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revestida com odanacatib: análise de molhabilidade e biocompatibilidade. 
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RESUMO 

Estudos recentes e prospectivos tem relacionado o sucesso da osseointegração as 

características das superfícies de implantes de titânio, abrindo campo para os 

tratamentos de superfície, associados ou não a princípios químicos com o propósito 

de otimizar a osseointegração e aumentar a neoformação óssea, visando aprimorar e 

inovar as metodolgias. Com isso, tem-se que o objetivo deste trabalho é avaliar a 

dinâmica da resposta biológica de uma superfície modificada por duplo ataque ácido, 

modificado por ácido mais Solução de Fluidos Corpóreos (SBF) e modificada pelo 

princípio ativo Odanacatib, na concentração de 0,26mg/ml, pelo método biomimético 

em modelo subcutâneo padronizado em ratos machos e análise de cultura de células. 

Após a análise de topografia, de rugosidade de superfície e molhabilidade, serão 

destinados 24 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar) para a realização da análise 

de biocompatibilidade (subcutânea) e serão utilizados 78 discos de titânio de 0,5 cm 

de diâmetro e 0,2 cm de altura, sendo 16 com superfície de duplo ataque ácido (GCS), 

16 com superfície modificada por SBF (GXS) e 16 com superfície modificada a base 

de Odanacatib (GOS) pelo método biomimético de modificação de superfície, em que  

serão instalados 2 discos por animal no tecido subcutâneo nas regiões extremas do 

dorso do animal contralateralmente, em que a coleta das amostras de tecido 

subcutâneo serão 7 e 15 dias. De acordo com a hipótese proposta, os resultados 

foram esclarecedores para entender o comportamento das superfícies testadas, 

atribuindo uma visão mais precisa diante do comportamento biológico, quando em 

íntimo contato com o tecido conjuntivo. Em que foi possível avaliar que a ação tópica 

do ODN no tecido conjuntivo não resulta em efeitos adversos. Conferindo resultados 

otimizados nas análises de topografia e ângulo de contato em relação aos demais 

grupos experimentais, e resultados semelhantes a superfície biomimética na análise 

de biocompatibilidade aos 7 e aos 15 dias. 

 

Palavras-chave: Osseointegração. Titâneo. Catepsina K. 



MARCHIOLLI, C. L. Study of the biological response of a titanium surface coated 

with odanacatib: analysis of wettability and biocompatibility. In vitro and in vivo 

study. 2024. Dissertation (Master's Degree) - School of Dentistry, Universidade 

Estadual Paulista, Araçatuba, 2024. 

ABSTRACT 

Recent and prospective studies have linked the success of osseointegration to the 

characteristics of the surfaces of titanium implants, opening up the field for surface 

treatments, associated or not with chemical principles with the aim of optimizing 

osseointegration and increasing bone neoformation. The aim is to improve and 

innovate methodologies. With this in mind, the aim of this study is to evaluate the 

dynamics of the biological response of a surface modified by double acid attack, 

modified by acid plus Body Fluid Solution (SBF) and modified by the active ingredient 

Odanacatib, at a concentration of 0.26mg/ml, using the biomimetic method in a 

standardized subcutaneous model in male rats and cell culture analysis. After 

analyzing the topography, surface roughness and wettability, 24 rats (Rattus 

novergicus albinus Wistar) will be used for the biocompatibility analysis 

(subcutaneous) and 78 titanium discs of 0.5 cm in diameter and 0.2 cm in height will 

be used, 16 with a double acid etched surface (GCS), 16 with an SBF-modified surface 

(GXS) and 16 with an Odanacatib-modified surface (GOS) using the biomimetic 

surface modification method, in which 2 disks per animal will be installed in the 

subcutaneous tissue in the extreme regions of the animal's back contralaterally, 

subcutaneous tissue samples were taken at 7 and 15 days. According to the proposed 

hypothesis, the results were enlightening in terms of understanding the behavior of the 

surfaces tested, providing a more accurate view of biological behavior when in close 

contact with connective tissue. It was possible to assess that the topical action of ODN 

on connective tissue does not result in adverse effects. The results were optimized in 

the topography and contact angle analyses compared to the other experimental 

groups, and the results were similar to the biomimetic surface in the biocompatibility 

analysis at 7 and 15 days. 

Keywords: Osseointegration. Titanium. Cathepsin K.. 
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1 INTRODUÇÃO 

A reabilitação com implantes dentários tem ganhado cada vez mais destaque 

a permitir a restauração estético-funcional do sistema estomatognático através de 

propriedades mecânicas adequadas, estabilidade oclusal e osseointegração (CRUZ, 

M.B, 2022 e SANTOS, A.F.P 2023). A osseointegração é um processo que segue a 

sequência conservada de regeneração óssea e é fundamental para o sucesso clínico 

dessas reabilitações (YOUNIS et al., 2010 e MAZZO et al., 2012). Tendo a topografia 

e as propriedades químicas da superfície do implante dentário como fator 

determinante da velocidade e a qualidade da neoformação óssea.  

Os pesquisadores apontam que as superfícies rugosas aumentam a área de 

contato na interface osso-implante, a adesão dos osteoblastos e facilitam a adsorção 

seletiva de proteínas, o que favorece a osseointegração.. Com o intuito de otimizar 

estas superfícies, os estudos de superfícies bioativas, conduzem o aprimoramento da 

incorporação de princípios ativos de ação osteocondutora, estimulando a osteogênese 

e a fixação osso-implante. (CRUZ, M.B 2022 e LOTINUN S, 2013). 

Dentre os princípios ativos disponíveis na indústria e na literatura, cabe-se 

introduzir o Odanacatib (ODN), um inibidor altamente seletivo e sensível da 

capetpsina K (CTsK), que por sua vez, é a principal enzima que impulsiona a 

reabsorção durante a reconstrução óssea. Em outras palavras, o  ODN atua na 

inibição da reabsorção óssea sem afetar a formação óssea, além de  aumentar a 

densidade mineral óssea (DMO). No entanto, o ODN foi interrompido no estudo de 

fase III do Long-term Odanacatib Frature Trial (LOFT), devido ao potencial risco de 

acidente vascular cerebral (AVC).  

Estudos revelam que o ODN apresenta vantagens em relação a ação dos 

bisfosfonatos, pois reduz a eficiência de reabsorção das células, mas não altera as 

outras funções osteoclásticas normais, como diferenciação, migração e polarização 

(DUONG, 2012; MUISE et al., 2016). Por não ocorrer a morte dos osteoclastos, 

visto que os sinais entre as células osteoblasticas e osteoclasticas podem continuar 

de forma inalterada, conclui- se que o efeito reproduzido pelos CTsK é substancial na 

formação óssea e na inibição da reabsorção, por atuar de forma exclusiva nos 

osteoclastos.  

Outros estudos realizado em macacos ovactomizados, tratados com duas 
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concentrações de CTsK, concluíram que os grupos tratados com a maior       

concentração apresentaram melhores resultados em relação aumento a densidade 

mineral óssea, suprindo a reabsorção óssea, não afetando o número de osteoclastos 

pelos biomarcadores de osteoclastos-fosfatase ácida resistente ao tratarato 5b 

(TRAP-5b), de colágeno-1 e fosfatase alcalina especifica do osso (BSAP) e melhores 

resultados histológicos em relação aos grupos SHAM e OVX (FRATZL-ZELMAN et al., 

2013). Além de apresentar um aumento significativo na resistência óssea medida pela 

carga final com tratamento com odanacatib. (CUSICK et al., 2012). 

Em uma revisão e meta-análise de estudos clínicos randomizados e 

controlados por placebo publicados em 2023, mostraram que o ODN aumentou 

significativamente a DMO e reduziu em 48,31% as concentrações de telopeptídeos C 

séricos de colágeno tipo I (sCTx) e em 56,54%, N-telopeptídeo/creatinina urinária 

(uNTx/Cr) em pacientes com osteoporose, em comparação com grupo controle 

placebo. Em termo de formação óssea, pacientes em tratamento contínuo com ODN 

apresentaram aumento do pró-peptídeo N-terminal, marcador de formação óssea tipo 

I (P1NP). (ROGNJIN et al., 2023). 

Na literatura, há registro de efeitos adversos (EAs), de forma geral em relação 

aos  CTsK, e um dos efeitos adversos são as reações cutâneas semelhantes á 

morfeia, também designada: esclerodermia localizada (EsL), que é uma doença do 

tecido conjuntivo de etiologia desconhecida, na qual o excesso de deposição de 

colágeno leva ao desenvolvimento de lesões escleróticas (SILVA; SILVA; 

MORGADO, 2018), além de      preocupações em relação a infecções respiratórias 

graves observadas em ensaios anteriores com balicatib (outro inibidor da catepsina 

K). No entanto, esses efeitos foram monitorados cuidadosamente em ensaios de 

ODN, que por ser um inibidor da protease K mais seletivo que o balicatib, apresentava 

um risco semelhante de EAs cutâneos ao placebo. (BONE et al., 2010; PERONI et 

al., 2008).  

Contudo, apesar das descobertas promissoras, mais estudos são necessários 

para mapear o efeito do ODN de forma sistêmica e explorar o seu efeito tópico. Dado 

isso, presente estudo visa avaliar a dinâmica da resposta biológica de uma superfície 

de titânio modificada por Odanacatib pelo método biomimético e tratada por duplo 

ataque ácido e com solução de fluido corpóreo em modelo subcutâneo padronizado 

em ratos machos para                        mapeamento do condicionamento celular do perfil inflamatório 
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e possíveis efeitos colaterais dose-dependente. 

Uma vez que a literatura carece de estudos de caracterização de superfícies 

associado ao Odanacatib, o atual estudo propõe introduzir as propriedades 

topográficas, perfil físico-químico e comportamento biológico no que diz respeito a 

osseointegração. Visando alternativas reabilitadoras para beneficiar pacientes que 

apresentem alteração no metabolismo ósseo, como é o exemplo da osteoporose, e 

em casos em que a quantidade e a qualidade óssea são deficientes (MC-CLUNG et 

al., 2014; MERCK, 2014). 
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2 OBJETIVOS 

O estudo atual propôs avaliar a resposta biológica de uma superfície de titânio 

comercialmente puro modificada por duplo ataque ácido, por SBF e pelo princípio 

ativo Odanacatib na concentração de 0,26mg/ml (miligrama por mililitro),  por meio 

do método biomimético em modelo padronizado em subcutâneo de rato macho 

através das análises topográfica, molhabilidade e de biocompatibilidade. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Tratamento dos Discos 

3.1.1 Preparação da Superfície Teste e Controle 

1ª Fase: Modificação por ácido: 

Nesta fase, a superfície dos 76 discos de titânio comercialmente puros sofreram 

uma subtração ácida por meio de banhos em ácido nítrico, sulfúrico e clorídrico, o qual 

provoca erosões na superfície (Figura 1A, B e C). A concentração dos ácidos, o tempo 

e a temperatura são fatores determinantes da microestrutura da superfície. Em que, 

as concentrações e tempo de exposição dos ácidos empregados constituem o segredo 

de indústria, previamente patenteado. 

Os discos foram marcados em sua periferia com auxílio de uma broca 

diamantada para o controle do tratamento de sua superfície foram posicionados de 

forma que a mesma superfície se mantivessem o contato com as soluções durante o 

tratamento. 

Figura 1 - 1ª Fase de modificação por ácido dos GCS, GXS e GOS 

 

Modificação por subtração ácida em banhos: 
A) Ácido nítrico; 
B) Ácido sulfúrico; e 
C) Ácido clorídrico. 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

 

2ª Fase: Modificação da superfície pelo método biomimético e deposição de 

odanacatib pelo mesmo nos implantes e discos testes: 

Nesta outra fase, os discos de titânio tiveram sua superfície modificada por 

SBF e Odanacatib segundo o método biomimético de modificação de superfície, que 

A B C 
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imita o processo biológico de formação de tecido duro em corpo (ABE; KOKUBO; 

YAMAMURO, 1990; APARECIDA et al., 2005; QUEIROZ et al., 2013) em dois 

ciclos. Os discos foram imersos em 50 mililitros (ml) de solução de Hidróxido de Sódio 

(NaOH) e 5,0 Mol Litro (Mol.L-1) e            colocados em estufa por um período de 24 horas 

a 60 graus célsius (ºC), para a ativação da superfície (Figura 2). Em que os mesmos 

foram mantidos, posteriormente, em estufa por um período de 3 horas a 60ºC para 

secagem da superfície. 

 

Figura 2 – Discos imersos na solução de NaOH 
 

 
A) Discos em posição imergidos pela solução de NaOH 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 
 

Posteriormente, os discos foram imersos em 300 ml de SBF modificada, que 

simula os fluidos corpóreos por apresentar composição iônica e o potencial 

hidrogeniônico (pH) semelhantes ao do plasma sanguíneo (Figura 3A, B, C e D). Em 

seguida o Odanacatib a 0,26mg/ml foi homogeneizado na solução de SFC (Figura 4A, 

B e C). 

Figura 3 - Preparação do simulador de fluído corpóreo 

A) Elementos químicos utilizados no preparo o SBF; 
B) Homogeneização da solução com agitador orbita; 
C) Ajuste do pH do SBF, e 
D) Alcance do pH desejado 
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

Figura 4 – Solução de fluído corpóreo com Odanacatib 

A) Pesagem do composto Odanacatib na proporção de 0,26mg/L; 

B) Recipiente de vidro com SBF e Odanacatib a 0,26mg/L; e 

C) Homogeneização da SBF com Odanacatib por meio do 

agitador orbitário. 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

 

Os discos permaneceram imersos nas soluções correspondentes a cada grupo 

por um período de 4 dias com trocas a cada 24 horas, em estufa a 37ºC e pH 7.45, 

para que houvesse o recobrimento pelo SBF e pelo composto Odanacatib (HY- 10042-

Odanacatib (Synonyms: MK-0822) 5mg- MCE) nas superfícies (Figura 5A e B). 

Figura 5 – Discos imersos em SBF e SBF com Odanacatib 
 

 
 

A) Discos submersos em SBF em uma placa de petri identificada; 
B) Discos submersos em SBF; 
C) Discos submersos em SBF com Odanacatib 0,26mg/ml em uma placa de petri 

identificada;  

D) Discos submersos em SBF com Odanacatib 0,26mg/ml. 
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

Após esta fase, os discos passaram por banhos em peróxido de hidrogênio 

volume 10 por 4 horas, com trocas periódicas de hora em hora (Figura 6A, B e C); em 

solução salina fisiológica 0,9 porcentagem (%) por 10 minutos e lavagem rápida em 

álcool absoluto. Após os banhos, os implantes foram mantidos em estufa por um 

período e 3 horas a 60ºC para secagem da superfície. 

Figura 6 –Etapa final do tratamento de superfície dos grupos  GXS e GOS 

 

A) Vista no banho de solução de Peróxido de Hidrogênio de volume 10; 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

 

3.2 Delineamento Experimental 

No presente estudo foram utilizados 48 ratos Wistar machos (Rattus novergicus 

albinus Wistar), com base no cálculo amostral realizado no site 

http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_media_independente.php 

e para a análise subcutânea também foi realizado um cálculo comparativo baseado 

no estudo subcutâneo realizado por Cintra L.T.A, Ervolino E. e Gomes-Filho J.E em 

2015 denominado: “Biocompatibilidade e capacidade de mineralização dos cimentos 

experimentais Sealepox e Sealepox RP comparativamente ao Pro-Root MT: estudo 

histológico e imunoistoquímico em tecido subcutâneo de ratos”, obtendo o valor de 24 

ratos Wistar machos (Rattus novergicus albinus Wistar) onde em cada espécime foi 

instalado dois discos em região de dorso, e para a definição do número da amostra 

(superfícies por grupo), inicialmente foi realizado o cálculo do poder do Teste (“Power 

Test”), em que para a obtenção de um poder de 0.95 com nível de significância de 

5%, diante dos grupos amostrais, o número mínimo de amostras sugerido por grupo 

A 

http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_media_independente.php
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foi de 8. 

O projeto seguiu os Princípios Éticos para a Experimentação Animal, adotado 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), em que foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de             Araçatuba (FOA), 

que foi protocolado sob n° 0524-2021 (Anexo A). 

Com isso, foi realizado o delineamento experimental partindo de duas análises 

in vitro de topografia e molhabilidade e in vivo a partir da amostra de 24 animais 

subdividido em 3 grupos experimentais para a realização das análises de histologia e 

histométrica. (Figura 7 e 8). 

Grupos experimentais: 

Grupo Controle (GCS): disco de superfície de duplo ataque ácido foi instalado no 
dorso do animal; 
 
Grupo modificado por SBF (GXS): disco de titânio com superfície modificada a base 
de SBF foi instalado no dorso do animal;  
 
Grupo modificado por Odanacatib (GOS): disco de titânio com superfície 
modificada a base de Odanacatib foi instalado no dorso do animal; 
 
 

Figura 7: Delineamento Experimental referentes à cirurgia para a instalação dos 
discos 

 

 
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 



22 
 

Figura 8 - Delineamento experimental referente à análise subcutânea (discos) 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 
 
 

Os animais utilizados neste estudo foram fornecidos pelo Biotério Central da 

FOA. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas, num 

ambiente com temperatura estável (22 ± 24°C), com ciclo de luz controlado (12 

horas claro e 12 horas escuro), alimentados com ração sólida (Ração Ativada 

Produtor®, Anderson & Clayton S.A. – Laboratório Abbot do Brasil Ltda, São Paulo, 

SP, Brasil) durante todo o experimento e água ad libitum, exceto no período de 12 

horas antecedentes ao procedimento cirurgico. 

3.3 Procedimento Cirúrgico 

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de 12 horas. 

A anestesia por sedação foi realizada por administração via intramuscular de 

Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, 

São Paulo, Brasil), na dosagem de 60 mg/Kg, e de Cloridrato de Xilazina a 2% 

(Dopaser® – Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), 8 mg/Kg. Foi 

realizada em complementação anestésica à infiltração local de solução de Cloridrato 

de Mepivacaína a 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de 

Janeiro, Brasil) na dosagem de 0,3 ml/Kg no dorso do animal. (Figura 9 A) 

Após prévia tricotomia da região dorsal e antissepsia pré-operatória por fricção 

de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona Iodo Degermante a 10%, com 1% de iodo 
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ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquímica, São José do Rio Preto) associado ao 

Polivinil Pirrolidona Iodo Tópico a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, 

Rioquímica, São José do Rio Preto), foi realizada incisão de 2 cm no dorso do animal, 

em uma orientação craniocaudal, com o auxílio de uma lâmina de bisturi número 15 

(Feather Industries Ltda, Tokyo, Japão), montada em cabo de bisturi número 3 (Hu- 

Friedy®, German) (Figura 9 B,C e D). 

O plano cutâneo foi divulsionado de forma bilateral à incisão, para que se 

formem “bolsos” entre pele e tecido subcutâneo. Em cada animal foi inserido 2 discos 

de titânio (Implalife® Indústria de Produtos Médico-Odontológicos, Jales, São Paulo, 

Brazil) tratados no total, permutando entre os grupos GCS, GXS e GOS, inseridos 

cada um de um lado da incisão, de forma aleatória. Finalizada a inserção subcutânea 

do implante, o retalho cirúrgico foi reposicionado e o plano cutâneo suturado por 

pontos interrompidos simples com fio de nylon 4-0 (ETHILON Nylon Suture®, Ethicon, 

Johnson, São José dos Campos, Brasil). O cirurgião foi o mesmo em todos os 

procedimentos (Figura 9 H, F,G, H, F, G, H, I e J) 

As cirurgias foram realizadas seguindo todos os princípios de assepsia para 

garantir a manutenção da cadeia séptica. No pós-operatório imediato os animais 

receberam administração intramuscular de Pentabiótico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) em dose única e três doses de morfina 

(Dimorf®, Itapira, São Paulo, Brasil), com intervalo de 24 horas entre elas, na 

concentração de 2,5mg/kg. 

Figura 9 – Procedimento cirurgico da implantação dos discos de titânio de acordo 
com os modelos pré-estipulados. 
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2024) 
A) Espécime após anestesia; 
B) Após tricomotomia; 
C) Após antisepsia; 
D) Incisão linear em dorso sentido crânio-caudal; 
E) Instalação dos discos no subcutâneo; 
F) Demonstrativo da incisão; 
G) Instalação dos discos no subcutâneo; 
I) Sutura com Vycril 4-0 
J) Antisepsia após sutura 
K) Discos em posição na eutanásia de 15 dias 
L) Peça coletada. 

 

3.4 Coleta das amostras 
 

As eutanásias dos 24 animais foram realizadas nos períodos de 7 e 15 dias 

para a análise do processamento subcutâneo, por dose excessiva de anestésico 

Tiopental (150mg/kg, Thiopentax, Itapira, São Paulo, Brasil) adicionado a lidocaína 

(4mg/kg, Xylestesin®, Itapira, São Paulo, Brasil), para a remoção foi respeitada a 

margem de 1 centimento da borda do disco de titâneo. As peças cirúrgicas foram 

fixadas por 48 horas em formol (Reagentes Analíticos, Dinâmica Odonto-Hospitalar 

Ltda, Catanduva, SP, Brasil) neutro a 10% tamponado. 
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4. ANÁLISES   

4.1 Análise de topográfica (Microscopia Eletrônica de Varredura e Espetroscopia 

energia Dispersiva de Raio X)  

Após a esterilização a raio gama os 6 discos foram metalizados com  

recobrimento de carbono, para tornar a superfície sensível a condução de elétrons e 

permitir a leitura pela microscopia eletrônica de varredura (MEV modelo XL 30 TMP, 

FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda, 97) com finalidade 

de avaliar a morfologia da superfície por meio do contraste do revelo, e para avaliar e 

a composição química e formação da película de óxido, onde foi realizada a 

Espectroscopia de energia dispersiva de raio x, que permite o contraste em função do 

número atômico dos elementos presente. 

Esta análise foi realizada em pela Faculdade de Odontologia de Araraquara.  

 

4.2 Análise de molhabilidade 

Oito discos de cada grupo experimental foram analisados quanto à interação 

de contato se superfície pré-instalação subcutânea, pelo método da gota séssil, 

utilizando como soluções testes: Água destilada e Solução de fluido corpóreo. 

     A medida do ângulo de contato foi feita com auxílio do goniômetro (DSA 

100- Krüss GmbH. Hamburgo, Alemanha), que capturou a gota séssil das soluções nas 

superfícies, em que o parâmetro adotado para o dispense foi: volume 6.500μl 

(microlitros), taxa de 5.00 em 4 segundos após o conato.  

Os cálculos e demais dados foram gerados pelo software (DSA4 - Krüss GmbH. 

Hamburgo, Alemanha) e pelo registro fotográfico, em que foi fornecido o valor do 

ângulo de contato (θ) das diferentes superfícies para cada solução experimental. A 

mensuração de cada amostra foi repetida 3 vezes para obtenção do valor médio do 

ângulo de contato (θ) das diferentes superfícies. Os dados quantitativos foram 

tabulados e posterirormente foram levados a análise estatística. 

Para a classificação das características de tensão de superfície, partindo 

do princípio de que um baixo ângulo de contato com um ângulo inferior a 90° é 

hidrofílico, próximo ou igual a 0°é considerado superhidrofílico, quando for maior que 

100° é hidrofóbico, e ao exceder 150° é classificado como superhidrofóbico (DAPPER, 

S. T. H em 2013). (Figura 10 A, B e C). 
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Figura 10 – Análise de molhabilidade para obtenção do ângulo de contato 

 

A) Disco de titânio posicionado no goniômetro; 
B) Dispense da solução sobre a superfície do disco de titânio; e 
C) Após os 4 segundos do primeiro contato com a gota 

 

Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 

 

 

4.3 Análise Histológica  

Processamento para Inclusão em Parafina – Subcutâneo 

 

           Após a eutanásia de 24 animais para o estudo subcutâneo e obtenção das 

amostras dos grupos: GCS, GXS e GOS, estas foram mantidas por um período de 48 

horas de fixação em formol. Em seguida, essas 48 amostras de tecido subcutâneo 

contendo os discos foram lavandas em água corrente por 12 horas e desidratadas 

utilizando uma sequência de álcoois 70, 80, 90, 95, 100I, 100II, 100III e álcool/xilol 

(1:1) com trocas de hora em hora. Após estas etapas, realizou-se-á a diafanização 

com xilol (xilol I e xilol II) com trocas a cada 45 minutos para posterior inclusão em 

parafina para obtenção de corte com 5 μm de espessura e montados em lâminas.  

             As lâminas foram separadas para a coloração em hematoxilina e eosina (HE), 

para as reações de imunoistoquímica e picrosirius red. Previamente à realização das 

análises histomorfométrica, picro sirus red e imunoistoquímica, as amostras foram 

codificadas de maneira que somente um avaliador conhecia quais grupos pertencem. 

Um único examinador realizou as análises e o mesmo desconhecia o respectivo grupo 

da secção. 

 

4.4 Análise Histomorfométrica qualitativa e quantitativa em subcutâneo  

(Análise de Biocompatibilidade) 
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            A análise de biocompatibilidade foi realizada após ser estabelecidos critérios 

quantitativos para avaliar a reação inflamatória e formação de tecido fibrocelular. As 

imagens das lâminas coradas com HE foram obtidas através do microscópio óptico 

(Leica DM4000 B LED, Heerbrugg, Switzerland) com o auxílio de lentes objetivas Carl 

Zeiss (2.5X0.07, 5X0.12, 10X e 40X0.65) acoplado a uma câmera de captação de 

imagem e conectado a um computador (Configuração: Intel Core i5® com sistema 

operacinal Windows 7®) e Software para processamento e análise de imagens 37 

(AxioVision 4.9.1®0, Carl Zeiss by Imaging Associates Ltd, Jena, Deutschland).  

             As imagens digitalizadas foram gravadas em arquivos JPEG para serem 

estudadas. A análise histomorfométrica foi realizada com as imagens obtidas com 

objetiva de 100x com auxílio de óleo de imersão. Para comparar as diferenças 

estruturais entre as seções dos discos aumentados, cada biópsia foi  dividida em três 

áreas. A primeira área (A1) bordo superior, segunda área (A2) bordo lateral direita, a 

terceira área (A3) bordo lateral esquerda da região onde se encontrava em íntimo 

contato com o disco. 

             As áreas foram mensuradas por meio da grade de Merz. Utilizando quatro 

grades retangulares com 130 pontos/grade sobre as imagens, para quantificação das 

células linfócitárias e vasos sanguíneos. O cálculo da porcentagem de cada item 

analisado foi alcançado quantificando a presença de cada tipo de tecido em cada 

ponto da grade. O total de pontos das áreas (A1, A2 e A3) de cada tipo de tecido foram 

somados e dividido por 4, obtendo dessa forma uma média da porcentagem tecidual 

relativa de cada item de todas as amostras. (Figura 11). 

Figura 11 - Ferramenta Grid no software ImageJ com traçado de grade histométrica de 
130 pontos aplicada sobre a fotomicrografia histológica obtida em aumentativa de 

100x.  

 
Fonte: Elaborado pelo autor (2024) 
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4.5 Análise da maturação de fibras colágenas (picrosírus red) 

 
Os cortes corados com Picrosirius Red foram analisados sob microscopia 

com luz polarizada com objetivo de identificar a maturação das fibras colágenas 

maduras e imaturas nas áreas padronizadas do tecido subcutâneo (A1, A2 e A3) 

(Terayama et al., 2020; Cintra et al., 2017). 

Foi realizada a seleção de cor, considerando as fibras amarelas-

esverdeadas como imaturas e finas, enquanto as vermelhas-amareladas foram 

consideradas como maduras e grossas. Posteriormente com o auxílio do software Leica 

LAS 4.12 (Leica Microsystems, Nussloch – Germany) foi utilizado para o cálculo da 

área demarcada com cada tipo de fibra colágena, tabulação dos dados e análise 

estatística (Cintra et al., 2017). 

 

4.6 Análise de Imunoistoquímica 

             A análise das peças subcutâneas foram utilizados os anticorpos primários 

Interleucina 6 (IL-6) (Goat anti-IL-6 SC28343 – Santa Cruz Biotecnology, Califórnia, 

Estados Unidos da América); colágeno 1 (COL-1) (Goat anti-COL-I SC59772 – Santa 

Cruz Biotecnology, Califórnia, Estados Unidos da América), o fator de crescimento e 

transformação beta (TGF-β) (Goat anti-TGF- β SC 130348– Santa Cruz Biotecnology, 

Califórnia, Estados Unidos da América) e fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) (Goat anti-VEGF-SC 130348– Santa Cruz Biotecnology, Califórnia, Estados 

Unidos da América). O método de detecção usado foi por imunoperoxidase, utilizando 

como cromógeno a 3,3 diaminobenzidina (DAB – Sigma, St. Louis, Missouri, Estados 

Unidos da América).  

          O anticorpo secundário biotinilado foi o anti-cabra (goat) produzido em burro 

(donkey) (Biotin-SP-AffiniPure, donkey anti-goat imunoglobulina E 705065147– 

Jackson Immunoresearch Laboratories, Pensilvânia, Estados Unidos da América). 

Foram realizados procedimentos de controle por meio da omissão dos anticorpos 

primários (controle negativo), utilizando-se a incubação com soro normal de burro a 

5%, para avaliar a especificidade e efetividade das reações.  

            Os cortes foram analisados em microscópio óptico (LeicaR® DMLB, 

Heerbrugg, Suíça) bem como a expressão das proteínas, COL-1, IL-6, TGF-β e VEGF, 

acoplado a uma câmera de captura de imagem (Leica® DFC 300FX, Leica 

microsystems, Heerbrugg, Suíça) e conectado a um microcomputador Pentium III com 
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um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Câmera Software Box®, Leica 

Imaging Manager -IM50 Demo Software, Leica microsystems, Heerbrugg, Suíça).  

           Foram utilizados escores para as células marcadas em áreas determinadas, 

que sabidamente estão envolvidas na dinâmica do tecido ósseo. Para facilitar a 

comparação entre os diferentes grupos e períodos, os escores da análise 

imunoistoquímica foram convertidos em frequências de médias percentuais de acordo 

com o período de avaliação, para ambos os grupos (Quadro 2). O avaliador 

desconheceu o grupo pertencente a cada defeito ósseo, para evitar tendenciosidade 

durante a análise. 

 

Quadro 1 - Escores e frequência de porcentagem para análise de imunoistoquímica 

 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024) 

 

4.5 Análise Estatística 

A análise estatística foi conduzida por meio da comparação entre o grupo 

controle e o tratado. Os testes foram conduzidos através de software Sigma Plot 12.0 

(San Jose, California, PA, Estados Unidos da América), os valores tabelados das 

análises de: Histomorfometricas (HE) e Picrosirius Red foram submetidos a um teste 

de normalidade para avaliação da distribuição das amostras (Shapiro-Wilk, p>0,05). 

Após a confirmação da distribuição normal das amostras, teste ANOVA 1-fatores 

ANOVA 2-fatores e o pós- teste de Tukey para adotando nível de relevância de (p < 

0.05).
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5 RESULTADOS 

5.1 Análise Topográfica 

 Na análise de MEV foi observado uma topografia com comportamento 

subtrativo oriundo do tratamento de subtração ácida no GCS, levando à formação de 

microcavidades de tamanhos e profundidades variadas em todos os grupos com 

diferentes perfis. (Figura 12,13,14). No grupo GXS foi possível observar uma 

rugosidade homogenia e com a formação de cristais de hidroxiapatita (HA) resultando 

em um aspecto de teia de aranha.  No grupo GOS foi possível notar uma superfície 

rugosa, homogênia, com aspecto globular e com presença de partículas de HA em 

menor quantidade (Figura 13 e 14). 

Figura 12 – Microscopia eletrônica de varredura das superfícies experimentais do 
Grupo Controle: GCS                                                                                                                           

   Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2024) 

 
A) Superfície modificada por duplo ataque ácido (GCS), em aumento de 100x; 
B) Superfície modificada por duplo ataque ácido (GCS), em aumento de 1.000x; 
C) Superfície modificada por duplo ataque ácido (GCS), em aumento de 5.000x; 
D) Superfície modificada por duplo ataque ácido (GCS), em aumento de 10.000x; 
E) Superfície modificada por duplo ataque ácido (GCS), em aumento de 20.000x; 
F) Superfície modificada por duplo ataque ácido (GCS), em aumento de 50.000x; 
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Figura 13 – Microscopia eletrônica de varredura das superfícies experimentais do 
Grupo SBF (GXS): 

 Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2024) 
 

A) Superfície revestida por SBF (GXS), em aumento de 100x; 
B) Superfície revestida por SBF (GXS), em aumento de 1.000x; 
C) Superfície revestida por SBF (GXS), em aumento de 5.000x; 
D) Superfície revestida por SBF (GXS), em aumento de 10.000x; 
E) Superfície revestida por SBF (GXS), em aumento de 20.000x; 
F) Superfície revestida por SBF (GXS), em aumento de 50.000x; 

 
 

Figura 14 – Microscopia eletrônica de varredura das superfícies experimentais do 
Grupo Odanacatib (GOS): 

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2024) 
 

A) Superfície revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 100x; 
B) Superfície revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 1.000x; 
C) Superfície revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 5.000x; 
D) Superfície revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 10.000x; 
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E) Superfície revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 20.000x; 
F) Superfície revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 50.000x; 

 

 

Na análise de EDS o grupo GCS apresentou uma superfície de Titânio (Ti) puro 

(93,4%) (Figura 15). Os grupos GXS e GOS apresentaram presença de outras 

substâncias em diferentes concentrações (Figura 15 e 16). O grupo GXS apresentou 

maiores concentrações de Cálcio (1,5%), de Fósforo (1,2%), Sódio (2,3%), 

Carbono (6,5%) e Oxigênio (41%) (Figura 14). No entanto o GOS apresentou maior 

porcentagem de Titânio (86%) (Figura 17).  

 
Figura 15 – Espetroscopia energia Dispersiva de Raio X do GCS 

 
 

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2023) 

Figura 16 – Espetroscopia energia Dispersiva de Raio X do GXS 

 

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2023) 

 
Figura 17 – Espetroscopia energia Dispersiva de Raio X do GOS 

 

Fonte: Modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-sight, Holanda (2023) 
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5.2 Análise De Molhabilidade 

As superfícies experimentais dos grupos GXS e GOS apresentaram ângulo de 

contato correspondente a classificação hidrofílica, conferindo um ângulo inferior a 90º, 

para ambas as soluções testadas (água destilada e SBF). O GOS, por sua vez, 

apresentou um perfil de maior interação com as soluções, como é possível observar 

nas imagens a seguir em que houve maior espraiamento dos líquidos em sua 

superfície em relação ao GXS (Figura 18 C-F). Já o GCS apresentou perfil hidrofílico 

apenas na solução de água destilada, no SBF apresentou um ângulo superior a 90° 

mostrando menor interação da solução com a superfície em relação aos demais 

grupos (Figura 18 A e B) (Gráfico 1). 

 

Figura 18 – Obtenção do ângulo de contato 

 
 

A) Ângulo de contato de 52,3° obtido no GCS com a solução de água destilada; 

B) Ângulo de contato de 90,7° obtido no GCS com SBF; 

C) Ângulo de contato de 49,9° obtido no GXS com a solução de água destilada; 

D) Ângulo de contato de 45,7° obtido no GXS com SBF; 

E) Ângulo de contato de 29,4° obtido no GOS com a solução de água destilada; 
e 

F) Ângulo de contato de 31,4° obtido no GOS com SBF; 

Fonte: Tensiômetro óptico de ângulo de contato (2024) 

 

Na comparação intergrupos foi possível observar que houve diferença estatística 

entre o GCS e o GOS para a solução de água destilada (p=0,0007), e para SBF entre 

os grupos GCS e GXS (p=0,0145) e GCS e GOS (p=0,0007), revelando que o GOS 

apresentou melhor interação de ambas as soluções em sua superfície (Gráfico 1) 

(Tabela 1). 

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.analiticaweb.com.br%2Fproduto%2Fp5be1b4b477a01%2Ftensiometro-optico-de-angulo-de-contato&psig=AOvVaw0xrVzoaV03hbzHgfZPT2qq&ust=1622577203767000&source=images&cd=vfe&ved=0CA0QjhxqFwoTCOD8zqvZ9PACFQAAAAAdAAAAABAD
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.analiticaweb.com.br%2Fproduto%2Fp5be1b4b477a01%2Ftensiometro-optico-de-angulo-de-contato&psig=AOvVaw0xrVzoaV03hbzHgfZPT2qq&ust=1622577203767000&source=images&cd=vfe&ved=0CA0QjhxqFwoTCOD8zqvZ9PACFQAAAAAdAAAAABAD
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.analiticaweb.com.br%2Fproduto%2Fp5be1b4b477a01%2Ftensiometro-optico-de-angulo-de-contato&psig=AOvVaw0xrVzoaV03hbzHgfZPT2qq&ust=1622577203767000&source=images&cd=vfe&ved=0CA0QjhxqFwoTCOD8zqvZ9PACFQAAAAAdAAAAABAD
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Gráfico 1 - Análise de molhabilidade 

 

Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024) 

 
 

 

Tabela 1 – Análise estatística da avaliação do ângulo de contato 
 

                                                    GCS               GXS                       GOS 
Soluções Média ± DP Média ± DP Média ± DP Valor de p 

Água Destilada 73,2 ± 17,5A 49,9 ± 5,0 29,4±0,9B 0,0007A,B* 

SFC 90,3 ± 19,2A 45,7 ± 11,8B 31,4±9,3C 0,0145A,B* 0,0007A,C* 
* Valor estatístico significante (p < 0,05 pelo teste ANOVA TWO AWAY). A, B e C: mostram a diferença entre os grupos 

no mesmo período (p < 0,05 pelo teste de Tukey); a, b e c: mostram a diferença entre o período no mesmo grupo (p < 0,05 

pelo teste de Tukey). MD = média; DP = desvio-padrão; 
 

Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024) 

 

 

5.3 Análise Histológica 
5.3.1 Análise do perfil inflamatório – qualitativo  
 

Na análise histológica, pode observar que o GCS e GOS apresentaram a 

formação de uma cápsula fibrosa mais densa na região de interface disco/tecido 

conjuntivo em relação ao GXS (Figura 19-21). O GCS expressou um perfil inflamatório 

moderado aos 7 e aos 15 dias, já o GOS apresentou um infiltrado linfo-plasmático leve 

aos 7 dias e moderado aos 15 dias. Em que foi possível destacar a presença de 

extravasamento de hemácias intenso aos 7 dias em relações aos demais grupos 

(Figura 19). O GXS apresentou uma interface disco/tecido conjuntivo com discreto 

infiltrado inflamatório e fibras colágenas em ambos períodos (Figura 20).  
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Figura 19 – Tecido subcutâneo em região de contato com o disco – Grupo Controle 7 e 15 dias. 

 

A) Lâmina no aumento de 20x da área subcutânea do contato com o disco do GCS aos 7 dias. 
B) Lâmina no aumento de 63x da área subcutânea do contato com o disco do GCS aos 7 dias 
C) Lâmina no aumento de 100x da área subcutânea do contato com o disco do GCS aos 7 dias 
D) Lâmina no aumento de 20x da área subcutânea do contato com o disco do GCS aos 15 dias. 
E) Lâmina no aumento de 63x da área subcutânea do contato com o disco do GCS aos 15 dias 
F) Lâmina no aumento de 100x da área subcutânea do contato com o disco do GCS aos 15 dias 

 

Fonte:   Elaborado pelo Autor (2024) 

Figura 20 – Tecido subcutâneo em região de contato com o disco – Grupo SBF 7 e 15 dias. 

 

A) Lâmina no aumento de 20x da área subcutânea do contato com o disco do GXS aos 7 dias. 
B) Lâmina no aumento de 63x da área subcutânea do contato com o disco do GXS aos 7 dias 
C) Lâmina no aumento de 100x da área subcutânea do contato com o disco do GXS aos 7 dias 
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D) Lâmina no aumento de 20x da área subcutânea do contato com o disco do GXS aos 15 dias. 
E)    Lâmina no aumento de 63x da área subcutânea do contato com o disco do GXS aos 15 dias 
F)    Lâmina no aumento de 100x da área subcutânea do contato com o disco do GXS aos 15 dias 

 

Fonte:   Elaborado pelo Autor (2024) 

Figura 21 – Tecido subcutâneo em região de contato com o disco – Grupo Odanacatib 7 e 15 dias. 

 

A) Lâmina no aumento de 20x da área subcutânea do contato com o disco do  GOS aos 7 dias. 
B) Lâmina no aumento de 63x da área subcutânea do contato com o disco do- GOS aos 7 dias 
C) Lâmina no aumento de 100x da área subcutânea do contato com o disco do  GOS aos 7 dia 
D) Lâmina no aumento de 20x da área subcutânea do contato com o disco do GOS aos 15 dias. 
E) Lâmina no aumento de 63x da área subcutânea do contato com o disco do GOS aos 15 dias 
F) Lâmina no aumento de 100x da área subcutânea do contato com o disco GOS aos 15 dias 

 

Fonte:   Elaborado pelo Autor (2024) 

 

5.3.2 Análise histomorfométrico 

Na avaliação histomorfométrica foi possível observar que o GCS relevou 

resultados semelhante aos 7 e 15 dias em ambos os parâmetros de avaliação, e 

apresentando diferença estatística significante aos 7 dias em relação ao GXS no quesito 

angiogênise (p=0,0024). Para o parâmetro linfocitário o GOS apresentou diferença 

estatística em relação ao GXS aos 15 dias para o perfil linfocitário (p=0,226), destacando 

o GXS ao revelar menores valores em ambos os períodos (Gráfico 2). 
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Gráfico 2- Histomorfométrica 

 

  

Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024) 
 
 

Tabela 2 – Análise histomorfométrica (Vasos sanguíneos) 
 

                                                    GCS               GXS                       GOS 
 
     Eutanásia  Média ± DP Média ± DP Média ± DP  

    Valor de p 

           7 dias   4,500± 1,32  0,750±0,66 2,417±1,25 

 15 dias   2,250± 0,25 2,667±0,76 2,083±0,52 

* Valor estatístico significante (p < 0,05 pelo teste ANOVA TWO AWAY). A, B e C: mostram a diferença entre os grupos 

no mesmo período (p < 0,05 pelo teste de Tukey); a, b e c: mostram a diferença entre o período no mesmo grupo (p < 0,05 

pelo teste de Tukey). MD = média; DP = desvio-padrão; 

 

 

Tabela 3 – Análise histomorfométrica (Linfócitos) 
 

                                                    GCS               GXS                       GOS 
 
     Eutanásia  Média ± DP Média ± DP Média ± DP  

    Valor de p 

           7 dias  4,000±1,00  2,250± 0,75 3,333±0,87 

 15 dias   3,833±1,12  1,583± 1,28 4,583±0,52 

* Valor estatístico significante (p < 0,05 pelo teste ANOVA TWO AWAY). A, B e C: mostram a diferença entre os grupos 

no mesmo período (p < 0,05 pelo teste de Tukey); a, b e c: mostram a diferença entre o período no mesmo grupo (p < 0,05 

pelo teste de Tukey). MD = média; DP = desvio-padrão; 

 
 
 

5.3.4. Análise Picro Sirus RED 

Imagens representativas da coloração vermelha do Picrosirius para 

identificar a maturidade das fibras de colágeno para todos os grupos são 

mostrados na Figura 20. De acordo com o teste estatístico, entre todos os grupos 

versus todos os grupos um maior porcentagem de fibras maduras foi observada 
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40x 

nos grupos tanto aos 7 (p=0,999), quanto aos 15 dias (p=0,999).  Não houve 

diferença estatística na comparação entre os grupos entre em qualquer um dos 

períodos de análise (p>0,05).  

 

Figura 22: Imagens representativas da coloração do Picrosirius red para identificar a 

maturidade das fibras colágenas 

 

Fonte: Elaborado pelo próprio Autor (2024) 

 

Gráfico 3- Quantificação das fibras de colágeno através da análise picrosíriusred 
 

 

Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024) 
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5.4 Análise de Imunoistoquímica 

5.4.1 – Proteína: Interleucina 6 (IL-6) 

 A interleucina 6, marcador da resposta inflamatória apresentou ausência de 

marcação no período de 7 dias e leve aos 15 dias para todos os grupos experimentais 

avaliados. O que evidência uma baixa resposta inflamatória na presença das variáveis 

avaliadas neste estudo. 

Figura 23: Análise de Imunoistoquímica (Interleucina 6) em 40x. 

 

Fonte: Elaborado pelo próprio Autor (2024) 

5.4.2 – Proteína: VEGF 

A VEGF, que é um marcador de vascularização tecidual, apresentou ausência 

de marcação no GCS aos 7 dias, e marcação moderada aos 15 dias, mostrando o 

potencial para estímulo a neoformação vascular. O GOS revelou marcação leve aos 

7 e aos 15 dias e o GXS apresentou ausência de marcação aos 7 e aos 15 dias. 
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Figura 24: Análise de Imunoistoquímica (VEGF) em 40x 

 

Fonte: Elaborado pelo próprio Autor (2024) 

 

5.4.3 – Proteína: TGF-B 

 O fator de crescimento transformador-β (TGF-β), um mediador do 

crescimento prostático, induz a angiogênese e inibe a proliferação celular. A TGF-β 

apresentou ausência de marcação aos 7 dias e moderada aos 15 dias para o GCS. O 

GOS, também, apresentou ausência de marcação aos 7 dias e marcação leve aos 15 

dias. Ja o GXS revelou ausência de marcação em ambos os períodos avaliados. 

Figura 25: Análise de Imunoistoquímica (TGF B) em 40x 

 

Fonte: Elaborado pelo próprio Autor (2024) 
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5.4.4 – Proteína: COL1 

 O colágeno tipo 1 apresentou marcação moderada aos 7 dias e leve aos 15 

dias para o GOS e para os demais grupos, GCS e GXS revelaram ausência de  

imunomarcação em ambos os períodos avaliados. 

Figura 26: Análise de Imunoistoquímica (COL1) em 40x 

Fonte: Elaborado pelo próprio Autor (2024) 

 
Tabela 4 – Imunomarcação 

Fonte: Elaborado pelo próprio Autor (2024) 
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6 DISCUSSÃO  

O presente estudo foi realizado com o objetivo de analisar a resposta biológica 

de uma superfície de implante modificada com ODN, comparando-a com a superfície 

de duplo ataque ácido e biomimética em condições normofisiológicas. De acordo com 

a hipótese proposta, os resultados foram esclarecedores para entender o 

comportamento das superfícies testadas, atribuindo uma visão mais precisa diante do 

comportamento biológico, quando em intimo contato com o tecido conjuntivo. Em que 

foi possível avaliar que a ação tópica do ODN no tecido conjuntivo não resulta em 

efeitos adversos.  

Os resultados obtidos pelas análises de superfície nos direcionaram para 

mapear as características morfológicas e as propriedades físico-químicas 

encontradas em cada tratamento de superfície. Para isso, os resultados obtidos 

pelas análises de MEV, EDS e molhabilidade foram fundamentais para se entender 

o comportamento biológico apresentados nas análises histológica, histomorfométrica, 

picrosíriusred e imunoistoquímica. 

Estudos revelam que a superfície de titânio com o perfil rugoso resulta no 

aumento da área de contato, em que os poros e as interconexões tridimensionais 

proporcionam uma via de acesso para as células                        aderirem e proliferarem, otimizando 

o processo de angiogênese e osteogênese, favorecendo a deposição da matriz óssea 

(MAZZO et al., 2012; ZHAO et al., 2006, 2007). Além disso, a superfície tratada pelo 

método biomimético é descrita por apresentar poros interligados, de maior diâmetro, 

com uma morfologia globular e com precipitação de partículas de HA (CORREA, 2018; 

GANDOLFI et al., 2015; MACHADO, 2008). O mesmo perfil de rugosidade e 

irregularidade foram observados nos três grupos experimentais, ademais, os grupos 

GXS apresentou poros interligados relevando um aspecto de teia de aranha, e o GOS 

apresentou poros espessos de aspecto globular e da precipitação de cristais de HA. 

Na análise de EDS os grupos GCS e GXS corresponderam a mesma 

composição química encontrada nos protocolos de tratamento de superfície na 

literatura. Em que a superfície ácida referiu apenas o elemento Ti e no método 

biomimético elementos: Ca, Na, O e P, que realizam trocas iônicas entre si permitindo 

a precipitação da HA (CORREA, 2018; FIGUEIRA-JÚNIOR, 2018; MACHADO, 2008; 

QUEIROZ et al., 2013). Por sua vez, embora o GOS, tenha mantido os elementos 
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químicos derivados do tratamento biomimético, as quantidades não foram 

equivalentes. No entanto, este dado não afetou negativamente a resposta biológica 

da superfície e mesmo que não haja resultados que partilhem da mesma metodologia 

para comparação, um estudo de Khan et al. (2016) avaliou a quantidade de Ca/P por 

meio do condicionamento ósseo sistêmico em coelhos, e revelou que o grupo OVX 

tratado por ODN apresentou resultado superior em relação ao tratamento com 

alendronato e equivalentes ao grupo SHAM. 

Uma vez que as características topográficas e a composição físico-químicas 

influenciam no nível de interação das moléculas na superfície e adsorção de 

componentes do sangue. A superfície tratada com ODN conferiu melhores 

propriedades físico-químicas ao apresentar os menores ângulos de contatos, 

revelando possuir maior capacidade de absorção e afinidade com as soluções testes 

(água destilada e SBF). Em contrapartida, a superfície de duplo ataque ácido 

apresentou resultados estatisticamente inferiores em relação ao GOS em ambas as 

soluções tetes e com GXS para o SBF, indicando que os grupos tratados pelo método 

biomimético com ou sem deposição de ODN apresentam maior probabilidade de 

adesão e proliferação celular. Corroborando com os estudos de molhabilidade 

presentes na literatura, que destacam as superfícies biomiméticas com deposição de 

CaP e alendronato em relação ao duplo ataque ácido (BARBOSA, 2016; FIGUEIRA- 

JÚNIOR, 2018). 

Estudos comprovam que o padrão de superfície esta diretamente relacionada 

ao comportamento celular, e em concordância com as análises in vitro, as análises 

histológia, histomorfométrica, imunoistoquímica e de picrosíriusred foi possível 

destacar os grupos GXS e GOS. Em que os grupos apresentaram maior expressão 

de fibras colágenas maduras e imunomarcação leve/ausente para IL-6, TGF-b e para 

ambos os períodos e moderado para VEGF aos 15 dias. No entanto, o GOS 

apresentou uma cápsula fibrosa mais densa na região de interface disco/tecido 

conjuntivo em relação ao GXS, além de um perfil inflamatório leve aos 7 dias e 

moderado aos 15 dias, o que corrobora com imunomarcação moderada para Col-1 

aos 7 dias.   

Embora o ODN seja um inibidor da CTsK mais seletivo que o balicatib (outro 

inibidor de CTsK), estudos relevam que o tratamento sistêmico com o ODN apresenta 

risco semelhante de Eas cutâneo. No entanto no presente estudo, foi possível 
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observar que o uso tópico do ODN apresentou um perfil inflamatório leve a moderado, 

potencial angiogênico aos 15 dias, maior expressão de fibras colágenas maduras 

(equilavante ao GXS e GCS) e expressão ausente/leve de IL-6. O que corrobora com 

a revisão Chen e colaboradores de 2023 que não encontrou diferença estatística 

significativa dos Eas cutâneos e totais entre o grupo ODN e o grupo placebo.  

Outro estudo de Rünger, Quintanilla- Dieck e Bhawan de 2007 forneceu 

evidências de que a CTsK desempenha um papel importante na homeostase da matriz 

extracelular dérmica. Corroborando com os Eas ocasionado pelo Balicatib, 

provavelmente relacionada à deposição excessiva de proteínas da matriz 

extracelular na derme. Este comportamento não foi encontrado nas presentes 

análises em tecido subcutâneo. Portanto, é muito provável que a morfeia induzida pelo 

balicatib possa estar relacionada à deposição excessiva de proteínas da matriz 

extracelular na derme. 

Além disso, a inibição da CTsK prejudica a resposta imune adaptativa, o que 

consequentemente resulta na redução das citocinas pró-inflamatórias, como por 

exemplo a IL-6. O mesmo comportamento foi observado na imunomarcação da IL-6 e 

no período de 7 dias na análise de histomorfometrica no GOS. Esta redução da 

resposta imune adaptativa influência diretamente os osteoclastos, resultando na 

redução da sua ativação e diferenciação.  

Os antireabsortivos como o ODN, também podem reduzir a magnitude do 

desequilíbrio das unidades multicelulares básicas, reduzindo a vida útil do osteoclasto 

e aumentando a vida útil do osteoblasto. O aumento na densidade mineral do tecido 

pode aumentar a rigidez do osso, permitindo o acúmulo e a propagação de 

microdanos, uma vez que o osso mineralizado de forma mais homogênea é menos 

resistente à propagação de fissuras (ou seja, o osso se torna menos resistente). Além 

de reduzirem a taxa de remodelação óssea. Menos locais escavam osso em suas 

superfícies endosteais (trabecular, endocortical, intracortical), de modo que menos 

volume existente do esqueleto mineralizado é "revirado". A taxa de remodelação 

reduzida resulta na desaceleração da progressão do adelgaçamento trabecular e 

cortical, perfuração trabecular e porosidade cortical. 

Com isso, estudo relevou que a superfície modificada com ODN não 

apresentou efeitos colaterais cutâneos, apresentando resultados semelhantes a 
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superfície tratada com SBF. Além de corroborar com as análises de resposta óssea, 

o qual indicou a efetividade das três superfícies, destacando a superfície modificada 

com ODN. Ademais, atendendo as limitações deste estudo, a análise de cultura de 

células com células mesenquimais de linhagem osteoblásticas de rato (MC3T3-E1 e 

SAOS-2) estão em andamento para mapear o comportamento das superfícies 

tratadas, quanto a toxicidadade, inflamação e mineralização. Além de avaliar a 

atividade, por meio do “Cathepsin K Inhibitor Screening Assay Kit”, da protease de 

Cathepsin K incorporada na superfície de titânio. Trazendo uma visão mais completa 

inteirando as análises já realizadas, com intuito de acrescentar na literatura estudos 

de ação tópica. 
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7 CONCLUSÃO 

As modificações de superfície propostas neste trabalho mostraram serem 

seguras quando em intimimo contato com o tecido conjuntivo em organismos 

normofisiologicos. Indicando que o ODN não apresentou efeitos coláterais cutâneos, 

conferindo resultados otimizados nas análises de topografia e ângulo de contato em 

relação aos demais grupos experimentais, e resultados semelhantes a superfície 

biomimética na análise de biocompatibilidade aos 7 e aos 15 dias.  
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