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BARBOSA, S. Avaliacdo do potencial osteoindutor de implantes e miniplacas
com revestimento a base de vidro bioativo via oxidacdo por plasma eletrolitico
na otimizagcdo do reparo 6sseo em ratos diabéticos. 2023. 59 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
2023.

RESUMO

Diante dos efeitos promissores do biovidro no reparo 6sseo, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a capacidade osteoindutora do revestimento vidro bioativo
sintetizado via oxidacdo por plasma eletrolitico na neoformacdo éssea 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, caracteriza¢cbes de superficie
foram conduzidas para confirmar a 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 = 27) e um protocolo
de inducédo da diabetes mellitus pela administracao de estreptozotocina (35mg/kg) foi
empregado. Apos 30 dias, os animais foram aleatoriamente distribuidos para passar
por cirurgia de instalacdo de implantes osseointegraveis ou para confeccao de fraturas
femorais seguida da fixacdo com miniplacas do sistema 1.5mm. Os grupos
experimentais consistiram em: Implante com superficie comercialmente disponivel de
jateamento de zircénia seguida de duplo ataque acido (grupo ZrAC) e implante tratado
por PEO-BG (grupo PEO-BG/Implante) e para as placas, foram utilizadas placas
convencionalmente comercializadas, com superficie apenas usinada (grupo CONV) e
placas tratadas por PEO-BG (Grupo PEO-BG/Placa). Nos periodos de 14 e 28 dias
pos-operatorios, os animais foram submetidos a eutanasia e processamento
laboratorial para analise histométrica e imunoistoquimica (BMP-2, OPG, RANKL e
OCN), considerando o nivel de significancia de p<0,05 para a analise estatistica. As
caracterizacdes topograficas demonstraram que o revestimento PEO-BG foi
reproduzido com sucesso, ocorrendo a efetiva incorporagdo dos elementos do
biovidro, além de formacdo de uma superficie com inimeras rugosidades, alta
molhabilidade e maior area de superficie disponivel. Com relacéo aos resultados, faz-

se necessario esclarecer que em decorréncia da condicdo de diabetes mellitus ao qual



todos os animais foram submetidos, houve uma alta incidéncia de infeccao nos locais
cirdrgicos nos periodos pos-operatérios, mesmo sem ocorrer deiscéncia de sutura e
presenca de contaminantes externos, com isso, as amostras de placas foram
fortemente afetadas pela infeccéo e ndo apresentaram reparo tecidual. Dessa forma,
nao foi possivel considerar tais amostras na analise e, portanto, 0os pontos positivos
aqui elencados fazem referéncia apenas as amostras do estudo desenvolvido com
implantes. A reducdo da densidade Ossea mineral em decorréncia da Diabete
experimentalmente induzida foi comprovada a partir da analise biomecéanica, onde os
animais diabéticos apresentaram valores de rigidez e de forca maxima
significativamente menores que o0s animais saudaveis (p<0,05). Os resultados
referentes aos implantes demonstraram maior area de osso neoformado e maior area
de contato osso-implante para o grupo PEO-BG em ambos os periodos pos-
operatorios (14 e 28 dias) (p<0,05), com perfil inflamatério compativel com as fases
do reparo tecidual. As expressfes de BMP-2, RANKL, OPG e OCN corroboraram com
os resultados de formacdo 6ssea e reforcaram o entendimento de que PEO-BG
otimizou o reparo 6sseo periimplantar. Dessa forma, o revestimento de PEO-BG
apresentou efetivamente uma atividade osteoindutora e atuou melhorando as
condicBes de reparo 0sseo periimplantar, o que por sua vez tem grande potencial para

favorecer a osseointegracao dos implantes.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea. Implantes dentarios. Materiais biocompativeis.



BARBOSA, S. Evaluation of the osteoinductive potential of implants and
miniplates coated with bioactive glass via electrolytic plasma oxidation in
optimizing bone repair in diabetic rats. 2023. 59 f. Dissertation (Master's) — Faculty
of Dentistry, S&o Paulo State University, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Given the promising effects of bioglass on bone repair, this study aimed to evaluate
the osteoinductive potential 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 topography (Confocal Laser
Scanning Microscopy — CLSM), chemical composition (Energy Dispersive
Spectroscopy — EDS) and physical-chemical properties (Prophylometry and Wetability)
of the samples. Then, the in vivo study was conducted using Wistar rats (n = 27) and
a protocol of induction of diabetes mellitus by administering streptozotocin (35mg/kg)
was applied. After 30 days, the animals were randomly assigned to undergo surgery
to implants placement or create femoral fractures, followed by fixation with miniplates
of the 1.5mm system. The experimental groups were: Implant with commercially
available surface of zirconia blasting followed by double acid etching (ZrAC group) and
implant treated with PEO-BG (PEO-BG/Implant group) and for the plates,
conventionally commercialized plates were used, with only machined surface (CONV
group) and PEO-BG treated surface (PEO-BG/Board group). At 14 and 28
postoperative days, the animals were euthanized and the samples were lab processing
for histometric and immunohistochemical (BMP-2, OPG, RANKL, and OCN) analysis,
considering the level of significance of p<0.05 for the statistical analysis. The
topographical characterizations demonstrated that the PEO-BG coating was
successfully reproduced, with the effective incorporation of the bioglass elements, in
addition to the formation of a surface with numerous roughness, high wettability and
greater available surface area. Regarding the results, it is necessary to clarify that due
to the condition of diabetes mellitus to which all the animals were submitted, there was
a high incidence of infection in the surgical sites in the postoperative periods, even
without suture dehiscence and the presence of external contaminants. Therefore, the

plate samples were strongly affected by the infection and did not show tissue repair.



Thus, it was not possible to consider such samples in the analysis and the positive
points listed here refer only to samples from the study developed with implants. The
decreasing in mineral bone density as a result of experimentally induced diabetes was
proven from the biomechanical analysis, where diabetic animals had lower values of
stiffness and maximum strength significantly compared to healthy animals (P<0.05).
The implants data showed a greater newly formed bone and bone-implant contact for
the PEO-BG group in both postoperative periods (14 and 28 days) (P<0.05), with an
inflammatory profile compatible with the stages of tissue repair. BMP-2, RANKL, OPG
and OCN immunolabeling corroborated the bone formation results and reinforced the
understanding that PEO-BG optimized peri-implant bone repair. Microtomographic
analysis demonstrated a significantly superior bone volume and percentage pattern for
PEO-BG, as well as superior bone quality parameters. Thus, the PEO-BG coating
effectively presented an osteoinductive activity and acted to improve the conditions of
peri-implant bone repair, which it has great potential to favor the osseointegration of

implants.

Keywords: Bone regeneration. Dental implants. Biocompatible materials.
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1 INTRODUCAO

A reparacédo 6ssea é um procedimento complexo que demanda de interacdes
celulares, disponibilidade de citocinas, matriz osteocondutora e de um bom
suprimento vascular para que ocorra adequadamente (1). Nesse contexto,
implantodontistas e cirurgides bucomaxilofaciais podem encontrar dificuldades em
reabilitacbes orais e no tratamento de fraturas (2—4). Similarmente, os médicos
ortopedistas também compartilham este desafio terapéutico, especialmente em
situacdes de pacientes politraumatizados, em que condi¢cdes inerentes ao trauma
como magnitude, direcéo e tipo de forca aplicada podem ter implicancias diretas no
prognéstico (1,5). A somatoria de todos esses fatores aumenta as chances de perda
de implantes, infeccdo poés-fixacdo de fraturas e ma consolidacdo O6ssea. Além da
elevacdo dos custos dos procedimentos, aumento do tempo de internacdo e maior

morbidade ao paciente (6-9).

Na literatura, também € bem estabelecido que alguns fatores locais do
hospedeiro podem interferir diretamente na qualidade do tratamento como a qualidade
0ssea, localizacdo anatdbmica, presenca de infec¢cdes locais e até mesmo a influéncia
de alguns protocolos terapéuticos sistémicos, como as medicacdes antirreabsortivas
(10-12). Além destes fatores, é importante destacar que alteracfes sistémicas como
a diabete mellitus, artrite reumatoide, desnutricdo, anemia, hipovitaminoses,
osteopenia, osteoporose e anemia podem influenciar negativamente no reparo 6sseo
(12-14).

Dentre as condi¢Bes sistémicas mencionadas, a diabete mellitus € uma doenca
que afeta o metabolismo 0sseo diretamente, modificando a expressdo génica
associada a atividade dos osteoblastos e inibindo a maturacdo e metabolismo de
células tronco mesenquimais. Em adicao, a diabetes ocasiona uma reducao nos niveis
de Vitamina D e consequente aumento na liberacdo de Paratorménio (PTH), o que
estimula a atividade osteoclastogénica e aumenta o risco de fraturas (15-17).
Consequentemente, o paciente com diabetes apresenta uma inflamacao tecidual
cronica e dificuldade de cicatrizacdo generalizada, apresentando uma qualidade
0ssea ruim e baixa renovagdo do tecido 0sseo. Desta forma, a diabetes € uma
condicdo desafiadora para a instalacdo de implantes osseointegraveis e fixacdo de

fraturas com miniplacas/placas (12,18,19).
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Para tentar superar este problema e aumentar a sobrevida dos tratamentos,
estratégias terapéuticas visando aprimorar o0 processo de reparacdo Ossea 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 (20). De maneira geral, 0s
revestimentos de superficies sdo produzidos por diferentes métodos de sintese,
demonstrando comportamento 6sseo superior in vitro, quando comparado com
superficies usinadas (sem tratamento) (21-23). Estes achados sao atribuidos as
melhores propriedades mecanicas, fisico-quimicas e resisténcia a corrosdo, sendo
importantes caracteristicas quando se visa a neoformacdo 6ssea em condi¢cbes

desafiadoras como no cenario da diabetes (22,24,25).

Dentre as inlUmeras técnicas de revestimento existentes, a oxidacao por plasma
eletrolitico (PEO) (26,27) tem sido empregada pelo nosso grupo (20,28-30) e por
outros (31-33), como uma via para aumentar o potencial de osseointegragao de
dispositivos biomédicos implantaveis. Conceitualmente, o PEO € um método simples
de processos eletroquimicos de oxidacdo que permite a formacdo de topografias
complexas (em escala um), modificando as propriedades superficies do material
(rugosidade, molhabilidade, energia livre de superficie e/ou camada de 6xido). Em
termos de reparo 0sseo, estudos in vitro tém evidenciado que a complexa topografia
dos revestimentos de PEO proporcionam uma maior area de superficie de contato,
consequentemente, favorecem uma melhor interacéo de proteinas e células humanas
com a superficie experimental (34,35). 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 (20,28,30). Ainda, o PEO é um método eficiente para
incorporar também elementos bioativos visando potencializar os efeitos beneficios

obtidos por meio das modificagées de superficie.

Nesta perspectiva, o estudo prévio de Costa et al. (2020) desenvolveu e
caracterizou, pela primeira vez na literatura, um revestimento para implantes dentarios
bioinspirado na composicao do biovidro 45S5-bioglass®. Esse revestimento (PEO-BG)

foi produzido por PEO sobre a superficie de discos de Ti utilizando agentes
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precursores do 45S5-bioglass® em solucdo eletrolitica (SiO2, CaO, nao, P20s). O
PEO-BG mostrou ser altamente aderente ao substrato, com alta resisténcia a corrosédo
e ao desgaste triboldgico, importantes caracteristicas anteriormente nao atingidas por
outros métodos de deposicdo. Aléem disso, PEO-BG apresenta biocompatibilidade
com células humanas e mecanismos biolégicos in vitro semelhantes ao 45S5-
bioglass®. Em sintese, os efeitos biol6gicos sdo baseados na lixiviacdo de ions
bioativos (Si, Ca, P e Na) do PEO-BG, que leva ao aumento do pH do meio e,
conseguentemente, a precipitacdo mais rapida de uma camada de apatita e a maior
adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo. Portanto, o PEO-BG possui
caracteristicas positivas e superiores para osseointegracdo e neoformacdo O6ssea
(36), quando comparado com superficies controle: maquinada ou comercial

(jateamento de aluminio seguido de ataque acido; SLA).

Assim, tendo em vista 0s excelentes resultados encontrados in vitro, para
confirmar que a superficie PEO-BG desenvolvida é promissora para aplicacfes
biomédicas, é de suma importancia avaliar o desempenho deste revestimento em
modelos animais capazes de captar todo o espectro de interacées com o hospedeiro
e comprovar a possivel estimulacdo de células osteogénicas para a producdo de
matriz 6ssea in vivo. Além disso, foi hipotetizado (36) que o PEO-BG poderia promover
habilidades osteoindutivas e osteocondutivas devido ao mecanismo de liberacéo
ibnica, o que ainda ndo havia sido estudado considerando amostras de implantes
dentarios e miniplacas em situacdes criticas de reparo 6sseo, como o que foi simulado

pelo uso de modelo animal diabético como desenvolvido neste estudo.
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7 CONCLUSAO

A partir desta investigacao in vivo, foi possivel concluir que o revestimento de
oxidacdo por plasma eletrolitico a base de vidro bioativo apresentou potencial
osteoindutivo, 0 que aumentou de forma significativa os parametros do reparo 6sseo

periimplantar na tibia de ratos com diabetes mellitus experimentalmente induzida.
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