
Sao José do Rio Preto), associado a PVPI topico. Com uma lamina namero 15
(Feather Industries Ltda, Tokyo, Japao) foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido de metafise tibial esquerda
e direita e a seguir, o tecido mole foi divulsionado em espessura total e afastado
com o auxilio de descoladores de peridsteo, expondo o 0sso para receber os

implantes.

Assim, foram utilizados implantes de titdnio comercialmente puro grau
IV com superficie texturizada por duplo ataque acido (acidos nitrico, fluoridrico
e sulfurico), de acordo com os parametros da empresa do Setor que
forneceram os implantes, ou implantes com superficie texturizada com PEO e
incorporadas com CA/P. As dimensdes dos implantes foram: didmetro de 2,0
mm e altura de 4,0 mm, esterilizados por raios gama. Para tanto, a fresagem foi
realizada com fresa espiral de 1,4 mm de didmetro montada em motor elétrico
(BLM 600®; Driller, Sao Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob

irrigacdo com solugao isotdnica de Cloreto de Sdédio a 0,9% (Fisiolégico®,

15
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Laboratérios Biosintética LTDA®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e contra-angulo
com reducao 20:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabega 67RIC 1:4, KaVo®,
Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany) e profundidade de 3,0

mm, com travamento e estabilidade inicial (Figura 8).

Cada animal recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada metafise tibial.
Portanto, cada animal recebeu os dois implantes que foram testados neste
estudo: com texturizagdo controle (duplo ataque acido) ou teste (PEO com
incorporagao de Ca/P). A escolha das tibias para a instalagdo de implantes do
grupo controle ou teste foi realizada de forma aleatoéria, por meio do website:

www.randomization.com.

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 5.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Brasil) com pontos

interrompidos no plano mais externo.

Figura 8 — Etapas cirurgicas do procedimento de instalagao de implantes. (a) Tricotomia
na regidao de ambas as metafises tibiais. (b) Antissepsia das regiées com PVPI. (c)
Incisdao de 1,5 cm de comprimento para acesso cirurgico a metafise tibial, seguida da
divulsdao dos planos. (d) Fresagem com langa fresa de 1,4 mm montada em motor
convencional. (e) Preparo na metafise tibial realizado. (f) Instalagao dos implantes (2 mm
x 4 mm) com rosqueamento digital. (g) Reposicionamento dos tecidos. (h) Sutura por

planos anatémicos.
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3.5.Andlises do Reparo Osseo Periimplantar

Processamento laboratorial para tecidos descalcificados (andlise

histoldgica e imunoistoquimica):

Os animais de todos os grupos experimentais foram submetidos a eutanasia
por sobredosagem anestésica aos 42 dias apos a instalagao dos implantes, em que
foram retiradas as areas da regido da cirurgia experimental para a realizacdo da
analise histolégica dos cortes em parafina. Logo apdés a eutanasia, os animais
tiveram as tibias com os implantes instalados fixadas em formol e sofreram
descalcificagcdo em EDTA (10%). Neste momento, os implantes foram removidos por
movimento anti-horario com chave digital hexagonal 1,2 mm. Assim, as pecgas foram
desidratadas numa sequéncia de alcoois. Apds estas etapas, foi realizada a
diafanizacdo com xilol para posterior inclusdo em parafina para obtencdo de corte
com 5 uym de espessura e montados em laminas. As laminas pares apods a
microtomia foram destinadas para a coloragdo em hematoxilina e eosina (HE) e as

impares para as reagdes de imunoistoquimica.

Imunoistoquimica:

Apos a descalcificagao dos tecidos periimplantares e confecgdo das laminas
histolégicas que estavam incluidas em parafina, para as reagdes de
imunoistoquimica, a atividade da peroxidase endégena foi inibida com perédxido de
hidrogénio. A seguir, as laminas passaram pela etapa de recuperacado antigénica
com tampéao fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primarios utilizados foram Contra
Fosfatase Resistente ao Tartarado (TRAP), Osteoprotegerina (OPG), Receptor
Ativador do Fator Nuclear Kapa B Ligante (RANKL), Osteocalcina (OC) (Santa Cruz
Biotechnology), para analisar as respostas celulares quanto ao processo de
reabsorcdo oOssea (TRAP), remodelacdo (OPG e RANKL) e mineralizagdo

(Osteocalcina).

Foi utilizado o anticorpo secundario 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,
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foi avaliada a expressao das proteinas semi-quantitativamente (analise qualitativa
ordinal) pela atribuicdo de diferentes “scores” de acordo com o numero de células
imunomarcadas no processo de reparo alveolar. A anadlise foi realizada em
microscopio optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland), por meio de escores
que representam: auséncia de marcagdo (0); marcacado leve (1), marcagéo
moderada (2) e marcagao intensa (3), sendo consideradas positivas as marcagdes
com diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar controles negativos
para avaliar a especificidade dos anticorpos (Pedrosa, Okamoto et al. 2009,
Manrique, Pereira et al. 2015) (Ramalho-Ferreira, Faverani, Momesso, Luvizuto, de
Oliveira Puttini, Okamoto et al. 2016)

Andlise biomecanica dos implantes (contra-torque):

Para a analise biomecanica, os animais deste grupo foram sedados com
Cloridrato de Quetamina e Xilazina, 42 dias apds a instalagdo dos implantes, e
tiveram as metafises das tibias acessadas para exposicdo dos implantes e
realizacado do torque reverso. Um monta-implante (Neodent, Curitiba, Parana, Brasil)
foi adaptado ao hexagono do implante e o torquimetro digital foi acoplado ao monta-

implante.

Foi aplicado movimento anti-horario aumentando-se o torque reverso até a
rotacdo do implante no interior do tecido 6sseo, rompendo-se completamente a
interface osso/implante, momento em que o torquimetro registrou o pico maximo de

torque para esse rompimento, em Newton centimetro (N.cm).

3.6.Forma de analise dos resultados:

Os parametros quantitativos relacionados a analise biomecanica (torque-
reverso) foram comparados em fungao das superficies analisadas (PEO vs acido) e
em fungao dos tipos de osso (OBD Ovx vs OBD Sham). Inicialmente, os dados
foram submetidos ao teste de homocedasticidade e normalidade (Shapiro-Wilk), em
que dependendo da distribuicdo dos mesmos na curva de normalidade (distribuicdo
homogénea ou heterogénea), foi aplicado o teste mais apropriado (paramétrico ou
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nao paramétrico). A analise histoldégica e imunoistoquimica foram realizadas de
forma qualitativa, em que a histologia buscou verificar a citoarquitetura do tecido
0sseo reparacional na comparacado entre os grupos em fungdo dos métodos de

texturizagdo e a imunoistoquimica, qualidade do tecido 6sseo.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Histolodgica:

As fotomicrografias histoldgicas mostraram que na regido de interface
correspondente as espiras dos implantes, houve neoformacédo de tecido 6sseo,
tanto para as ratas SHAM quanto para as ratas OVX. Os grupos AC para as ratas
SHAM e OVX apresentaram neoformacgao de tecido dsseo nas porgcdes mais altas
(picos) da interface osso/implante, enquanto que nas por¢des mais baixas (vales)
da interface osso/implante, notou-se atraso do reparo 6sseo, com formagao de
tecido conjuntivo organizado, com menor formagdo de tecido ésseo quando
comparado aos grupos PEO. Este grupo evidenciou maior neoformagéo éssea nas

regides de picos e vales, inclusive no grupo OVX.

Figura 9 — Fotomicrografias dos grupos experimentais (OBD OVX e ODN SHAM) em
funcdo dos métodos de texturizagao dos implantes (PEO e AC) (HE; Aumentos
originais 6,3x, 12x, 25x e 40x).

AUMENTOS
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Figura 10 — Fotomicrografias em maior detalhe dos grupos experimentais (OBD OVX e
ODN SHAM) em funcdo dos métodos de texturizagdo dos implantes (PEO e AC) (HE;
Aumento original 40x).

I S

4.2.Analise Imunoistoquimica

Foi realizada analise qualitativa ordinal, a partir da atribuicdo de escores, que
representavam a area de imunomarcacao positiva, de coloragao acastanhada, para
cada uma das proteinas avaliadas. Os escores atribuidos foram: 1 (marcacao leve,
onde até 25% da é&rea avaliada apresentou marcagédo positiva), 2 (marcagéo
moderada, onde até 50% da area avaliada apresentou marcagdo positiva), 3

(marcacéo intensa, onde até 75 % da area avaliada apresentou marcagao positiva).

Grupo Sham AC: OPG (1) — Marcacgao leve nas células do tecido 6sseo, junto
as espiras dos implantes; RANKL (1-2) — Havia mais marca¢des do que o observado
para OPG, no entanto, ndo foi possivel caracterizar como moderada. OC (1) —
Marcacéo leve, discreta nas células do tecido 6sseo; TRAP (1-2) - Nao chega a ser
moderada, mas ha uma quantidade importante de osteoclastos marcados

positivamente.

Grupo Sham PEO: OPG (1) — Marcagao leve, junto as células do tecido ésseo
junto as espiras dos implantes; RANKL (2)- Marcagdo moderada, mostrado a
presenga desta proteina junto ao tecido 6ésseo em reparagéao; OC (1-2) - Conjuntivo
marcado com Osteocalcina; TRAP (2) - Marcagdao moderada indicando importante

presenca de osteoclastos em atividade de reabsorgao 6ssea.
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Figura 11 — Fotomicrografias do grupo experimental OBD SHAM em funcdo dos
métodos de texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para
proteina Osteoprotegerina (OPG). Grupo SHAM AC: 1 (marcacao leve); Grupo SHAM
PEO: 1 (marcagao leve). (Aumentos originais 12,5x e 40x).

OPG
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Figura 12 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD SHAM em funcido dos
métodos de texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para
proteina RANKL. Grupo SHAM AC: 1-2 (marcacao leve a moderada); Grupo SHAM
PEO: 2 (marcagao moderada). (Aumentos originais 12,5x e 40x).

RANKL
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Figura 13 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD SHAM em funcdo dos
métodos de texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para
proteina Osteocalcina (OC). Grupo SHAM AC: 1 (marcagao leve); Grupo SHAM PEO: 1-
2 (marcacgao leve a moderada). (Aumentos originais 12,5x e 40x).
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Figura 14 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD SHAM em func¢ao dos
métodos de texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para
proteina TRAP. Grupo SHAM AC: 1-2 (marcagao de leve a moderada); Grupo SHAM
PEO: 2 (marcagao moderada). (Aumentos originais 12,5x e 40x).

TRAP

Grupo Ovx AC: OPG (0-1) — marcagao bastante discreta para esta proteina;
RANKL (1) - discreta marcagéo para RANKL; OC (0-1) — marcagao bastante discreta
para esta proteina no campo analisado; TRAP (1-2) — marcagdo quase moderada

para osteoclastos em atividade de reabsorgao.

Grupo Ovx PEO — OPG (2) — marcagdo moderada para esta proteina, junto a
osteoblastos proximos as espiras dos implantes; RANKL (0-1) - marcagao ausente a
leve na interface osso-implante; OC (1-2), marcagédo de leve a moderada para
osteocalcina, mostrando impotante marcacdo desta proteina no tecido ésseo em
reparacao; TRAP (1-2) — marcagao quase moderada para osteoclastos em atividade
de reabsorc¢ao.
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Figura 15 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD OVX em fun¢ao dos métodos
de texturizagdao (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para proteina
Osteoprotegerina (OPG). Grupo OVX AC: 0-1 (marcagao ausente a leve); Grupo OVX
PEO: 2 (marcagdao moderada). (Aumentos originais 12,5x e  40x).

OPG
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Figura 16 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD OVX em fun¢ao dos métodos
de texturizagdao (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para proteina
RANKL. Grupo OVX AC: 1 (marcagao leve); Grupo OVX PEO: 0-1 (marcagao ausente a
leve). (Aumentos originais 12,5x e 40x).

RANKL
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Figura 17 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD OVX em fungdo dos métodos
de texturizagdao (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para proteina
Osteocalcina (OC). Grupo OVX AC: 0-1 (marcagao ausente a leve); Grupo OVX PEO: 1-
2 (marcagao leve a moderada). (Aumentos originais 12,5x e 40x).

ovX
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Figura 18 - Fotomicrografias do grupo experimental OBD OVX em fun¢ao dos métodos
de texturizagdao (PEO e AC) representando a imunomarcagao positiva para proteina
TRAP. Grupo OVX AC: 1-2 (marcagao leve a moderada); Grupo OVX PEO: 1-2
(marcagao leve a moderada). (Aumentos originais 12,5x e 40x).

TRAP

OoVvX

Tabela 2 — Representacao dos escores atribuidos na analise imunoistoquimica para as
proteinas OPG, RANKL, OC e TRAP para cada grupo experimental.

Proteinas
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Houve melhor expressdo das proteinas no grupo com texturizagdo Sham
PEO, devido a sinalizacdo 1:2 das proteinas OPG e RANKL, respectivamente,
refletindo no escore 2 para a TRAP. Assim, houve uma importante remodelagao
o0ssea, com atividade de reabsorgao realizada pelos osteoclastos, seguida da agao
de osteoblastos sintetizando matriz e neoformando osso. A mineralizagao
representada pela proteina OC esteve mais imunomarcada em comparagao ao
grupo Sham AC.

Ovx AC obteve os piores resultados, do ponto de vista de metabolismo 6sseo.
Houve baixa atividade de OPG e RANKL, responsaveis pela remodelacdo 6ssea. A
OC também recebeu o escore de 0-1, indicando que a sinalizagcdo de osteoclastos
ativando osteoblastos ainda esta baixa.

O grupo Ovx PEO, observou-se que houve maior ativagcdo da OPG (2),
levando a uma maior taxa de atividade da TRAP (2). Assim, na analise
imunoistoquimica, a texturizacdo PEO melhorou a resposta reparacional junto aos
implantes instalados.

4.3.Anélise Biomecéanica (Contra-torgue):

Andalise estatistica:

Para os dados de torque reverso (analise biomecanica), o programa
computacional Sigma Plot 12.3 (Data and Graph Analysis, San Jose, CA, EUA) foi
utilizado, considerando p<0,05 como nivel de significancia. Inicialmente, o teste de
normalidade Shapiro-Wilk foi aplicado, o qual mostrou homogeneidade dos
resultados (p>0,05). Assim, o teste t foi realizado para a comparacéo das variaveis
independentes (grupos experimentais - 2 niveis (OVX e SHAM) e técnicas de
texturizacao - 2 niveis (PEO e AC). Para as interagbes com significancia estatistica,
o teste Tukey foi realizado.

Resultados Torque reverso:

Na analise intragrupos, os valores de torque reverso (N.cm) foram maiores
para os grupos PEO em comparagao aos grupos AC (p<0,05), independentemente
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do grupo experimental (OBD OVX ou ODN SHAM).

Assim, os maiores valores foram observados nos grupos ODN SHAM PEO
(x=16 N.cm) e ODN SHAM PEO (x=14 N.cm), seguidos dos grupos ODN SHAM
(x=9 N.cm) e OBD OVX AC (x=6 N.cm) (OBD OVX PEO=ODN SHAM PEO>ODN
SHAM AC=0BD OVX AC) (Figura 11).

Grafico 1 — Representagao grafica dos valores médios e desvio padrao de torque
reverso (N.cm) para os grupos experimentais (OBD OVX e ODN SHAM, PEO e AC).

* Letras maiusculas diferentes denotam valores de p<0,05. Letras maiusculas iguais
denotam valores de p>0,05.

Torque reverso para 0s grupos experimentais

OBD OVX (PEO)

OBD OVX (AC)

ODN SHAM (PEO)

Grupos experimentais

ODN SHAM (AC) i B

0 2 a 6 8 10 12 14 16 18

Torquereverso (N.cm)
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo foram esclarecedores para aceitar a hipétese que
o método de texturizagado aqui testado, por meio da Oxidagao por Plasma Eletrolitico
(PEO), favoreceu a osteoconducgéo do processo de reparo 6sseo periimplantar, tanto
nas ratas com osteoporose induzida (OVX) quanto nas ratas com metabolismo
osseo inalterado (SHAM).

A engenharia tecidual desenvolve periodicamente novas técnicas de
texturizagdo com o objetivo de melhorar respostas biolégicas da osseointegracao
dos implantes e também caracteristicas estruturais. Neste contexto, ainda na fase de
testes experimentais in vitro, o método testado (PEO) demonstrou melhoramento
das caracteristicas mecanicas, térmicas, corrosivas e tribocorrosivas do titanio (37-
39). O presente estudo foi encorajado por meio das investigacbes in vivo de
Marques (2015), em que foram realizados testes para a padronizacdo de
concentracdes ideais de ions Ca e P na superficie do titdnio e foi observado que a
bioatividade do método de texturizacdo promovia melhor proliferacdo de células
mesenquimais indiferenciadas, e, por conseguinte, poderia contribuir para a

osseointegracao.

Independente da andlise realizada nesta pesquisa (histologia,
imunoistoquimica e biomecénica), a texturizagdo dos implantes com PEO se
mostrou superior em todos os parametros analisados. E importante salientar que a
texturizacdo convencionalmente disponibilizada no mercado (AC) também foi capaz
de promover neoformacdo de tecido 6sseo na interface osso/implante, entretanto,
em especial, quando se avaliou o comportamento nos ossos de baixa densidade,
como simulado na presente pesquisa (OVX), a resposta reparacional foi
substancialmente superior dos grupos PEO, inclusive com superioridade estatistica
no contra-torque dos implantes (p<0,05) e com maior area de imunomarcagao da

proteina osteocalcina para estes grupos, mostrando um 0sso com maior maturagéao.

Esta superioridade ficou claramente evidenciada na analise histolégica da
interface osso/implante, que nos grupos texturizados com PEO, a neoformacéo de
osso foi encontrada em grande parte das regides periimplantares, tanto nas regides

correspondentes aos “picos” quanto nas depressdes (“‘vales”) em contato com as
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espiras dos implantes. Nas regides de maior depressao da interface osso/implante,
inclusive no osso osteoporético, os grupos PEO foram capazes de osteoconduzir a
formacao de tecido 6sseo, diferentemente dos outros grupos texturizados com AC,
0s quais nestas regides mais longes da interface osso/implante havia atraso do

reparo 0sseo, com tecido gorduroso ainda presente.

Semelhantemente como observado neste estudo, em ratas com osteoporose
induzida e que receberam implantes com texturizagdo convencionalmente
disponibilizada pelo mercado (AC), somente quando medicamentos para tratamento
de osteoporose com propriedades de melhorar a qualidade do tecido 6sseo foram
utilizados, tal como o cloridrato de raloxifeno, o reparo ésseo foi bastante favoravel
(67, 73). Assim, o principio de bioatividade deste método de texturizagao foi
alcangado com éxito e deve ser complementado com estudos futuros, por meio de
analises da microestrutura do tecido 6sseo pela microtomografia computadorizada,

da dindmica e histometria 6ssea, através dos tecidos calcificados.

A eleicdo dos grupos SHAM e OVX se fundamentou na necessidade de
comparagao das variaveis relacionadas aos métodos de texturizagao testados neste
trabalho (AC e PEO), frente aos diferentes comportamentos biolégicos do tecido
6sseo comprometido pela redugao da densidade éssea na osteoporose € no 0sso
saudavel. Assim, a hipotese dos autores seria que, caso o método de texturizacéo
testado conseguisse estimular a formacao do tecido ésseo periimplantar, inclusive

nos 0ssos de baixa densidade, o objetivo seria alcangado.
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6. CONCLUSAO

Portanto, diante das limitagdes desta investigacao in vivo, foi possivel concluir
que os resultados sdo encorajadores para a técnica de texturizagdo por PEO e
devem ser suplementados por analises estruturais e biolégicas para futuras

aplicagdes na clinica cirurgica.
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