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MARCHIOLLI, C. L. Estudo da resposta bioldégica de uma superficie de titanio
revestida com odanacatib: analise de molhabilidade e biocompatibilidade.
Estudo in vitro e in vivo. 2024. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
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RESUMO

Estudos recentes e prospectivos tem relacionado o sucesso da osseointegracdo as
caracteristicas das superficies de implantes de titanio, abrindo campo para os
tratamentos de superficie, associados ou ndo a principios quimicos com o propésito
de otimizar a osseointegracao e aumentar a neoformacao 6ssea, visando aprimorar e
inovar as metodolgias. Com isso, tem-se que 0 objetivo deste trabalho € avaliar a
dindmica da resposta biolégica de uma superficie modificada por duplo ataque acido,
modificado por &cido mais Solu¢do de Fluidos Corpdéreos (SBF) e modificada pelo
principio ativo Odanacatib, na concentracdo de 0,26mg/ml, pelo método biomimético
em modelo subcutaneo padronizado em ratos machos e analise de cultura de células.
Apés a analise de topografia, de rugosidade de superficie e molhabilidade, serédo
destinados 24 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar) para a realizacdo da analise
de biocompatibilidade (subcutanea) e serao utilizados 78 discos de titanio de 0,5 cm
de diametro e 0,2 cm de altura, sendo 16 com superficie de duplo atague acido (GCS),
16 com superficie modificada por SBF (GXS) e 16 com superficie modificada a base
de Odanacatib (GOS) pelo método biomimético de modificacéo de superficie, em que
serdo instalados 2 discos por animal no tecido subcutaneo nas regifes extremas do
dorso do animal contralateralmente, em que a coleta das amostras de tecido
subcutaneo serdo 7 e 15 dias. De acordo com a hip6tese proposta, os resultados
foram esclarecedores para entender o comportamento das superficies testadas,
atribuindo uma visdo mais precisa diante do comportamento bioldgico, quando em
intimo contato com o tecido conjuntivo. Em que foi possivel avaliar que a acéo topica
do ODN no tecido conjuntivo ndo resulta em efeitos adversos. Conferindo resultados
otimizados nas analises de topografia e angulo de contato em relacdo aos demais
grupos experimentais, e resultados semelhantes a superficie biomimética na analise

de biocompatibilidade aos 7 e aos 15 dias.

Palavras-chave: Osseointegracao. Titaneo. 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, Aragatuba, 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 INTRODUCAO

A reabilitacdo com implantes dentarios tem ganhado cada vez mais destaque
a permitir a restauracado estético-funcional do sistema estomatognatico através de
propriedades mecéanicas adequadas, estabilidade oclusal e osseointegracao (CRUZ,
M.B, 2022 e SANTOS, A.F.P 2023). A osseointegracdo € um processo que segue a
sequéncia conservada de regeneracdo 6ssea e é fundamental para o sucesso clinico
dessas reabilitacdes (YOUNIS et al., 2010 e MAZZO et al., 2012). Tendo a topografia
e as propriedades quimicas da superficie do implante dentario como fator
determinante da velocidade e a qualidade da neoformagéo 0ssea.

Os pesquisadores apontam que as superficies rugosas aumentam a area de
contato na interface osso-implante, a adesao dos osteoblastos e facilitam a adsorcao
seletiva de proteinas, o que favorece a osseointegracdo.- Com o intuito de otimizar
estas superficies, os estudos de superficies bioativas, conduzem o aprimoramento da
incorporacdao de principios ativos de acdo osteocondutora, estimulando a osteogénese
e a fixacao osso-implante. (CRUZ, M.B 2022 e LOTINUN S, 2013).

Dentre os principios ativos disponiveis na industria e na literatura, cabe-se
introduzir o Odanacatib (ODN), um inibidor altamente seletivo e sensivel da
capetpsina K (CTsK), que por sua vez, € a principal enzima que impulsiona a
reabsorcdo durante a reconstrucdo O0ssea. Em outras palavras, o ODN atua na
inibicdo da reabsorcdo 0ssea sem afetar a formacdo Ossea, além de aumentar a
densidade mineral éssea (DMO). No entanto, o ODN foi interrompido no estudo de
fase Il do Long-term Odanacatib Frature Trial (LOFT), devido ao potencial risco de

acidente vascular cerebral (AVC).

Estudos revelam que o ODN apresenta vantagens em relacdo a acao dos
bisfosfonatos, pois reduz a eficiéncia de reabsor¢éo das células, mas nao altera as
outras funcdes osteoclasticas normais, como diferenciacdo, migracao e polarizacao
(DUONG, 2012; MUISE et al., 2016). Por ndo 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 & substancial na
formacdo Ossea e na inibicdo da reabsorcédo, por atuar de forma exclusiva nos

osteoclastos.

Outros estudos realizado em macacos ovactomizados, tratados com duas



14

concentracbes de CTsK, concluiram que o0s grupos tratados com a maior
concentracdo apresentaram melhores resultados em relacdo aumento a densidade
mineral 6ssea, suprindo a reabsorcdo 6ssea, ndo afetando o niumero de osteoclastos
pelos biomarcadores de osteoclastos-fosfatase &cida resistente ao tratarato 5b
(TRAP-5b), de colageno-1 e fosfatase alcalina especifica do osso (BSAP) e melhores
resultados histologicos em relacdo aos grupos SHAM e OVX (FRATZL-ZELMAN et al.,
2013). Além de apresentar um aumento significativo na resisténcia 6ssea medida pela
carga final com tratamento com odanacatib. (CUSICK et al., 2012).

Em uma revisdo e meta-analise de estudos clinicos randomizados e
controlados por placebo publicados em 2023, mostraram que o ODN aumentou
significativamente a DMO e reduziu em 48,31% as concentracfes de telopeptideos C
séricos de colageno tipo | (sCTx) e em 56,54%, N-telopeptideo/creatinina urinaria
(UNTX/Cr) em pacientes com osteoporose, em comparagdo com grupo controle
placebo. Em termo de formacdo 6ssea, pacientes em tratamento continuo com ODN
apresentaram aumento do pré-peptideo N-terminal, marcador de formacao éssea tipo
| (PINP). (ROGNJIN et al., 2023).

Na literatura, ha registro de efeitos adversos (EAs), de forma geral em relacao
aos CTsK, e um dos efeitos adversos sdo as reacdes cutdneas semelhantes a
morfeia, também designada: esclerodermia localizada (EsL), que é uma doenca do
tecido conjuntivo de etiologia desconhecida, na qual o excesso de deposicdo de
colageno leva ao desenvolvimento de lesBes escleréticas (SILVA; SILVA;
MORGADO, 2018), além de preocupacdes em relacdo a infecgbes respiratorias
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 cutaneos ao placebo. (BONE et al., 2010; PERONI et
al., 2008).

Contudo, apesar das descobertas promissoras, mais estudos sdo necessarios
para mapear o efeito do ODN de forma sistémica e explorar o seu efeito topico. Dado
isso, presente estudo visa avaliar a dindmica da resposta biol6gica de uma superficie
de titAnio modificada por Odanacatib pelo método biomimético e tratada por duplo
ataque acido e com solucédo de fluido corpéreo em modelo subcutaneo padronizado

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

Uma vez que a literatura carece de estudos de caracterizacdo de superficies
associado ao Odanacatib, o atual estudo propde introduzir as propriedades
topograficas, perfil fisico-quimico e comportamento biolégico no que diz respeito a
osseointegracdo. Visando alternativas reabilitadoras para beneficiar pacientes que
apresentem alteragdo no metabolismo 6sseo, como é o exemplo da osteoporose, e
em casos em que a quantidade e a qualidade éssea sao deficientes (MC-CLUNG et
al., 2014; MERCK, 2014).
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2 OBJETIVOS

O estudo atual propds avaliar a resposta biolégica de uma superficie de titanio
comercialmente puro modificada por duplo ataque acido, por SBF e pelo principio
ativo Odanacatib na concentracdo de 0,26mg/ml (miligrama por mililitro), por meio
do método biomimético em modelo padronizado em subcutédneo de rato macho

através das analises topografica, molhabilidade e de biocompatibilidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tratamento dos Discos

3.1.1 Preparacao da Superficie Teste e Controle
12 Fase: Modificacao por acido:

Nesta fase, a superficie dos 76 discos de titdnio comercialmente puros sofreram
uma subtracdo acida por meio de banhos em acido nitrico, sulfarico e cloridrico, o qual
provoca erosdes na superficie (Figura 1A, B e C). A concentracéo dos acidos, o tempo
e a temperatura sdo fatores determinantes da microestrutura da superficie. Em que,
as concentracdes e tempo de exposicao dos acidos empregadosconstituem o segredo

de industria, previamente patenteado.

Os discos foram marcados em sua periferia com auxilio de uma broca
diamantada para o controle do tratamento de sua superficie foram posicionados de
forma que a mesma superficie se mantivessem o contato com as soluc¢des durante o

tratamento.

Figura 1 - 12 Fase de modificagdo por acido dos GCS, GXS e GOS

Modificagdo por subtracéo acida em banhos:
A) Acido nitrico;

B) Acido sulftrico; e

C) Acido cloridrico.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

22 Fase: Modificagdo da superficie pelo método biomimético e deposicdo de

odanacatib pelo mesmo nos implantes e discos testes:

Nesta outra fase, os discos de titanio tiveram sua superficie modificada por
SBF e Odanacatib segundo o método biomimético de modificagdo de superficie, que
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imita o processo biolégico de formacédo 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 solucéo de Hidréxido de Sédio
(NaOH) e 5,0 Mol Litro (Mol.L-1) e colocados em estufa por um periodo de 24 horas
a 60 graus célsius (°C), para a ativacdo da superficie (Figura 2). Em que os mesmos
foram mantidos, posteriormente, em estufa por um periodo de 3 horas a 60°C para

secagem da superficie.

Figura 2 — Discos imersos na solugao de NaOH

A) Discos em posicdo imergidos pela solu¢cdo de NaOH

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Posteriormente, os discos foram imersos em 300 ml de SBF modificada, que
simula os fluidos corporeos por apresentar composicdo ibnica e o potencial
hidrogenibénico (pH) semelhantes ao do plasma sanguineo (Figura 3A, B, C e D). Em
seguida o Odanacatib a 0,26mg/ml foi homogeneizado na solugéo de SFC (Figura 4A,
BeC).

Figura 3 - Preparacdo do simulador de fluido corpéreo

A) Elementos quimicos utilizados no preparo o SBF;
B) Homogeneizacédo da solucdo com agitador orbita;
C) Ajuste do pH do SBF, e

D) Alcance do pH desejado
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

A) Pesagem do composto Odanacatib na proporcéo de 0,26mg/L;
B) Recipiente de vidro com SBF e Odanacatib a 0,26mg/L; e
C) Homogeneizacdo da SBF com Odanacatib por meio do

agitador orbitério.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Os discos permaneceram imersos nas solucdes correspondentes a cada grupo
por um periodo de 4 dias com trocas a cada 24 horas, em estufa a 37°C e pH 7.45,
para que houvesse o recobrimento pelo SBF e pelo composto Odanacatib (HY-10042-
Odanacatib (Synonyms: MK-0822) 5mg- MCE) nas superficies (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)
ApoOs esta fase, os discos passaram por banhos em perdxido de hidrogénio

volume 10 por 4 horas, com trocas periodicas de hora em hora (Figura 6A, B e C); em
solucéo salina fisiolégica 0,9 porcentagem (%) por 10 minutos e lavagem rdpida em
alcool absoluto. Ap6s os banhos, os implantes foram mantidos em estufa por um

periodo e 3 horas a 60°C para secagem da superficie.

Figura 6 —Etapa final do tratamento de superficie dos grupos GXS e GOS

A) Vista no banho de solucao de Peréxido de Hidrogénio de volume 10;

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

3.2 Delineamento Experimental

No presente estudo foram utilizados 48 ratos Wistar machos (Rattusnovergicus
albinus Wistar), com base no calculo amostral realizado no site

http://estatistica.bauru.usp.br/calculoamostral/ta diferenca media independente.php

e para a analise subcutanea também foi realizado um célculo comparativo baseado
no estudo subcutaneo realizado por Cintra L.T.A, Ervolino E. e Gomes-Filho J.E em
2015 denominado: “Biocompatibilidade e capacidade de mineralizagdo dos cimentos
experimentais Sealepox e Sealepox RP comparativamente ao Pro-Root MT: estudo
histologico e imunoistoquimico em tecido subcutaneo de ratos”, obtendo o valor de 24
ratos Wistar machos (Rattus novergicus albinus Wistar) onde em cada espécime foi
instalado dois discos em regido de dorso, e para a definigdo do nimero da amostra
(superficies por grupo), inicialmente foi realizado o calculo do poder do Teste (“Power
Test”), em que para a obtengcdo de um poder de 0.95 com nivel de significancia de

5%, diante dos grupos amostrais, 0 numero minimo de amostras sugerido por grupo


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

O projeto seguiu os Principios Eticos para a Experimentacdo Animal,adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), em que foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA),
que foi protocolado sob n° 0524-2021 (Anexo A).

Com isso, foi realizado o delineamento experimental partindo de duas analises
in vitro de topografia e molhabilidade e in vivo a partir da amostra de 24 animais
subdividido em 3 grupos experimentais para a realizacao das analises de histologia e

histométrica. (Figura 7 e 8).
Grupos experimentais:

Grupo Controle (GCS): disco de superficie de duplo ataque &cido foi instalado no
dorso do animal;

Grupo modificado por SBF (GXS): disco de titanio com superficie modificada a base
de SBF foi instalado no dorso do animal;

Grupo modificado por Odanacatib (GOS): disco de titanio com superficie

modificada a base de Odanacatib foi instalado no dorso do animal;

Figura 7: Delineamento Experimental referentes a cirurgia para a instalagao dos
discos

Animal | Animal 2 Animal 5

GCS

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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Figura 8 - Delineamento experimental referente a andlise subcutanea (discos)

TOPOGRAFICA

GRUPO CONTROLE (GCS) . -
N8 ANIMAIS 2 discos por grupo = 6 discos
16 DISCOS
Superficle 2x Ataque Acido
MOLHABILIDADE
AMOSTRA 8 discos por grupo = 24 discos EUTANASIA
GRUPO SBF (GXS)
N = 24 ANIMAIS N AR 7 E15 DIAS
78 DISCOS obmai HISTOLOGICA E
Superficie 2x Atoque Acido + SBF

HISTOMORFOMETRICA 'f’

(Inclusdo wm Parafina)
Quantitativa e Qualitative
GRUPO ODANACATIB (GOS) o

N B ANIMAIS
16 DISCOS

Superficie modificoda com Odanacatib . 2 discos por animal

Imunoistogquemica

Pigro Sirius RED

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 estavel (22 + 24°C), com ciclo de luz controlado (12
horas claro e 12 horas escuro), alimentados com racdo sélida (Racdo Ativada
Produtor®, Anderson & Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil Ltda, S&o Paulo,
SP, Brasil) durante todo o experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12

horas antecedentes ao procedimento cirurgico.
3.3 Procedimento Cirargico

Inicialmente os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 12 horas.
A anestesia por sedacdo foi realizada por administragcdo via intramuscular de
Cloridrato de Ketamina a 1% (Vetaset® — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas,
Séo Paulo, Brasil), na dosagem de 60 mg/Kg, e de Cloridrato de Xilazina a 2%
(Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 8 mg/Kg. Foi
realizada em complementacéo anestésica a infiltracdo local de solu¢éo de Cloridrato
de Mepivacaina 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)

Apds prévia tricotomia da regido dorsal e antissepsia pré-operatéria por friccdo

de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona lodo Degermante a 10%, com 1% de iodo
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ativo (PVP-lI 10%, Riodeine®, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) associado ao
Polivinil Pirrolidona lodo Tépico a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®,
Rioquimica, S&o José do Rio Preto), foi realizada inciséo de 2 cm no dorso do animal,
em uma orientacdo craniocaudal, com o auxilio de uma lamina de bisturi nimero 15
(Feather Industries Ltda, Tokyo, Japdo), montada em cabo de bisturi nimero 3 (Hu-
Friedy®, German) (Figura 9 B,C e D).

O plano cutaneo foi divulsionado de forma bilateral a incisdo, para que se
formem “bolsos” entre pele e tecido subcutdneo. Em cada animal foi inserido 2 discos
de titanio (Implalife® Industria de Produtos Médico-Odontoldgicos, Jales, Sao Paulo,
Brazil) tratados no total, permutando entre os grupos GCS, GXS e GOS, inseridos
cada um de um lado da incisdo, de forma aleatéria. Finalizada a inser¢édo subcutanea
do implante, o retalho cirtrgico foi reposicionado e o plano cutaneo suturado por
pontos interrompidos simples com fio de nylon 4-0 (ETHILON Nylon Suture®, Ethicon,
Johnson, S&o José dos Campos, Brasil). O cirurgido foi 0 mesmo em todos os
procedimentos (Figura9 H, F,G, H, F, G, H, | e J)

As cirurgias foram realizadas seguindo todos os principios de assepsia para
garantir a manutencdo da cadeia séptica. No pds-operatério imediato os animais
receberam administracao intramuscular de Pentabiotico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude
Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) em dose Unica e trés doses de morfina
(Dimorf®, Itapira, Sdo Paulo, Brasil), com intervalo de 24 horas entre elas, na
concentragéo de 2,5mg/kg.

Figura 9 — Procedimento cirurgico da implantac&o dos discos de titanio de acordo
com os modelos pré-estipulados.
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Fonte: Elaborada pelo Autor (2024)
A) Espécime apos anestesia;
B) Ap0s tricomotomia;
C) Apés antisepsia;
D) Inciséo linear em dorso sentido cranio-caudal;
E) Instalacdo dos discos no subcutaneo;
F) Demonstrativo da incisao;
G) Instalacdo dos discos no subcuténeo;
[) Sutura com Vycril 4-0
J) Antisepsia apoés sutura
K) Discos em posicdo na eutanasia de 15 dias
L) Peca coletada.

3.4 Coleta das amostras

As eutanasias dos 24 animais foram realizadas nos periodos de 7 e 15 dias
para a analise do processamento subcuténeo, por dose excessiva de anestésico
Tiopental (150mg/kg, Thiopentax, Itapira, S&o Paulo, Brasil) adicionado a lidocaina
(4mgl/kg, Xylestesin®, Itapira, Sdo Paulo, Brasil), para a remocéo foi respeitada a
margem de 1 centimento da borda do disco de titAneo. As pecas cirargicas foram
fixadas por 48 horas em formol (Reagentes Analiticos, Dindmica Odonto-Hospitalar

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

4.1 Analise detopografica (Microscopia Eletronica de Varredura e Espetroscopia

energia Dispersiva de Raio X)

ApOs a esterilizacdo a raio gama os 6 discos foram metalizados com
recobrimento de carbono, para tornar a superficie sensivel a conducao de elétrons e
permitir a leitura pela microscopia eletronica 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 superficie por meio do contraste do revelo, e para avaliar e
a composicdo quimica e formacdo da pelicula de oOxido, onde foi realizada a
Espectroscopia de energia dispersiva de raio x, que permite o contraste em funcéo do
namero atdmico dos elementos presente.

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

4.2 Andlise de molhabilidade

Oito discos de cada grupo experimental foram analisados quanto a interacéo
de contato se superficie pré-instalacdo subcutanea, pelo método da gota séssil,
utilizando como solucdes testes: Agua destilada e Solucéo de fluido corpéreo.

A medida do angulo de contato foi feita com auxilio do goniémetro (DSA
100- Kriss GmbH. Hamburgo, Alemanha), que capturou a gota séssil das solucdes nas
superficies, em que o parametro adotado para o dispense foi: volume 6.500ul
(microlitros), taxa de 5.00 em 4 segundos apés o conato.

Os célculos e demais dados foram gerados pelo software (DSA4 - Kriiss GmbH.
Hamburgo, Alemanha) e pelo registro fotografico, em que foi fornecido o valor do
angulo de contato (0) das diferentes superficies para cada solugéo experimental. A
mensuracao de cada amostra foi repetida 3 vezes para obtencao do valor médio do
angulo de contato (8) das diferentes superficies. Os dados quantitativos foram

tabulados e posterirormente foram levados a analise estatistica.

Para a classificacdo das caracteristicas de tensédo de superficie, partindo
do principio de que um baixo angulo de contato com um angulo inferior a 90° é
hidrofilico, proximo ou igual a 0°é considerado superhidrofilico, quando for maior que
100° € hidrofdbico, e ao exceder 150° é classificado como superhidrofébico (DAPPER,
S. T. Hem 2013). (Figura 10 A, B e C).
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Figura 10— Analise de molhabilidade para obtencado do dngulo de contato

A) Disco de titanio posicionado no goniébmetro;

B) Dispense da solucéo sobre a superficie do disco de titanio; e
C) Apds os 4 segundos do primeiro contato com a gota

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.3 Analise Histoldgica
Processamento para Inclusdo em Parafina — Subcutaneo

Apés a eutanasia de 24 animais para o estudo subcutdneo e obtencao das
amostras dos grupos: GCS, GXS e GOS, estas foram mantidas por um periodo de 48
horas de fixacdo em formol. Em seguida, essas 48 amostras de tecido subcutaneo
contendo os discos foram lavandas em agua corrente por 12 horas e desidratadas
utilizando uma sequéncia de alcoois 70, 80, 90, 95, 100I, 100ll, 100lll e &lcool/xilol
(1:1) com trocas de hora em hora. ApOs estas etapas, realizou-se-a a diafanizacao
com xilol (xilol I e xilol 1) com trocas a cada 45 minutos para posterior inclusdo em
parafina para obtencao de corte com 5 ym de espessura e montados em laminas.

As laminas foram separadas para a coloracdo em hematoxilina e eosina (HE),
para as reagfes de imunoistoquimica e picrosirius red. Previamente a realizagdo das
analises histomorfométrica, picro sirus red e imunoistoquimica, as amostras foram
codificadas de maneira que somente um avaliador conhecia quais grupos pertencem.
Um unico examinador realizou as analises e o mesmo desconhecia o respectivo grupo

da seccéo.

4.4 Analise Histomorfométrica qualitativa e quantitativa em subcutaneo

(Andlise de Biocompatibilidade)
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A analise de biocompatibilidade foi realizada ap0s ser estabelecidos critérios
guantitativos para avaliar a reacéo inflamatéria e formacéao de tecido fibrocelular. As
imagens das laminas coradas com HE foram obtidas através do microscopio 6ptico
(Leica DM4000 B LED, Heerbrugg, Switzerland) com o auxilio de lentes objetivas Carl
Zeiss (2.5X0.07, 5X0.12, 10X e 40X0.65) acoplado a uma camera de captacao de
imagem e conectado a um computador (Configuracdo: Intel Core i5® com sistema
operacinal Windows 7®) e Software para processamento e andlise 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 analise histomorfométrica foi realizada com as imagens obtidas com
objetiva de 100x com auxilio de Oleo de imersdo. Para comparar as diferencas
estruturais entre as sec¢des dos discos aumentados, cada bidpsia foi dividida em trés
areas. A primeira area (Al) bordo superior, segunda area (A2) bordo lateral direita, a
terceira area (A3) bordo lateral esquerda da regido onde se encontrava em intimo
contato com o disco.

As areas foram mensuradas por meio da grade de Merz. Utilizando quatro
grades retangulares com 130 pontos/grade sobre as imagens, para quantificacdo das
células linfocitarias e vasos sanguineos. O célculo da porcentagem de cada item
analisado foi alcancado quantificando a presenca de cada tipo de tecido em cada
ponto da grade. O total de pontos das areas (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 tragcado de grade histométrica de
130 pontos aplicada sobre a fotomicrografia histol6gica obtida em aumentativa de

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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4.5Analise da maturacédo de fibras colagenas (picrosirus red)

Os cortes corados com Picrosirius Red foram analisados sob microscopia
com luz polarizada com objetivo de identificar a maturacdo das fibras colagenas
maduras e imaturas nas areas padronizadas do tecido subcutaneo (Al, A2 e A3)
(Terayama et al., 2020; Cintra et al., 2017).

Foi realizada a selecdo de cor, considerando as fibras amarelas-
esverdeadas como imaturas e finas, enquanto as vermelhas-amareladas foram
consideradas como maduras e grossas. Posteriormente com o auxilio do software Leica
LAS 4.12 (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) foi utilizado para o calculo da
area demarcada com cada tipo de fibra colagena, tabulacdo dos dados e analise
estatistica (Cintra et al., 2017).

4.6 Andlise de Imunoistoquimica

A analise das pecas subcutédneas foram utilizados os anticorpos primarios
Interleucina 6 (IL-6) (Goat anti-IL-6 SC28343 — Santa Cruz Biotecnology, Califérnia,
Estados Unidos da América); coldgeno 1 (COL-1) (Goat anti-COL-l1 SC59772 — Santa
Cruz Biotecnology, California, Estados Unidos da América), o fator de crescimento e
transformacao beta (TGF-) (Goat anti-TGF-  SC 130348- Santa Cruz Biotecnology,
Califérnia, Estados Unidos da América) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (Goat anti-VEGF-SC 130348- Santa Cruz Biotecnology, Califérnia, Estados
Unidos da América). O método de deteccéo usado foi por imunoperoxidase, utilizando
como cromogeno a 3,3 diaminobenzidina (DAB — Sigma, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos da América).

O anticorpo secundario biotinilado foi o anti-cabra (goat) produzido em burro
(donkey) (Biotin-SP-AffiniPure, donkey anti-goat imunoglobulina E 705065147-
Jackson Immunoresearch Laboratories, Pensilvania, Estados Unidos da América).
Foram realizados procedimentos de controle por meio da omissado dos anticorpos
primérios (controle negativo), utilizando-se a incubagdo com soro normal de burro a
5%, para avaliar a especificidade e efetividade das reacgdes.

Os cortes foram analisados em microscopio Optico (LeicaR® DMLB,
Heerbrugg, Suica) bem como a expresséao das proteinas, COL-1, IL-6, TGF- e VEGF,
acoplado a uma camera de captura de imagem (Leica® DFC 300FX, Leica

microsystems, Heerbrugg, Suica) e conectado a um microcomputador Pentium Il com
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um software analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box®, Leica
Imaging Manager -IM50 Demo Software, Leica microsystems, Heerbrugg, Suica).
Foram utilizados escores para as células marcadas em &reas determinadas,
que sabidamente estdo envolvidas na dindmica do tecido 6sseo. Para facilitar a
comparacdo entre os diferentes grupos e periodos, o0s escores da andlise
imunoistoquimica foram convertidos em frequéncias de médias percentuais de acordo
com o periodo de avaliagdo, para ambos o0s grupos (Quadro 2). O avaliador
desconheceu o grupo pertencente a cada defeito ésseo, para evitar tendenciosidade

durante a analise.

Quadro 1 - Escores e frequéncia de porcentagem para analise de imunoistoquimica

Quantidade de Marcagao Escore Correnspondente em %
Auséncia de Marcacdo - 0%
Marcagdo Positiva n 20% (Entre 10% o 30%)
Marcagdo Superpositiva . 60% (Entre S0% o 70%)
Marcagdo Hiperpositiva roe 90% (Entre 80% a 100%)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

4.5 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida por meio da comparacdo 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
analises de: Histomorfometricas (HE) e Picrosirius Red foram submetidos a um teste
de normalidade para avaliacdo da distribuicdo das amostras (Shapiro-Wilk, p>0,05).
Apo6s a confirmacdo da distribuicdo normal das amostras, teste ANOVA 1-fatores
ANOVA 2-fatores e o0 pés- teste de Tukey para adotando nivel de relevancia de (p <
0.05).
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5 RESULTADOS
5.1 Analise Topogréfica

Na andlise de MEV foi observado uma topografia com comportamento
subtrativo oriundo do tratamento de subtracéo &cida no GCS, levando a formacéo de
microcavidades de tamanhos e profundidades variadas em todos os grupos com
diferentes perfis. (Figura 12,13,14). No grupo GXS foi possivel observar uma
rugosidade homogenia e com a formacao de cristais de hidroxiapatita (HA) resultando
em um aspecto de teia de aranha. No grupo GOS foi possivel notar uma superficie
rugosa, homogénia, com aspecto globular e com presenca de particulas de HA em
menor quantidade (Figura 13 e 14).

Figura 12 — Microscopia eletronica de varredura das superficies experimentais do
Grupo Controle: GCS

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

A) Superficie modificada por duplo ataque &cido (GCS), em aumento de 100x;

B) Superficie modificada por duplo ataque &cido (GCS), em aumento de 1.000x;
C) Superficie modificada por duplo ataque acido (GCS), em aumento de 5.000x;
D) Superficie modificada por duplo ataque acido (GCS), em aumento de 10.000x;
E) Superficie modificada por duplo ataque &cido (GCS), em aumento de 20.000x;
F) Superficie modificada por duplo ataque &cido (GCS), em aumento de 50.000kx;
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Figura 13 — Microscopia eletrénica de varredura das superficies experimentais do
Grupo SBF (GXS):

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

A) Superficie revestida por SBF (GXS), em aumento de 100x;

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

Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura das superficies experimentais do
Grupo Odanacatib (GOS):

. ’
/e 2R b 6

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

A) Superficie revestida por SBF com Odanacatib (GOS), em aumento de 100x;

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

Na analise de EDS o grupo GCS apresentou uma superficie de Titanio (Ti) puro
(93,4%) (Figura 15). Os grupos GXS e GOS apresentaram presenca de outras
substancias em diferentes concentracdes (Figura 15 e 16). O grupo GXS apresentou
maiores concentracdes de Calcio (1,5%), de Fosforo (1,2%), Sodio (2,3%),
Carbono (6,5%) e Oxigénio (41%) (Figura 14). No entanto o GOS apresentou maior
porcentagem de Titanio (86%) (Figura 17).

Figura 15 — Espetroscopia energia Dispersivade Raio X do GCS

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

Figura 16 — Espetroscopia energia Dispersivade Raio X do GXS

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

Figura 17 — Espetroscopia energia Dispersivade 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 Analise De Molhabilidade

As superficies experimentais dos grupos GXS e GOS apresentaram angulo de
contato correspondente a classificacdo hidrofilica, conferindo um angulo inferior a 90°,
para ambas as solucdes testadas (dgua destilada e SBF). O GOS, por sua vez,
apresentou um perfil de maior interagcdo com as solu¢cdes, como é possivel observar
nas imagens a seguir em que houve maior espraiamento dos liquidos em sua
superficie em relacdo ao GXS (Figura 18 C-F). J4 o GCS apresentou perfil hidrofilico
apenas na solucéo de agua destilada, no SBF apresentou um angulo superior a 90°
mostrando menor interacdo da solucdo com a superficie em relacdo aos demais

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

Figura 18 — Obtencéo do angulo de contato

Agua Destilada SEC
g A B

C

> ‘

G C D

X

i

F

G E

0

S i
A) Angulo de contato de 52,3° obtido no GCS com a solugéo de agua destilada;
B) Angulo de contato de 90,7° obtido no GCS com SBF;
C) Angulo de contato de 49,9° obtido no GXS com a solugéo de adgua destilada;
D) Angulo de contato de 45,7° obtido no GXS com SBF;
E) Angulo de contato de 29,4° obtido no GOS com a solug&o de agua destilada;

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

Fonte: Tensidmetro Optico de &ngulo de contato (2024)

Na comparacdo intergrupos foi possivel observar que houve diferenca estatistica
entre 0 GCS e 0 GOS para a solucdo de 4gua destilada (p=0,0007), e para SBF entre
0s grupos GCS e GXS (p=0,0145) e GCS e GOS (p=0,0007), revelando que o GOS
apresentou melhor interagdo de ambas as solu¢gdes em sua superficie (Gréaficol)
(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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Grafico 1 - Analise de molhabilidade

Molhabilidade

150
A
o 1004 A mm GCS
o
% B GXS
JEUIE Wl
Agua Destilada SBF/SFC

Solugoes teste
Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024)

Tabela 1 — Andlise estatistica da avaliacdo do angulo de contato

GCS GXS GOS
>olucoes Média+DP  Média + DP Média + DP vaioraep
Agua Destilada 73,2+17,5% 49,9+5,0 29,4+0,98 0,00077B%*
SFC 90,3+19,2* 45,7+11,8° 31,4+9,3¢ 0,0145"8* 0,00077*

* Valor estatistico significante (p < 0,05 pelo teste ANOVA TWO AWAY). A, B e C: mostram a diferenca entre os grupos
no mesmo periodo (p < 0,05 pelo teste de Tukey); a, b e ¢c: mostram a diferenca entre o periodo no mesmo grupo (p < 0,05
pelo teste de Tukey). MD = média; DP = desvio-padrao;

Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024)

5.3 Analise Histoldgica
5.3.1 Andlise do perfil inflamatério — qualitativo

Na analise histoldgica, pode observar que o GCS e GOS apresentaram a
formacdo de uma capsula fibrosa mais densa na regido de interface disco/tecido
conjuntivo em relacdo ao GXS (Figura 19-21). O GCS expressou um perfil inflamatorio
moderado aos 7 e aos 15 dias, ja 0 GOS apresentou um infiltrado linfo-plasmético leve
aos 7 dias e moderado aos 15 dias. Em que foi possivel destacar a presenca de
extravasamento de hemacias intenso aos 7 dias em relagdes aos demais grupos
(Figura 19). O GXS apresentou uma interface disco/tecido conjuntivo com discreto

infiltrado inflamatério e fibras colagenas em ambos periodos (Figura 20).
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Figura 19 — Tecido subcutaneo em regido de contato com o disco — Grupo Controle 7 e 15 dias.

Legenda:
[l Area representativa do disco W uinfécito

. Interface da regido disco/tecido conjuntivo . Vaso sanguineo

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

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Figura 20 — Tecido subcutaneo em regido de contato com o disco — Grupo SBF 7 e 15 dias.

Legenda:
Bl Area representativa do disco B Linfocito

. Interface da regido disco/tecido conjuntivo

. Vaso sanguineo

7 dias 15 dias

A) Lamina no aumento de 20x da &rea subcutanea do contato com o disco do GXS aos 7 dias.
B) Lamina no aumento de 63x da &rea subcutanea do contato com o disco do GXS aos 7 dias
C) Lamina no aumento de 100x da area subcuténea do contato com o disco do GXS aos 7 dias
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D) Lamina no aumento de 20x da area subcutanea do contato com o disco do GXS aos 15 dias.
E) Lamina no aumento de 63x da area subcutanea do contato com o disco do GXS aos 15 dias
F) Lamina no aumento de 100x da &rea subcutanea do contato com o disco do GXS aos 15 dias

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Figura 21 — Tecido subcutaneo em regido de contato com o disco — Grupo Odanacatib 7 e 15 dias.
Legenda:

[l Area representativa do disco

B uinfécito

[l Interface da regido disco/tecido conjuntivo B vaso sangiirieo

15 dias

A) Lamina no aumento de 20x da &rea subcutanea do contato com o disco do GOS aos 7 dias.
B) Lamina no aumento de 63x da area subcutanea do contato com o disco do- GOS aos 7 dias
C) Léamina no aumento de 100x da area subcuténea do contato com o disco do GOS aos 7 dia
D) Lamina no aumento de 20x da area subcutanea do contato com o disco do GOS aos 15 dias.
E) Lamina no aumento de 63x da area subcutanea do contato com o disco do GOS aos 15 dias
F) Lamina no aumento de 100x da &rea subcutanea do contato com o disco GOS aos 15 dias

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

5.3.2 Andlise histomorfométrico

Na avaliacdo histomorfométrica foi possivel observar que o GCS relevou
resultados semelhante aos 7 e 15 dias em ambos os parametros de avaliacédo, e
apresentando diferenca estatistica significante aos 7 dias em relagcdo ao GXS no quesito
angiogénise (p=0,0024). Para o parametro linfocitario o GOS apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao GXS aos 15 dias para o perfil linfocitario (p=0,226), destacando

0 GXS ao revelar menores valores em ambos os periodos (Gréfico 2).
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Gréafico 2- Histomorfométrica

Histomorfometria - Vasos sanguineos Histomorfometria - Linfocito
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Peridos de Eutanasia Peridos de Eutandsia
Fonte: GraphPad Prism 8.0.1 (2024)
Tabela 2 — Andlise histomorfométrica (Vasos sanguineos)
GCS GXS GOS
Eutandsia Média + DP Média + DP Média + DP Valorde p
7 dias 4,500+ 1,32 0,750%0,66 2,417+1,25 p=0,0024**
15 dias 2,250+ 0,25 2,667%0,76 2,083+0,52

* Valor estatistico significante (p < 0,05 pelo teste ANOVA TWO AWAY). A, B e C: mostram a diferenga entre os grupos
no mesmo periodo (p < 0,05 pelo teste de Tukey); a, b e c: mostram a diferenca entre o periodo no mesmo grupo (p < 0,05
pelo teste de Tukey). MD = média; DP = desvio-padrdo;

Tabela 3 — Anélise histomorfométrica (Linfécitos)

GCS GXS GOS
Eutandsia 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 p=0,226"

* Valor estatistico significante (p < 0,05 pelo teste ANOVA TWO AWAY). A, B e C: mostram a diferenga entre 0s grupos
no mesmo periodo (p < 0,05 pelo teste de Tukey); a, b e c: mostram a diferenga entre o periodo no mesmo grupo (p < 0,05
pelo teste de Tukey). MD = média; DP = desvio-padrao;

5.3.4. Anélise Picro Sirus RED

Imagens representativas da coloragdo vermelha do Picrosirius para
identificar a maturidade das fibras de colageno para todos o0s grupos sao
mostrados na Figura 20. De acordo com o teste estatistico, entre todos 0s grupos

versus todos os grupos um maior porcentagem de fibras maduras foi observada
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nos grupos tanto aos 7 (p=0,999), quanto aos 15 dias (p=0,999). N&o houve

diferenca estatistica na comparacgao entre 0s grupos entre em qualquer um dos

periodos de analise (p>0,05).

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

maturidade das fibras colagenas

Grupo Controle 7 dias

Grupo 56F 7 dias

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor (2024)

Gréfico 3- Quantificacéo das fibras de colageno através da analise picrosiriusred

Quantificagao das fibras de colageno tipo 1
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5.4 Analise de Imunoistoquimica

5.4.1 - Proteina: Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina 6, marcador da resposta inflamatoéria apresentou auséncia de
marcacao no periodo de 7 dias e leve aos 15 dias para todos 0s grupos experimentais
avaliados. O que evidéncia uma baixa resposta inflamatoria na presenca das variaveis

avaliadas neste estudo.

Figura 23: Andlise de Imunoistoquimica (Interleucina 6) em 40x.

INTERLEUCINA 6 Grupe Controle 7 deas Grupo SBF 7 deas Grupo Odanacatib 7 dias

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor (2024)

5.4.2 — Proteina: VEGF

A VEGF, que é um marcador de vascularizacao tecidual, apresentou auséncia
de marcacdo no GCS aos 7 dias, e marcacdo moderada aos 15 dias, mostrando o
potencial para estimulo a neoformacéo vascular. O GOS revelou marcacéo leve aos
7 e aos 15 dias e 0 GXS apresentou auséncia de marcagéo aos 7 e aos 15 dias.



40

Figura 24: Analise de Imunoistoquimica (VEGF) em 40x
Grupo Odanacath 7 dhas

Grupo Controle 7 dias Grupo SBF 7 dias

Grupo Controle 15 dias G\QO SBF 15 dias Grupe Ddanacatib 15 dias

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor (2024)

5.4.3 — Proteina: TGF-B

O fator de crescimento transformador-§ (TGF-B), um mediador do
crescimento prostatico, induz a angiogénese e inibe a proliferacdo celular. A TGF-
apresentou auséncia de marcacgao aos 7 dias e moderada aos 15 dias para o GCS. O
GOS, também, apresentou auséncia de marcacao aos 7 dias e marcacao leve aos 15

dias. Ja o GXS revelou auséncia de marcagdo em ambos os periodos avaliados.

Figura 25: Analise de Imunoistoquimica (TGF B) em 40x

Grupo Controle 7 dias Grupo SBF 7 dias Grupo Qdanacatib 7 dins

Fonte: Elaborado pelo proprio Autor (2024)
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5.4.4 — Proteina: COL1

O colageno tipo 1 apresentou marcacdo moderada aos 7 dias e leve aos 15
dias para o GOS e para os demais grupos, GCS e GXS revelaram auséncia de

imunomarcacdo em ambos os periodos avaliados.

Figura 26: Analise de Imunoistoquimica (COL1) em 40x

COL1
[ coL1 | 0 gl

(Y l.',‘

»
J’!'t

Grupe S&F 15 da

024)

Tabela 4 —Imunomarcacéo

Proteinas
Anclisados VEGF  VEGF TGF-B TGF-B  COL1

Periodos de
Eutanasio

Ausente Leve Ausente  Moderado  Ausente Moderado Ausente  Ausente

GOS Ausente  Leve Moderado  Leve Ausente  leve  Moderado  Leve
GXS Ausente  Leve Ausente  Moderado  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente

Fonte: Elaborado pelo proprio Autor (2024)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de analisar a resposta biolégica
de uma superficie de implante modificada com ODN, comparando-a com a superficie
de duplo ataque &acido e biomimética em condi¢gdes normofisiolégicas. De acordo com
a hipbtese proposta, os resultados foram esclarecedores para entender o
comportamento das superficies testadas, atribuindo uma visdo mais precisa diante do
comportamento biolégico, quando em intimo contato com o tecido conjuntivo. Em que
foi possivel avaliar que a acdo tépica do ODN no tecido conjuntivo ndo resulta em
efeitos adversos.

Os resultados obtidos pelas analises de superficie nos direcionaram para
mapear as caracteristicas morfologicas e as propriedades fisico-quimicas
encontradas em cada tratamento de superficie. Para isso, os resultados obtidos
pelas analises de MEV, EDS e molhabilidade foram fundamentais para se entender
0 comportamento biolégico apresentados nas analises histolégica, histomorfométrica,

picrosiriusred e imunoistoquimica.

Estudos revelam que a superficie de titanio com o perfil rugoso resulta no
aumento da area de contato, em que 0s poros e as interconexdes tridimensionais
proporcionam uma via de acesso para as células aderirem e proliferarem, otimizando
0 processo de angiogénese e osteogénese, favorecendo a deposi¢cdo da matriz 6ssea
(MAZZO et al., 2012; ZHAO et al., 2006, 2007). Além disso, a superficie tratada pelo
método biomimético é descrita por apresentar poros interligados, de maior diametro,
com uma morfologia globular e amprecipitacdo de particulas de HA (CORREA, 2018;
GANDOLFI et al., 2015; MACHADO, 2008). O mesmo perfil de rugosidade e
irregularidade foram observados nos trés grupos experimentais, ademais, 0s grupos
GXS apresentou poros interligados relevando um aspecto de teia de aranha, e 0 GOS

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

Na andlise de EDS os grupos GCS e GXS corresponderam a mesma
composicdo quimica encontrada nos protocolos de tratamento de superficie na
literatura. Em que a superficie acida referiu apenas o elemento Ti e no método
biomimético elementos: Ca, Na, O e P, que realizam trocas ionicas entre si permitindo
a precipitacdo da HA (CORREA, 2018; FIGUEIRA-JUNIOR, 2018; MACHADO, 2008;

QUEIROZ et al., 2013). Por sua vez, embora o GOS, tenha mantido os elementos
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quimicos derivados do tratamento biomimético, as quantidades ndo foram
equivalentes. No entanto, este dado ndo afetou negativamente a resposta biologica
da superficie e mesmo que nao haja resultados que partilhem da mesma metodologia
para comparacgdo, um estudo de Khan et al. (2016) avaliou a quantidade de Ca/P por
meio do condicionamento 6sseo sistémico em coelhos, e revelou que o grupo OVX
tratado por ODN apresentou resultado superior em relacdo ao tratamento com

alendronato e equivalentes ao grupo SHAM.

Uma vez que as caracteristicas topograficas e a composicao fisico-quimicas
influenciam no nivel de interagdo das moléculas na superficie e adsorcdo de
componentes do sangue. A superficie tratada com ODN conferiu melhores
propriedades fisico-quimicas ao apresentar os menores angulos de contatos,
revelando possuir maior capacidade de absorcédo e afinidade com as solucdes testes
(dgua destilada e SBF). Em contrapartida, a superficie de duplo ataque acido
apresentou resultados estatisticamente inferiores em relagdo ao GOS em ambas as
solucdes tetes e com GXS para o SBF, indicando que os grupos tratados pelo método
biomimético com ou sem deposicdo de ODN apresentam maior probabilidade de
adesdo e proliferacdo celular. Corroborando com os estudos de molhabilidade
presentes na literatura, que destacam as superficies biomiméticas com deposicao de
CaP e alendronato em relagcédo ao duplo ataque acido (BARBOSA, 2016; FIGUEIRA-
JUNIOR, 2018).

Estudos comprovam que o padréo de superficie esta diretamente relacionada
ao comportamento celular, e em concordancia com as analises in vitro, as analises
histol6gia, histomorfométrica, imunoistoquimica e de picrosiriusred foi possivel
destacar os grupos GXS e GOS. Em que 0s grupos apresentaram maior expressao
de fibras colagenas maduras e imunomarcacéo leve/ausente para IL-6, TGF-b e para
ambos os periodos e moderado para VEGF aos 15 dias. No entanto, o GOS
apresentou uma capsula fibrosa mais densa na regido de interface disco/tecido
conjuntivo em relagdo ao GXS, além de um perfil inflamatorio leve aos 7 dias e
moderado aos 15 dias, 0 que corrobora com imunomarcacdo 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 sistémico com o ODN apresenta

risco semelhante de Eas cutdneo. No entanto no presente estudo, foi possivel
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observar que o uso topico do ODN apresentou um perfil inflamatorio leve a moderado,
potencial angiogénico aos 15 dias, maior expressdo de fibras coladgenas maduras
(equilavante ao GXS e GCS) e expresséao ausente/leve de IL-6. O que corrobora com
a revisdo Chen e colaboradores de 2023 que n&o encontrou diferenca estatistica

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

Outro estudo de Runger, Quintanilla- Dieck e Bhawan de 2007 forneceu
evidéncias de que a CTsK desempenha um papel importante na homeostase da matriz
extracelular dérmica. Corroborando com os Eas ocasionado pelo Balicatib,
provavelmente relacionada a deposicdo excessiva de proteinas da matriz
extracelular na derme. Este comportamento n&o foi encontrado nas presentes
andlises em tecido subcutaneo. Portanto, € muito provavel que a morfeia induzida pelo
balicatib possa estar relacionada a deposicdo excessiva de proteinas da matriz

extracelular na derme.

Além disso, a inibicdo da CTsK prejudica a resposta imune adaptativa, o que
consequentemente resulta na reducdo das citocinas proé-inflamatérias, como por
exemplo a IL-6. O mesmo comportamento foi observado na imunomarcacao da IL-6 e
no periodo de 7 dias na andlise de histomorfometrica no GOS. Esta redugéo da
resposta imune adaptativa influéncia diretamente os osteoclastos, resultando na

reducdo da sua ativacéo e diferenciacao.

Os antireabsortivos como o ODN, também podem reduzir a magnitude do
desequilibrio das unidades multicelulares basicas, reduzindo a vida util do osteoclasto
e aumentando a vida util do osteoblasto. O aumento na densidade mineral do tecido
pode aumentar a rigidez do osso, permitindo o acumulo e a propagacdo de
microdanos, uma vez que 0 0sso mineralizado de forma mais homogénea é menos
resistente a propagacao de fissuras (ou seja, 0 0SS0 se torna menos resistente). Aléem
de reduzirem a taxa de remodelacdo 0ssea. Menos locais escavam 0SS0 em suas
superficies endosteais (trabecular, endocortical, intracortical), de modo que menos
volume existente do esqueleto mineralizado é "revirado". A taxa de remodelagéo
reduzida resulta na desaceleracdo da progressao do adelgacamento trabecular e

cortical, perfuragéo trabecular e porosidade cortical.

Com isso, estudo relevou que a superficie modificada com ODN néo

apresentou efeitos colaterais cutaneos, apresentando resultados semelhantes a
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superficie tratada com SBF. Além de corroborar com as anélises de resposta 0ssea,
o qual indicou a efetividade das trés superficies, destacando a superficie modificada
com ODN. Ademais, atendendo as limitacbes deste estudo, a analise de cultura de
células com células mesenquimais de linhagem osteoblasticas de rato (MC3T3-E1 e
SAOS-2) estdo em andamento para mapear o comportamento das superficies
tratadas, quanto a toxicidadade, inflamacdo e mineralizacdo. Além de avaliar a
atividade, por meio do “Cathepsin K Inhibitor Screening Assay Kit”, da protease de
Cathepsin K incorporada na superficie de titdnio. Trazendo uma visdo mais completa
inteirando as analises ja realizadas, com intuito de acrescentar na literatura estudos

de acdo topica.
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7 CONCLUSAO

As modificacdes de superficie propostas neste trabalho mostraram serem
seguras quando em intimimo contato com o tecido conjuntivo em organismos
normofisiologicos. Indicando que o ODN nao apresentou efeitos colaterais cutaneos,
conferindo resultados otimizados nas andlises de topografia e &ngulo de contato em
relacdo aos demais grupos experimentais, e resultados semelhantes a superficie

biomimética na analise de biocompatibilidade aos 7 e aos 15 dias.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo da resposta éssea de
uma superficie de implantes revestida com odanacatib através das analises de
molhabilidade, topografica, cultura de células, histomorfométrica e
microtomografia computadorizada”, Processo FOA n° 0524-2021, sob
responsabilidade de Idelmo Rangel Garcia Jianior apresenta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua
execucdo foi aprovada pela CEUA em 24 de Setembro de 2021,

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Abril de 2023.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Maio de 2023.
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We certify that the study entitled “Study of bone responser of a implant surface
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