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RESUMO 

FLORES, FS. Análise do princípio osteoindutor do vidro bioativo incorporado 

na superfície de miniplacas pela técnica de anodização: Estudo em ratas 

ovariectomizadas. 2024. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) – 

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 

2024. 

Este estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos do revestimento de 

biovidro via oxidação por plasma eletrolítico (PEO-BG) no reparo ósseo de fraturas 

femorais em ratas ovariectomizadas. Para isso, miniplacas de titânio comercialmente 

puro (Ticp) foram revestidas por vidro bioativo (~ 45.0 Si, 24.5 Ca, 24.5 Na, 6.0 P; 

m/v %) via PEO (500 V, 1000 Hz, ciclo de trabalho de 10%, 420 s). Inicialmente, 

caracterizações de superfície foram conduzidas. Em seguida, 12 ratas Wistar foram 

submetidas à ovariectomia bilateral. Após 90 dias, foram submetidas ao 

procedimento de osteotomia bilateral de fêmur e osteossíntese, de forma 

randomizada, com miniplacas revestidas pela superfície PEO-BG e miniplacas 

comercialmente disponíveis (grupo CONV), sendo uma em cada fêmur. Todos os 

animais foram eutanasiados aos 42 dias de pós-operatório, os fêmures foram 

coletados e destinados as análises de Microtomografia Computadorizada (Micro-

CT), análise histológica e histométrica.  Os resultados quantitativos foram 

submetidos a análise estatística considerando p<0,05. As caracterizações 

topográficas demonstraram para PEO-BG uma superfície com agregados 

irregulares, maior rugosidade média, maior área de superfície e maior molhabilidade. 

A análise das imagens 3D obtidas pela micro-ct demonstrou maior tendência ao 

completo reparo do “gap” para PEO-BG. A análise histométrica demonstrou 

neoformação óssea significativamente maior para PEO-BG (p<0,05). A avaliação 

qualitativa histológica constatou uma maturação óssea superior para PEO-BG, bem 

como menor quantidade de infiltrado inflamatório comparado ao grupo CONV. É 

possível concluir que o revestimento PEO-BG apresentou efeito de osteoindução, 

otimizando o reparo ósseo de fraturas femorais em ratas ovariectomizadas.  

 

Palavras-chave: Regeneração óssea; Materiais biocompatíveis; Consolidação da 

Fratura. 



 

ABSTRACT 

FLORES, FS. Analysis of the osteoinductive principle of bioactive glass 

incorporated on the surface of miniplates using the anodization technique: A 

study in ovariectomized rats. 2024. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação) 

– Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araçatuba, 

2024. 

This study aimed to evaluate the effects of bioactive glass coating via electrolytic 

plasma oxidation (PEO-BG) on the bone repair of femoral fractures in ovariectomized 

rats. For this, commercially pure titanium miniplates (TiCP) were coated with 

bioactive glass (~ 45.0 Si, 24.5 Ca, 24.5 Na, 6.0 P; w/v %) via PEO (500 V, 1000 Hz, 

duty cycle of 10%, 420 s). Initially, surface characterizations were conducted. Next, 

12 Wistar rats underwent bilateral ovariectomy. After 90 days, they underwent 

bilateral femoral osteotomy and osteosynthesis procedures, randomly assigned to 

receive either PEO-BG-coated miniplates or commercially available miniplates 

(CONV group), one on each femur. All animals were euthanized 42 days 

postoperatively, and the femurs were collected for Micro-CT analysis, histological, 

and histometric analysis. The quantitative results were subjected to statistical 

analysis considering p < 0.05. Topographical characterizations showed that PEO-BG 

exhibited a surface with irregular aggregates, higher average roughness, larger 

surface area, and greater wettability. Analysis of the 3D images obtained by micro-

CT showed a greater tendency towards complete gap repair for PEO-BG. Histometric 

analysis demonstrated significantly greater bone neoformation for PEO-BG. 

Qualitative histological evaluation revealed superior bone maturation for PEO-BG, as 

well as a lower quantity of inflammatory infiltrate compared to CONV. Indeed, it can 

be concluded that the PEO-BG coating exhibited osteoinductive effects, optimizing 

the bone repair of femoral fractures in ovariectomized rats.  

 

Keywords: Bone regeneration; Biocompatible materials; Fracture Healing. 
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1 INTRODUÇÃO 

O tecido ósseo é um órgão vivo, não estático, que é constantemente 

remodelado, do desenvolvimento do esqueleto ao decorrer da vida adulta.(1,2)  Essa 

remodelação é fundamental para conservação da qualidade óssea, e para que o 

osso mantenha a sua função de suporte e regulador da homeostase mineral.(1,3) 

Calcula-se que cerca 10% do esqueleto seja renovado a cada ano através desta 

remodelação, que é um processo coordenado e dominante.(1) Este processo 

acontece em unidades multicelulares ósseas discretas, inicia-se com os osteoclastos 

reabsorvendo o osso antigo, depois os osteoblastos continuam o processo, 

formando um novo osso nas lacunas onde ocorreram essa reabsorção.(2) No estado 

funcional do organismo, tanto a quantidade de osso reabsorvida quanto a 

quantidade formada são proporcionais.(1) 

No entanto, pode ocorrer um desequilíbrio nessa capacidade do tecido ósseo 

de ser remodelado, reparado, acarretando um tecido ósseo deficiente, devido a 

condições patológicas como diabetes, anemia, osteoporose, artrite reumatoide, ou 

ao uso de medicamentos, como os antirreabsortivos, os glicocorticoides, ou em 

pacientes tabagistas.(1,4) Esse desequilíbrio também pode ser encontrado em 

condições fisiológicas naturais como em pessoas idosas, em mulheres após 

menopausa.(1)  

Destas condições patológicas, a osteoporose gera uma evidente remodelação 

desequilibrada, se tratando de uma doença crônica degenerativa, onde possui como 

particularidades a redução da densidade mineral óssea(1,5), sendo ≤ −2,5 do desvio 

padrão do adulto jovem (escore T) segundo a OMS (Organização Mundial de 

Saúde), redução dos minerais ósseos e a destruição da microestrutura do tecido 

ósseo, ocasionando assim em uma redução da resistência mecânica do osso, 

aumentando a fragilização óssea. Nestas condições há um aumento do risco de 

fraturas patológicas. A osteoporose é observada principalmente em idosos e 

mulheres na pós-menopausa.(1,6) 

A osteoporose pós-menopausa está relacionada ao déficit de estrogênio, essa 

deficiência gera um aumento da remodelação óssea, ocasionando um desequilíbrio 

relacionado ao aumento da atividade dos osteoclastos, ao passo que a formação de 

novo tecido ósseo diminui(1,7). Assim, essas mulheres apresentam uma diminuição 
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da densidade mineral óssea e um maior risco a fraturas faciais (1)e de ossos longos. 

Uma série de estudos realizada pela FDA (Food and Drugs Administration) revelou 

que ratas ovariectomizadas replicavam a perda óssea esponjosa no período de pós-

menopausa, quando analisadas com tempo inferior à de 12 meses. Sendo assim o 

estudo conseguiu exemplificar que na tíbia proximal, fêmur distal e vértebras 

lombares de ratas, foi possível imitar as condições de uma mulher na pós-

menopausa, pois houve um aumento da remodelação óssea que acabou gerando 

uma perda óssea após essa ovariectomia.(8) 

As fraturas faciais são frequentemente uma das razões pelos quais os 

pacientes procuram por uma emergência hospitalar. Essas lesões traumáticas 

acabam resultando em diversos padrões de fraturas, que podem ocorrer 

isoladamente ou ao mesmo tempo que outras fraturas. (9,10)São decorrentes 

principalmente de quedas, acidentes de trânsitos, agressões físicas, exposição a 

forças mecânicas, entre outras.(7,9,10) A essas lesões estão atreladas 

consequências como comprometimento da função facial, danos estéticos, desordens 

psicossociais, que impõem um peso ao individuo, a família e a sociedade(7).  A 

terapia para estes pacientes se torna um desafio para a equipe da cirurgia 

bucomaxilofacial, quando se tratando de fraturas faciais, assim como para médicos 

ortopedistas no que diz respeito as fraturas de ossos longos. (9,11,12) 

Na presença dessas fraturas, o cirurgião pode realizar a redução anatômica, 

reaproximando cuidadosamente e estabilizando de maneira mais rígida as 

extremidades dessas fraturas com a colocação de placas. Com essa distância 

minimizada, acontece uma formação óssea por todo o defeito da fratura na presença 

de pouco tecido conjuntivo fibroso, que precisa conter um elevado grau de 

vascularização para essa ossificação de fato ocorrer. O osso necessita de alguma 

tensão estimuladora para que os osteoblastos continuem a formação óssea. O osso 

forma-se perpendicularmente à linha de tensão para ajudar a suportar as forças de 

tensão sobre ele(13). Essa redução/fixação possui como objetivos devolver a função 

a região, que pode ser, mastigar, falar, estabilizar e corrigir a oclusão, conseguir uma 

amplitude maior do movimento mandibular sem que gere dor, restaurar e garantir 

uma estabilidade que seja favorável a união óssea. (14) 

Entretanto em ossos de ratos osteoporóticos, com densidade mineral 

reduzida, houve um aumento da remodelação e uma inadequada formação óssea, 
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ocasionando em uma maturação atrasada dos cotos ósseos e uma redução da 

velocidade de consolidação da fratura.(5) Revisões clínicas comprovaram este fato, 

onde demonstraram que a falha da fixação da fratura se apresentou de forma 

expressiva em pacientes osteoporóticos.(5,6)   

Em decorrência disso, diversos estudos foram realizados com o objetivo de 

tentar contornar essas limitações, através da avaliação da interação biológica entre a 

superfície das placas estabilizadoras e o osso fraturado. Uma alternativa que tem 

sido bastante empregada na implantodontia para melhorias no reparo ósseo e mais 

recentemente em placas de fixação, são os revestimentos ou texturizações de 

superfície.(15,16) Um dos tratamentos de superfície que se apresentou bastante 

promissor na consolidação de fraturas, é oxidação eletrolítica plasmática (PEO). 

PEO representa um processo eletroquímico de oxidação, onde há conversão do 

substrato metálico em seu óxido, para a criação do revestimento. Permite a 

integração de elementos químicos a superfície como, o cálcio (Ca), o fósforo (P), o 

silício (Si) e a prata (Ag).(17) O PEO possui uma boa bioatividade, apresenta 

propriedades antibacterianas e pode gerar uma resistência aumentada à 

corrosão.(17,18) Em estudo recente com ratos demonstrou-se que miniplacas 

tratadas com PEO, induziram uma melhora na consolidação ósseas nas fraturas 

simuladas em fêmures, aumentando assim a resiliência entre osso/microplaca.(17) 

Com o intuito de melhorar a bioatividade, desenvolveu-se o revestimento de 

vidro bioativo (BG) através da técnica de oxidação por plasma eletrolítico (PEO), isto 

é, um revestimento fabricado através de PEO sobre a superfície de discos de Ti, 

utilizando precursores do biovidro 45S5® em solução eletrolítica (SiO2, CaO, Na2O, 

P2O5). O PEO-BG apresentou características altamente positivas, como alta 

aderência ao substrato, alta resistência a corrosão e ao desgaste tribológico, 

biocompatibilidade com células humanas, mecanismos biológicos in vitro 

semelhantes ao 45S5-bioglass®. Além disso, acredita-se que PEO-BG provoca uma 

lixiviação de íons que eleva o pH do meio, induzindo uma maior precipitação de 

hidroxiapatita e uma maior absorção superficial de proteínas do plasma sanguíneo, 

levantando a hipótese de se tratar de uma superfície com capacidade 

osteoindutiva.(19)  

Diante das limitações apresentadas para o tratamento de fraturas em 

pacientes com condições de densidade mineral reduzida, como o ocorrido na 
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osteoporose e dado o ineditismo do uso de PEO-BG em experimento pré-clínico, 

este estudo tem grande relevância para avaliação do potencial osteoindutivo de 

PEO-BG em fraturas femorais de ratas ovariectomizadas.  
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2 OBJETIVO 

O objetivo geral do estudo foi avaliar a capacidade osteoindutora de 

miniplacas revestidas com vidro bioativo por meio de oxidação por plasma 

eletrolítico, visando aperfeiçoar o reparo ósseo em ossos de baixa densidade. Esse 

tipo de pesquisa é importante para entender como os materiais bioativos podem 

influenciar no processo de cicatrização óssea, especialmente em condições 

desafiadoras. Sendo assim, os objetivos específicos desta pesquisa foram: 

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

2) Caracterizar as superfícies experimentais em termos de morfologia, topografia, 

composição química e propriedades físico-químicas;  

3) Investigar in vivo o potencial de reparação óssea na presença de miniplacas 

revestidas com PEO-BG. 

A hipótese nula desta pesquisa é que o tipo de superfície, neste caso, o 

revestimento de vidro bioativo através da oxidação por plasma eletrolítico, não teria 

influência nos parâmetros de reparação óssea a serem analisados em ratas 

ovariectomizadas.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Esta pesquisa foi realizada seguindo os Princípios Éticos para a 

Experimentação Animal, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). O projeto desta pesquisa foi submetido à 

apreciação do Comitê de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba, pertencente à Universidade Estadual Paulista ― Júlio de Mesquita Filho 

– UNESP (processo número 0622/2023), somente após a aprovação e obtenção do 

parecer a pesquisa foi iniciada. 

O número de amostras por grupo foi determinado utilizando a ferramenta 

“Sample Size for Anova” do programa SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data 

Analysis, San Jose, California, USA). Foram considerados resultados de desfecho 

primário em artigos anteriores com metodologia semelhante. No cálculo amostral, 

utilizou-se uma diferença de 0,11, desvio padrão de 0,02 e poder estatístico de 95%, 

resultando em n=3 animais (n= 6 fêmures) por grupo e por análise.(18)   

Para o estudo em modelo animal, foram fornecidas pelo Biotério Central 

da UNESP, 12 ratas (Rattus novergicus albinus Wistar), fêmeas, adultas (n=6 por 

grupo), com 6 meses de idade e peso corporal variando de 250 a 300 gramas, 

provenientes de uma cepa mantida no Biotério do Departamento de Ciências 

Básicas da Faculdade de Odontologia de Araçatuba (FOA). 

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas, em 

um ambiente com temperatura estável (22 ± 2°C) e ciclo de luz controlado (12 horas 

de claro e 12 horas de escuro). Foram alimentados com ração sólida (Ração Ativada 

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

SP, Brasil) e tiveram acesso a água ad libitum, à exceção das 12 horas que 

antecederam os procedimentos cirúrgicos. 

3.1 Revestimento da superfície à base de vidro bioativo por 

oxidação por plasma eletrolítico 

Para realizar o revestimento de PEO-BG, as amostras (miniplacas) foram 

submetidas a uma série de etapas de preparação. Inicialmente, foram limpas por 

ultrassom com água deionizada por 10 minutos, em seguida, desengorduradas com 

propanol a 70% por mais 10 minutos e finalmente secas com ar quente a 250°C. O 
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tratamento por PEO foi conduzido utilizando uma fonte de alimentação de corrente 

contínua fornecida pela Plasma Technology Ltda. Esse processo ocorreu no 

Laboratório de Plasma Tecnológico da UNESP de Sorocaba, sob a supervisão do 

Prof. Dr. Nilson Cristino da Cruz, em colaboração com o grupo de pesquisa do Prof. 

Dr. Valentim Barão da UNICAMP, estabelecendo uma parceria sólida e produtiva 

entre as instituições. 

O tratamento foi conduzido com a amostra (ânodo) imersa em uma solução 

eletrolítica dentro de um reservatório feito de aço inoxidável (cátodo), o qual possuía 

um sistema de refrigeração para manter a temperatura da solução em torno de 

20°C. O suporte da amostra foi projetado de forma a permitir a exposição completa 

da miniplaca ao eletrólito durante o processo. Essa configuração proporcionou 

condições adequadas para a realização eficaz do tratamento por plasma eletrolítico. 

A solução eletrolítica foi preparada utilizando várias substâncias químicas, 

incluindo metassilicato de sódio 0,014 M (Na2SiO3-5H2O), acetato de cálcio 0,20 M 

(C4H6O4Ca), nitrato de sódio 0,50 M (NaNO3), e glicerolfosfato de sódio 0,0010 M 

(C3H7Na2O6P), que são fontes precedentes dos principais elementos bioativos do 

45S5-bioglass. Além disso, foi utilizado 0,025 M de Na2-EDTA 2H2O como agente 

quelante em todas as soluções eletrolíticas. 

Os parâmetros de trabalho da PEO foram definidos como uma tensão anódica 

pulsada de 500 V, frequência de 1000 Hz e ciclo de trabalho de 10%, com duração 

total de 420 segundos. Após o tratamento por PEO-BG, as amostras foram 

enxaguadas em água destilada, secas ao ar e esterilizadas por autoclave 24 horas 

antes do procedimento cirúrgico, viabilizando a adequada preparação para a 

aplicação na fase cirúrgica.  

 

3.2 Caracterizações de Superfície  

Durante o período inicial do estudo, todas as superfícies foram 

submetidas a avaliações para verificar a reprodutibilidade dos resultados. Para isso, 

foram utilizados discos de titânio com características semelhantes às das superfícies 

testadas, conforme descrito em estudos anteriores in vitro. As análises qualitativas 

foram conduzidas com uma amostra de n=2 para cada grupo (CONV e PEO-BG) 
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enquanto as análises quantitativas foram realizadas com uma amostra de n=4. Em 

todas as análises, foram feitas leituras em pelo menos três áreas distintas. 

 

3.2.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de energia 

dispersiva (EDS) 

Para avaliar a morfologia da superfície das amostras, foi utilizada a 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). A análise pela espectroscopia de 

energia dispersiva (EDS) foi realizada em pequenos volumes, na ordem de 1 µm³ 

(5). Mapas de cores foram utilizados para investigar a distribuição dos elementos 

químicos na superfície dos implantes e confirmar a proporção estequiométrica (% 

atômica) esperada (45% Si, 24.5% Ca, 24.5% Na, 6% P; 5:2:2:1 razão biológica). 

 

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

O microscópio confocal de varredura a laser 3D (CLSM) da série Keyence 

VK-X200 foi empregado para capturar imagens bidimensionais e tridimensionais, 

permitindo a caracterização qualitativa da topografia da superfície dos espécimes. 

Ampliações de 50× e 150× foram utilizadas para esse fim. O processamento das 

imagens e a medição da área de superfície foram conduzidos através do software 

VK-Analyzer, versão 3.3.0.0, fornecido pela Keyence. Esse software oferece 

ferramentas para análise e medição de características superficiais com precisão e 

eficiência. 

 

3.2.3 Perfilometria (rugosidade de superfície) 

Por meio de um perfilômetro (Dektak 150-d; Veeco) (Figura 1), analisou-

se a rugosidade de superfície das amostras. / Para obter os valores de Ra (média 

aritmética da rugosidade de superfície) utilizou-se o cut-off de 0,25 mm aplicado a 

uma velocidade de 0,05 mm/s por um período de 12 segundos. 

Figura 1 – Análise da rugosidade de um disco representante de uma das 

superfícies utilizadas neste estudo.  
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Fonte: Elaborada pela Autora, 2024 
Legenda: Demonstração macroscópica (A) e microscópica (B) da ação do perfilômetro 

 

3.2.4 Molhabilidade  

O ângulo de contato da superfície foi determinado utilizando um 

goniômetro (modelo Ramé-Hart 10000, fabricado pela Ramé-Hart Instrument Co) por 

meio do método da gota séssil (conforme mostrado na Figura 2). Os grupos foram 

analisados quanto ao ângulo de contato com a água, que é uma medida do 

componente polar da superfície. 

Figura 2 – Demonstração do uso do Goniômetro.  

 

Fonte: Elaborada pela Autora, 2024 
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Legenda: (A) Goniômetro utilizado para cálculo do ângulo de contato. (B) Demonstração da 

ponteira responsável pela aplicação da gota na superfície do disco testado. (C) Imagem 

capturada pelo programa após a mensuração dos ângulos formados. 

 

3.3 Ovariectomia bilateral 

As ratas foram submetidas a um esfregaço vaginal, nos oitos primeiros dias 

correspondentes a dois ciclos estrais regulares (ciclo estrogênio) e após uma 

ambientação, conforme as técnicas descritas em estudos anteriores.(5) As células 

epiteliais obtidas pelo esfregaço foram dispostas em lâminas histológicas e 

analisadas em microscópio óptico, para verificar a regularidade do ciclo estral 

durante os oitos dias. As ratas que não apresentaram uma regularidade entre as 

fases estrais (proestro, estro, metaestro e diestro) foram excluídas do estudo.  

Em seguida, as ratas selecionadas para o estudo foram submetidas à 

ovariectomia bilateral sob anestesia com cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers, 

Brasil, Ltda.) e cloridrato de quetamina (Ketamina, Fort Dodge, Saúde Animal Ltda.). 

Logo após foram imobilizadas sobre prancha cirúrgica em posição de decúbito 

lateral, na qual foram incisionadas nos flancos cerca de 1,5 cm, os planos do tecido 

subcutâneo, seguido pelos planos do peritônio foram divulsionados com objetivo de 

acessar à cavidade abdominal das ratas. Em sequência, os ovários e os chifres 

foram localizados, então laqueados com um fio de Poligactina 910 4.0 (Vicryltm – 

Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, EUA). Após isso, os ovários foram 

removidos, e os planos suturados com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm – 

Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, EUA) (Figura 3).  

Os animais permaneceram no biotério, onde foram alimentadas com o mesmo 

tipo de ração e com água ad libitum por todo o experimento. As ratas permaneceram 

em gaiolas com capacidade para quatro animais, e mantidas em temperatura 

ambiente estável entre (22 ± 2° C), e o ciclo da luz foi controlado (12 horas claro e 

12 horas escuro). Transcorridos 90 dias(20) da indução da osteoporose, os animais 

foram submetidos a cirurgia de osteotomia para a realização das fraturas em fêmur. 

Figura 3 – Imagens demonstrativas da cirurgia de ovariectomia.  
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Fonte: Elaborada pela Autora, 2024 
Legenda: (A) Exposição da musculatura abdominal a ser divulsionada para localização do 

ovário. (B) Ovário (seta preta) exposto previamente a laqueadura e remoção. (C) Sutura da 

camada muscular. (D) Sutura do plano externo.   

 

3.4 Confecção de fraturas femorais 

Anteriormente ao procedimento cirúrgico, as ratas foram mantidas em jejum 

por 12 horas, porém sem restrição hídrica. A sedação foi realizada com a 

combinação de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Vetaset – Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina 

(Dopaser – Laboratório Calier do Brasil Ltda – Osasco, São Paulo, Brasil) e foi 

realizada uma anestesia local com mepivacaína (0.3 ml/Kg, Scandicaíne 2% com 

adrenalina 1:100.000, Septodont, França) para hemostasia do campo operatório. Em 

seguida foi realizada a tricotomia em porção lateral de fêmur direito e esquerdo, e a 

anti-sepsia da região incisionda com Polivinil Pirrolidona Iodo Degermante (PVPI 

10%, Riodeine Degermante, Rioquímica, São José do Rio Preto, Brasil), associado à 

PVPI tópico.  

A porção lateral do fêmur foi incisionada com uma lâmina número 15 (Feather 

Industries Ltda, Tokyo, Japão) em cerca de 4 cm de comprimento, após isso o polo 

lateral do osso doFoi realizada uma simulação de fratura com um disco circular, 
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fazendo assim uma osteotomia da metáfise epifisiária, que ficou disposta à 5 mm da 

cartilagem articular epifisária. Uma placa do sistema 1.5 mm com 4 furos e sem 

intermediário, foi fixada bilateralmente, utilizou-se uma placa convencional disponível 

no mercado, sendo as superfícies dessa placa usinadas (CONV), a outra placa 

possuía as suas superfícies texturizadas com a incorporação de biovidro via 

oxidação por plasma eletrolítico (PEO-BG).  

O lado de fixação de cada placa foi selecionado a partir de uma randomização 

por sorteio. Este sorteio foi realizado no momento da fixação por um pesquisador 

que não participou da cirurgia, havia um envelope com as palavras "CONV" e "PEO-

BG", de onde ele realizou o sorteio dos papéis. fêmur ficou exposto bilateralmente, 

entre o músculo bíceps e o lateral do fêmur. A placa possui dois furos em sua porção 

proximal, por onde usamos dois parafusos do mesmo sistema com cerca de 6 mm 

para fixá-las, isso foi previamente estabelecido pelo profundímetro obtido após a 

perfuração bicortical com os parafusos do sistema utilizado (1,5 mm). Para a 

estabilização da fratura foram colocados mais dois parafusos (comprimento de 5 a 6 

mm, de acordo com o profundímetro) na porção distal da placa.  

Durante todo o trans-operatório as regiões foram irrigadas abundantemente 

com solução fisiológica (Fisiológico®, Laboratórios Biosintética Ltda®, Ribeirão 

Preto, SP, Brasil), para que assim evitássemos o aquecimento do tecido ósseo e que 

assim houvesse uma influência negativa no processo de reparo ósseo. A síntese foi 

realizada em duas partes, primeiro suturou-se o plano mais profundo com pontos 

contínuos com o fio (Poligalactina 910 – Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., São José 

dos Campos, Brasil), em seguida com um fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, 

Johnson, São José dos Campos, Brasil) sutuou-se o plano mais externo com pontos 

interrompidos (Figura 4). No pós-operatório os animais foram mantidos no biotério, 

onde ficaram sob os cuidados do grupo de pesquisa. 

Figura 4 – Etapas para confecção de fraturas femorais, osteossíntese com 
instalação de miniplacas.  
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Fonte: Elaborada pela Autora, 2024 
Legenda: (A) Realização de incisão na porção lateral do fêmur. (B) Localização da divisão 

anatômica entre os músculos lateral e bíceps do fêmur, servindo como referência para 

divulsão tecidual. (C) Fêmur exposto após divulsão. (D) Perfuração para instalação de 

parafusos. (E) Placa fixada com 4 parafusos bicorticais. (F) Simulação da fratura com disco 

circular. (G) Aspecto final da fratura. (H) Sutura – realizada por planos   

 

3.5 Suspensão pela cauda 

Com o objetivo de evitar uma fadiga das miniplacas ou uma má consolidação 

dessas fraturas, as patas traseiras das ratas foram imobilizadas, sendo assim após a 

cirurgia, com os animais ainda sob sedação, realizou-se a suspensão pela cauda 

desses animais, técnica esta que foi proposta por Silva et al.(21) Essa suspensão foi 

realizada com uma fita elástica adesiva (Kinesio Tape). 

Ao longo de todo o período, entre a cirurgia e eutanásia, houve um 

acompanhamento diário dos animais, onde verificou-se a integridade da suspensão, 

a disponibilidade de ração e de água, a saúde e as feridas cirúrgicas dos animais. 

Outro cuidado, foi realizar antissepsia das feridas cirúrgicas todos os dias e a cada 

sete dias antissepsia da genitália do animal com o objetivo de evitar uma possível 

infecção de urinária, que poderia vir a ocorrer pela dificuldade que estes animais 

possuíam em fazer sua auto-higiene, em decorrência de sua limitação de 

movimentação pela suspensão. 
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3.6 Métodos de Análise 

Decorridos 42 dias, foi realizada a eutanásia de todos os animais por meio de 

perfusão transcardíaca com solução salina fisiológica com acréscimo de 4% de 

heparina, após isso a perfusão seguiu com solução fixadora, contendo 4% de 

formaldeído (Sigma Chemical®, Saint Louis, MO, EUA) em tampão fosfato salino 

(PBS - Sigma Chemical®), 0,1M, 4°C, pH 7,4. Os fêmures foram coletados e 

encaminhados para Microtomografia computadorizada (Micro-CT) e para 

descalcificação para confecção de lâminas de tecido descalcificado para análise 

histológica e histométrica.  

 

3.6.1. Microtomografia computadorizada (MICRO-CT) 

Para esta análise tridimensional, as amostras foram reduzidas e conservadas 

em álcool 70%, e posteriormente passaram por análise por varredura de feixe de 

raios-X no sistema de microtomografia digital computadorizada. O escaneamento foi 

realizado através do mocrotomógrafo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, 

Aatselaar, Bélgica, 2003), onde utilizou-se cortes com espessura de 5 µm (50Kv e 

500μ), com filtro de Cobre e Alumínio e passo de rotação de 0.3 mm. A projeção dos 

raios – X nas amostras gerou imagens que foram armazenadas e reconstituídas 

determinando a área de interesse através do pelo software NRecon (SkyScan, 2011; 

Versão 1.6.6.0). 

As imagens foram reconstruídas no software Data Viewer (SkyScan, Versão 

1.4.4 64-bit), para que houvesse uma padronização do posicionamento para todas 

as amostras e determinação do Volume Ósseo de Interesse (VOI). Posteriomente, 

as imagens foram submetidas ao programa CtVox para obtenção das imagens 

tridimensionais dos fêmures de ambos os grupos para análise visual qualitativa.   

 

3.6.2. Análise histológica e histométrica  

As amostras destinadas a análise histológica e histométrica foram lavadas, 

após 24 horas embebidas em formol, e posteriormente foram encaminhados ao 

processamento laboratorial para os tecidos descalcificados. O processamento teve 



15 

início com a descalcificação em EDTA (10%), com trocas semanais da solução, até 

que se observou ausência de resistência à passagem de uma agulha gengival extra 

curta, demonstrando que a peça estava descalcificada. Posteriormente, as peças 

foram desidratadas numa sequência de álcoois (70 a 100%). Após estas etapas, foi 

feita a diafanização com xilol e posterior inclusão em parafina, seguida da obtenção 

de lâminas com cortes de 5 μm de espessura.(22–26)  

Antes da inclusão propriamente dita, as placas e parafusos foram 

cuidadosamente removidos dos fêmures. Após a microtomia, as lâminas foram 

submetidas à coloração com hematoxilina e eosina (HE) para análise. Esta análise 

focou nas diferenças entre os grupos experimentais, com ênfase nos parâmetros de 

quantidade e qualidade óssea, avaliando a maturidade e quantidade do tecido 

ósseo, bem como a presença de infiltrado inflamatório. 

Avaliação quantitativa do tecido ósseo: As lâminas coradas em HE foram 

fotomicrografadas na região do defeito ósseo, inicialmente em uma objetiva de 2.0x, 

que garantiu uma visão ampla do defeito e permitiu a mensuração da área total de 

tecido ósseo neoformado, a partir do software Image J (National Institutes of Health, 

Maryland, USA), por meio da ferramenta “Free hands”.  

Avaliação qualitativa do tecido ósseo: Para observação da maturação e das 

características do tecido ósseo e tecidos adjacentes dos diferentes grupos, foram 

realizadas fotomicrografias em uma objetiva de 40x.  Todas as imagens foram 

analisadas por um examinador cego e calibrado, e todos os parâmetros foram 

calculados de acordo com a Academia Americana de Pesquisa em Osso 

Mineralizado.(27) 

 

3.7 Análise estatística 

Para cada parâmetro amostral dos resultados quantitativos em função dos 

grupos experimentais (CONV e PEO-BG) os dados foram inicialmente submetidos 

ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, os testes estatísticos foram 

realizados através do programa SigmaPlot 12.0 (Exakt Graph and Data Analysis, 

San Jose, California, USA). Para todos os parâmetros foi utilizado o Teste T de 

Student.  
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4 Resultados 

4.1 Caracterização topográfica  

As superfícies utilizadas neste estudo: CONV (superfície de titânio 

comercialmente puro) e PEO-BG (superfície com revestimento de vidro bioativo por 

oxidação por plasma eletrolítico) foram submetidas a uma caracterização topográfica 

com a finalidade de demonstrar a fiel reprodutibilidade da texturização proposta, bem 

como apresentar e discutir as características que podem diretamente se 

correlacionar com o comportamento reparacional na investigação animal. 

 

4.1.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia 

Dispersiva (EDS)  

As imagens obtidas através de MEV, em magnitude de 100x e 500x, 

demonstraram para CONV uma superfície lisa, sem irregularidades significativas. 

Enquanto isso, a superfície apresentada por PEO-BG apresentou inúmeras 

irregularidades com distribuição homogênea e semelhante a agregados (Figura 5- 

A).  

A análise de EDS demonstrou a efetiva incorporação dos elementos do vidro 

bioativo na superfície PEO-BG, em especial o Si (Figura 5-B). 

Figura 5: Imagens representativas dos resultados de MEV e EDS.  
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.  

Legenda: (A) Imagens de MEV em magnitude de x100 e x500, evidenciando a criação de 

agregados de contorno irregular e distribuição homogênea para PEO-BG. (B) Gráficos 

representativos de EDS, evidenciando presença de Si para PEO-BG. 

 

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

A CLSM permitiu uma visualização das amostras em imagens bidimensionais 

e tridimensionais. No aspecto bidimensional, em magnitude de 20x, foi observado 

para CONV um padrão de ranhuras lineares longitudinais distribuídas de forma 

homogênea. A superfície produzida por PEO-BG gerou uma superfície com 

rugosidades semelhantes a agregados de contorno irregular (Figura 6– A). 
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Já no aspecto tridimensional, em magnitude de 50x, foi observado para PEO-

BG elevações com diferentes alturas, enquanto CONV apresentou superfície com 

tendência exponencial ao aplainamento. A análise quantitativa de Área de superfície 

obtida através de CLSM comprova que PEO-BG apresenta a maior área de 

superfície entre as amostras testadas (<0,001) (Figura 6- B).  

Figura 6: Imagens representativas de CLSM.  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.  

Legenda: (A) Imagens bidimensionais em magnitude de 20x, evidenciando padrão de 

superfície rugosa para PEO.BG. (B) Imagens tridimensionais em magnitude de 50x e 

valores de área de superfície, sendo PEO-BG com área significativamente maior (<0,001). 

 

4.1.3 Molhabilidade  

Com relação ao ângulo de contato com água, foi observado menor ângulo 

para o grupo PEO-BG (31,02°) em comparação a CONV (41,80°), com diferença 

significativamente estatística (P=0,002)(Figura 7-A).  
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4.1.4 Rugosidade de superfície  

PEO-BG apresentou valores de rugosidade média (Ra)=2,48µm 

significativamente maior do que CONV (0,20µm)(<0,001) (Figura 7 -B).  

Figura 7: Gráficos representativos dos dados de molhabilidade e rugosidade.  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.  

Legenda: (A) Valores de ângulo de contato com a água para CONV e PEO-BG, 

demonstrando maior molhabilidade para PEO-BG (P=0,002). (B) Valores de rugosidade 

média, com superioridade para PEO-BG (P<0,001). 

4.2 Microtomográfia Computadorizada (Micro-CT) 

A análise qualitativa das imagens tridimensionais obtidas através da 

microtomografia demonstraram mais áreas de hiperdensidade para o grupo PEO-BG 

em comparação ao grupo CONV. Isto é, enquanto para o grupo PEO-BG houve 

maior tendência ao fechamento do “gap” reparacional, traduzido como maior 

formação óssea, CONV apresentou regiões de maior hipodensidade, relativas à 

ausência de tecido ósseo em alguns pontos do “gap” (Figura 8).  

Figura 8: Imagens representativas da análise qualitativa tridimensional através 

da microtomografia computadorizada.  
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                                             Fonte: Elaborado pela autora, 2024.  

Legenda: Observa-se mais áreas de hipodensidade para CONV e mais áreas de 

hiperdensidade para PEO-BG no “gap” reparacional. 

4.3 Análise histológica e histométrica  

Através das lâminas histológicas coradas com hematoxilina e eosina foi 

possível observar o padrão reparacional para ambos os grupos experimentais. PEO-

BG demonstrou uma maior neoformação óssea, caminhando para o total 

fechamento da região de “gap”, enquanto CONV, apesar de também permitir a 
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formação de tecido ósseo, mostrou reparo inferior ao PEO-BG (Figura 9: A e B). A 

análise histométrica demonstrou uma área de neoformação óssea significativamente 

maior para PEO-BG (P=0,001) (Figura 10). 

Figura 9: Imagens representativas da área de osso neoformado na região de 

“gap” formado pela confecção de fratura em fêmur.  

 

                                             Fonte: Elaborado pela autora, 2024.  

Legenda: (A) Imagens em magnitude de 2x demonstrando maior tentativa de 

cicatrização completa do “gap” para PEO-BG. (B) Região de maior contato com as 

respectivas placas, em magnitude de 10x, onde se observa maior maturação e formação 

óssea para PEO-BG. 

Figura 10: Representação gráfica dos resultados da análise histométrica 

relativa à área de osso neoformado.  
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                                             Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

Legenda:  Observa-se neoformação óssea significativamente maior para PEO-BG 

(P=0,001). 

 

Com relação aos aspectos qualitativos do reparo ósseo, foi observado para 

CONV um tecido ósseo com maior espaçamento entre as trabéculas, sendo este 

espaço permeado por tecido conjuntivo com presença de infiltrado inflamatório mais 

intenso (Figura 11-A). Além disso, algumas amostras foram marcadas pela presença 

de tecido ainda em processo de ossificação endocondral (Figura 11-B). 

Por outro lado, PEO-BG apresentou mais proximidade entre suas trabéculas, 

menor quantidade de tecido mole entremeado e sem presença de grandes infiltrados 

inflamatórios, sendo marcado apenas pela presença de tecido gorduroso relacionado 

a medula óssea, nas áreas adjacentes ao “gap” (Figura 11-A). Ainda, para as 

amostras de PEO-BG, mesmo aquelas em que havia regiões de neoformação óssea 

em andamento, apresentou um reparo mais avançado, marcado por maior 

organização celular e maior maturação da matriz osteogênica, como observado na 

figura 11 - B.  
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Figura 11: Imagens representativas da análise qualitativa histológica em 

magnitude de 40x.  

 

                                             Fonte: Elaborado pela autora, 2024.  

Legenda: (A) Regiões adjacentes ao osso neoformado, demonstrando presença de maior 

infiltrado inflamatório para CONV. (B) Representação do padrão de maturação óssea para 

ambos os grupos, com maior maturação para PEO-BG. 
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5 DISCUSSÃO  

Este estudo in vitro e in vivo, que teve como principal objetivo avaliar os 

efeitos de um novo revestimento de vidro bioativo através da oxidação por plasma 

eletrolítico (PEO-BG), foi importante para demonstrar a capacidade osteoindutora da 

superfície em questão.  

A oxidação por plasma eletrolítico (PEO) é uma técnica já bastante explorada 

na literatura, tendo diversas vantagens, dentre elas a possibilidade de incorporação 

de elementos químicos nas superfícies de titânio. Em 2015, Marques et al.(17,28) 

demonstraram que o revestimento produzido com PEO promove melhoras 

propriedades biológicas, mecânicas e ainda melhora em relação a corrosão dos 

materiais de titânio. A técnica de PEO foi investigada previamente como um método 

para incorporação de precursores da hidroxiapatita, ou seja, cálcio e fosfato, na 

superfície de implantes osseointegráveis e de miniplacas de fixação em modelos 

animais ovariectomizados.  

Na ocasião, os autores observaram uma importante otimização do reparo 

ósseo, que levou animais com densidade mineral óssea reduzida a uma condição de 

cicatrização óssea semelhante a um animal em condições saudáveis(5,18). A 

otimização do reparo foi atrelada principalmente ao fato de se ter, através de PEO, 

uma superfície com maior área de contato, maior molhabilidade e maior 

compatibilidade biológica referente a presença da hidroxiapatita, o que gerou uma 

área favorável para interação de células osteogênicas e conseguinte melhora na 

formação óssea. Apesar dos bons resultados, não foram atribuídas propriedades de 

osteoindução a superfície gerada por PEO com precursores da hidroxiapatita.  

A osteoindução é conceituada como a capacidade de se gerar atratividade e 

estímulo a diferenciação de células da linhagem osteogênica e representa uma 

propriedade de poucos materiais atualmente disponíveis, como os enxertos ósseos 

autógenos e proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs). Nesse contexto, o vidro 

bioativo tem sido investigado para engenharia óssea como um potencial material 

osteoindutor. Acredita-se que a sílica, principal componente do vidro bioativo, 

apresenta uma singular capacidade de atratividade celular as células osteogênicas, 

bem como estímulo a diferenciação de células mensequimais indiferenciadas para 

osteoblastos.  Sua exposição aos fluidos corporais leva a formação de uma 
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superfície permissível a nucleação e crescimento de cristais de hidroxiapatita, o que 

é altamente favorável para interação de osteoblastos.(29) Diante dessas 

características, o biovidro vem sendo amplamente investigado para aplicação como 

revestimento de cerâmicas, produção de scaffolds, aplicação em superfícies 

diversas, associações com outros materiais, dentre outras aplicações na engenharia 

tecidual.(30–32) Acredita-se ainda que sejam eficientes para melhorar a 

revascularização, adesão de osteoblastos, atividade enzimática e diferenciação de 

células tronco mesenquimais.(33) 

Diante disto, Costa et al. (2020) desenvolveu um revestimento que associa a 

técnica de PEO com os elementos químicos precursores do biovidro. O revestimento 

se mostrou bastante promissor nos estudos realizados in vitro, onde foram 

observadas melhores propriedades mecânicas e tribológicas do Ti, maior resistência 

a corrosão, modulação positiva de biofilmes polimicrobianos, maior adsorção de 

proteínas plasmáticas, além de produzir uma topografia altamente hidrofílica e com 

ausência de efeitos citotóxicos em células humanas. Tais resultados levantaram a 

hipótese de que o PEO-BG seria uma superfície potencialmente osteoindutora. 

Nesse sentido, este representa compreensões acerca do comportamento fisiológico 

animal para a superfície PEO-BG.  

Pensando na aplicabilidade de PEO-BG, a caracterização topográfica 

realizada inicialmente foi essencial para demonstrar a capacidade de reprodução do 

revestimento e a para comparação direta com a superfície de titânio comercialmente 

puro (CONV) utilizada no estudo, que representa a superfície comercialmente 

disponível e de amplo uso na indústria de placas de fixação. A análise dos 

elementos químicos disponíveis na superfície através do EDS demonstrou que 

houve a efetiva incorporação de Si a miniplaca, bem como dos demais componentes 

do vidro bioativo. A análise de MEV mostrou que PEO-BG difere grandemente da 

superfície comercial, visto que, enquanto PEO-BG apresentou inúmeros agregados 

de contorno não regular e distribuição homogênea, com padrão de rugosidade 

topográfico, CONV se apresentou como uma superfície lisa com apenas algumas 

ranhuras discretas distribuídas de forma não homogênea.  

Os dados de microscopia confocal a laser corroboram com as imagens 

obtidas por MEV, uma vez que constatou a efetiva maior área de contato para PEO-

BG, inclusive com diferença significativamente estatística. Além disso, PEO-BG 
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apresentou menores valores de ângulo de contato com a água, o que implica 

diretamente em sua maior capacidade de molhabilidade, bem como maiores valores 

de rugosidade média. A somatória de todos esses fatores na topografia das 

miniplacas, em especial a região que ficou em contato direto com o “gap” 

reparacional, gera um ambiente favorável para interação do sangue, proteínas, 

citocinas e células da linhagem osteogênica, favorecendo, por sua vez, o reparo 

ósseo.  

A partir da análise histometrica de área de osso neoformado, o principal 

desfecho deste estudo, foi possível constatar a capacidade de atratividade celular 

produzida por PEO-BG, uma vez que, para este grupo, a formação óssea foi 

significativamente maior, sendo observado nas imagens quase a total consolidação 

óssea da região de osteotomia mesmo com apenas 42 dias pós-operatórios. Esses 

resultados estão de acordo com os estudos prévios relativos a oxidação por plasma 

eletrolítico com adição de cálcio e fosfato no reparo ósseo periimplantar e na 

consolidação óssea de fraturas femorais em animais osteoporóticos, onde foi capaz 

de acelerar e otimizar o reparo ósseo.(5,18,34)   

PEO-BG foi marcado por um tecido ósseo mais organizado, menos 

celularizado, com menor número e menor separação entre as trabéculas. Por outro 

lado, apesar de também ter permitido uma reparação óssea, CONV apresentou um 

padrão reparacional mais atrasado, com maior espaçamento entre as trabéculas 

ósseas, maior número de células, maiores regiões com formação óssea ainda em 

andamento e presença de maior quantidade de tecido conjuntivo entremeado ao 

osso neoformado. No que diz respeito a inflamação tecidual, não foram visualizados 

grandes infiltrados inflamatórios para PEO-BG. Em alguns casos, o tecido ósseo foi 

visto com um tecido gorduroso em regiões adjacentes, o que é esperado por se 

tratar de um osso longo que possui a medula óssea em plena atividade. CONV, no 

entanto apresentou áreas ao redor do osso neoformado com infiltrados inflamatórios 

mais intensos.  

A análise tridimensional através da microtomografia corrobou 

expressivamente com a avaliação histometrica, visto que para o grupo PEO-BG 

foram observadas mais regiões de hiperdensidade do que para CONV. Houve uma 

maior tendência de tentativa de fechamento do “gap” através do preenchimento por 

tecido ósseo para PEO-BG.  
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Levando em conta a otimização do reparo ósseo produzida por PEO-BG em 

comparação com uma superfície de Ti comercialmente puro (CONV), pode-se 

predizer que a aplicação deste simples diferencial as miniplacas de titânio podem 

garantir importante avanços na área odontológica e médica, principalmente ao se 

pensar em condições limitantes ao reparo, como a osteoporose, diabetes, e demais 

condições sistêmicas que afetam diretamente o metabolismo ósseo. É importante 

pensar que, nessas condições limitantes, uma falha na fixação da fratura pode gerar 

a necessidade de reintervenções cirúrgicas, o que aumenta a morbidade associada 

ao tratamento, assim como os custos relacionados.(35–37)  

Apesar dos bons resultados, este estudo é limitado por não responder as 

questões moleculares por trás da cronologia do reparo ósseo diante do uso do 

revestimento de PEO-BG. Além disso, investigações futuras poderiam contar com 

avaliações em tempos mais precoces do reparo pós-cirúrgico, para avaliação 

especialmente do potencial inflamatório associado ao tratamento.  

Mesmo com limitações, este trabalho apresentou uma contribuição 

significativa no que tange a biologia da consolidação de fraturas ósseas, sendo 

eficaz para demonstrar que existe uma capacidade osteoindutiva por trás do 

revestimento PEO-BG. A facilidade de acesso, baixo custo a longo prazo e as 

melhorias biológicas estimulam mais investigações e futuras aplicações clínicas 

deste revestimento.  
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6 CONCLUSÃO  

Através dessa investigação em modelo experimental pré-clínico de ratas 

ovariectomizadas, foi possível constatar que o revestimento de PEO-BG 

apresenta capacidade osteoindutiva, gerando maior aceleração do reparo ósseo, 

conduzindo para o fechamento do “gap” entre os cotos osteotomizados. 
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