
 

 

WILLIAM PHILLIP PEREIRA DA SILVA 

 

 

 

 

CULTURA DE CÉLULAS OSTEOGÊNICAS 

PRIMÁRIAS A PARTIR DE OSSO DE BAIXA 

DENSIDADE E ANÁLISE DO REPARO ÓSSEO 

PERIIMPLANTAR EM RATAS 

OSTEOPORÓTICAS EM FUNÇÃO DA 

TEXTURIZAÇÃO DE SUPERFÍCIE POR MEIO DA 

OXIDAÇÃO POR PLASMA ELETROLÍTICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Araçatuba – SP 

2019 



 

 

WILLIAM PHILLIP PEREIRA DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

CULTURA DE CÉLULAS OSTEOGÊNICAS 

PRIMÁRIAS A PARTIR DE OSSO DE BAIXA 

DENSIDADE E ANÁLISE DO REPARO ÓSSEO 

PERIIMPLANTAR EM RATAS 

OSTEOPORÓTICAS EM FUNÇÃO DA 

TEXTURIZAÇÃO DE SUPERFÍCIE POR MEIO DA 

OXIDAÇÃO POR PLASMA ELETROLÍTICO 
 

 

Dissertação apresentada à Faculdade de 

Odontologia do Campus de Araçatuba – 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” - UNESP, para obtenção do 

Título de MESTRE EM ODONTOLOGIA 

(Área de concentração em Cirurgia e 

Traumatologia Bucomaxilofacial) 

 

 

 

Orientador: Prof. Ass. Dr. Leonardo Perez Faverani 

Coorientadora: Profª. Associada Roberta Okamoto 

 

 

Araçatuba – SP 

2019 



 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na Publicação (CIP) 

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentação – FOA / UNESP 

 

 Silva, William Phillip Pereira da. 

S586c  Cultura de células osteogênicas primárias a partir de osso 

 de baixa densidade e análise do reparo ósseo periimplantar em 
 ratas osteoporóticas em função da texturização de superfície 

 por meio da oxidação por plasma eletrolítico / William Phillip 

 Pereira da Silva. – Araçatuba, 2018 

  122 f. : il. ; tab. 

 

  Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual Paulista, 

 Faculdade de Odontologia de Araçatuba 

  Orientador: Prof. Leonardo Perez Faverani 
  Coorientadora: Profa. Roberta Okamoto 

 

  1. Oxidação 2. Osteoporose 3. Cultura primária de células 

 4. Células mesenquimais estromais 5. Implantes dentários 

 I. T.  

      

    Black D7 

    CDD 617.6 

 

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória 
  



 

 

Dedico este trabalho às pessoas mais importantes de minha vida: 

A minha mãe, Roseana Miriam Pereira da Silva, a quem dedico todo meu amor e 

carinho. Mãe, a senhora é o meu porto seguro, o qual encontro forças para continuar 

diante as dificuldades e encontro a beleza mais pura da vida em momentos de alegria. 

Sem o seu suporte tudo ficaria mais difícil, a cada momento de minha vida tive seu amor 

presente. É impossível transcrever e agradecer toda sua dedicação, carinho e amor para 

com todos, a senhora é o meu grande exemplo para me tornar uma pessoa mais 

compreensiva, paciente, carinhosa e amorosa. Sua participação nesta conquista, mesmo 

de longe foi fundamental, meu agradecimento e amor por você, é eterno!          

Ao meu amado pai, Acir Pereira da Silva, meu grande exemplo e herói. Todas suas 

histórias de sua trajetória na vida acadêmica e profissional, sem sombras de dúvidas me 

incentivam a minha dedicação, amor com o próximo, ser justo, honesto e humilde. 

Independente do lugar aonde eu esteja, sei que posso contar com seu apoio. Obrigado por 

todos os ensinamentos, todo o carinho e amor, obrigado por sempre acreditar no meu 

potencial e me fazer sempre ir além, sem isso, nada disso seria possível. 

Ao meu irmão, Jefferson Paolo Pereira da Silva, mesmo longe um do outro, sei que 

posso contar com você em todos os momentos. Sempre tive em você minha grande 

inspiração e referência em minha vida. Sou eternamente grato pelo seu companheirismo, 

amor e por ser esta pessoa a quem considero muito mais que um irmão. Te amo 

eternamente! 

Ao meu irmão, Edward Henrique Pereira da Silva, meu grande amigo, colega de 

profissão, meu irmãozinho. Obrigado por todo apoio e amparo que sempre que me deu. 

Obrigado por ser minha calmaria, meu centro de equilíbrio e sempre ¨recarregar¨ minhas 

energias. Desde sempre você está comigo em todos meus passos na vida acadêmica e 

profissional, tenho muito orgulho de poder dividir essa parte da vida ao seu lado e sem 

dúvidas, esse título tem muita participação sua. Obrigado por todo carinho, amor e zelo 

que sempre teve por mim. Te amo para sempre! 

 

 



 

 

 

 

 

 
Agradecimentos         
especiais 

  



 

 

A Deus, obrigado por me abençoar e iluminar a cada passo, por conceder 

oportunidades de vivenciar todo seu amor em cada momento de minha vida. Obrigado 

por me ajudar a superar os momentos de dificuldades e mostrar sempre o melhor caminho. 

Obrigado, meu Deus, por nunca me abandonar e permitir que meu caminho nessa jornada 

eu possa contar com todo seu amor. 

 

Ao Dr. Leocádio José Correia, meu guia espiritual e amigo, que em muitos momentos 

de minha vida esteve ao meu lado, com seu suporte de amor e carinho, me orientando e 

curando. Meu grande exemplo de moralidade, espiritualidade, amor e dedicação ao 

próximo. Agradeço a Deus sempre por permitir conversar e trabalhar ao seu lado. 

 

Ao meu querido orientador e amigo Prof. Ass. Dr. Leonardo Perez Faverani, desde 

nossa primeira conversa, o carinho e o acolhimento que recebi, permanece até hoje. 

Agradeço muito a Deus, por permitir aprender com uma pessoa tão maravilhosa como 

você. Minha vida mudou muito após entrar na Pós-Graduação, obrigado por todo o 

aprendizado que obtive nesses anos ao seu lado, não somente acadêmico, mas como ser 

humano, e principalmente esse seu sentimento que nos transmite de ser um grande 

cirurgião e professor, que ama a profissão e nos contagia. Obrigado por tudo que pôde 

fazer por mim durante esses dois anos, obrigado pelo companheirismo e carinho. Tenho 

muito orgulho em ser seu primeiro orientado, e saiba que estarei presente e trabalhando 

ao seu lado por muitos e muitos anos.  

 

À minha querida coorientadora, Prof. ͣAssociada Roberta Okamoto, além da senhora 

ser uma grande fonte de conhecimento e inspiração, é um exemplo na humildade e 

compaixão. Sua atenção especial para com o aluno é contagiante e saiba que tenho 

profunda admiração pela senhora. Obrigado por estar sempre presente e disponível, 

transmitindo muito carinho e conhecimento.  

 

Aos Professores da Disciplina da Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial Dr. 

Idelmo Rangel Garcia Junior, Osvaldo Magro Filho, Alessandra Marcondes 



 

 

Aranega, Daniela Ponzoni, Ana Paula Farnezi Bassi e Francisley Ávila Souza, pelo 

carinho, coleguismo, auxilio, exemplo e amizade desfrutada em nosso departamento. 

Recebam o meu carinho e admiração. 

 

Ao meu grande amigo Gustavo Antônio Correia Momesso, obrigado pela sua amizade 

verdadeira, por sua dedicação de tempo me ensinando e ao mesmo tempo nos divertindo. 

A capacidade de rir e aprender ao mesmo tempo, nos proporcionou muitas ideias, 

pesquisas e principalmente momentos alegres, que torna essa jornada muito mais leve. 

Desde que iniciei esta jornada você se mostrou uma pessoa diferenciada, companheira de 

longas horas no departamento, se tornou um anjo em minha vida, com uma parceria e 

amizade deslumbrante. Saiba que além de amigos, você se tornou um grande irmão, sem 

suas ajudas e seus conhecimentos, nada disso poderia ser realizado. 

 

Ao meu grande amigo Tárik Ocon Braga Polo, você foi uma pessoa muito importante 

nesta jornada, ensinando cada passo novo com uma simplicidade, dedicação e um jeito 

único, tenho uma grande admiração por você.  Muito além de uma fonte de inspiração, 

você se tornou um grande amigo, agradeço por todo o suporte.  

 

À minha amiga e namorada Kátia Gonçalves de Jesus, muito obrigado pela sua 

amizade, carinho e amor. Sem sua ajuda e suporte, nas diversas formas, esse momento 

não seria possível. Nosso relacionamento iniciou com uma amizade em um momento 

tumultuado de nossas vidas, no qual foi fundamental para se tornar algo único. Você é 

uma pessoa iluminada e extremamente especial, que com seu jeito único em rir e me 

aguentar, tornar minha vida mais leve. Obrigado por estar ao meu lado, amo você. 

 

Aos meus amigos Ciro Borges Duailibe de Deus, André Hergesel de Oliva, Thiago 

Machado, Pier Paolo Polli e Felipe Gatto, muito obrigado pela sua amizade além da 

faculdade, foram fundamentais desde minha chegada em Araçatuba. Sempre levarei a 

amizade de vocês e os momentos únicos para toda eternidade.     

 

Ao meu amigo, Fernando Makoto Kutsunugi de Carvalho, obrigado por sempre me 

ajudar em todos momentos, você é uma pessoa que teve um papel muito importante nessa 



 

 

minha trajetória, com seu auxilio, tornou a distância de Curitiba – Araçatuba menor, você 

é um grande irmão e companheiro de profissão. 

 

Aos meus amigos de longas datas, João Paulo da Silva Jungles dos Santos, Endrigo 

da Silva Jungles dos Santos, Moisés Alves Guergolet, Lucas Foltz, Gabrieli Endres, 

Robson Fernando dos Santos, Fabiane Ravaglio de Oliveira, obrigado por sempre 

estarem ao meu lado, mais que amigos, somos uma família, a qual a distância e o tempo 

nunca nos impedem de estarmos juntos. Obrigado por todo o apoio e carinho hoje e 

sempre. 

 

A minha família Pereira da Silva e família Schirmer, minha base de tudo, cada um 

tem meu amor e meu agradecimento por estarem ao meu lado nessa conquista. 

 

Aos meus padrinhos e tios, Nilza Maria Pereira da Silva e Carlos Francisco Costa 

obrigado pelo amor e apoio de vocês, meus “segundos pais”, essa conquista são seria 

possível sem vocês. 

 

Ao meu amigo e chefe, Dr. José Luis Dissenha, obrigado por sempre me ajudar em 

todos momentos, sem você, nada disso teria acontecido. Lembro-me bem a primeira vez 

que conversamos, eu perguntando sobre como fazer estágio no hospital. Após isso, você 

se tornou um “Pai” na cirurgia, me ensinando tudo que sei hoje, não somente na profissão. 

Obrigado por nunca desistir de me ensinar e sempre estar ao meu lado.  

 

Ao meu amigo e chefe, Dr. Laurindo Moacir Sassi, agradeço imensamente por tudo o 

que o sr. fez e ainda faz por mim, todos seus ensinamentos e conselhos desde a época de 

estagiário, a época de residente e até agora como colega. Obrigado por sempre me ajudar 

em todos momentos e ser essa fonte de inspiração. 

 

À minha grande amiga Bruna da Fonseca Wastner, muito obrigado por todos os 

momentos ao meu lado, sem sua amizade e companheirismo, muitas coisas em minha 

vida não teriam sentido. Você é sem sombra de dúvidas uma verdadeira fonte de 



 

 

inspiração, a qual me abriu os olhos para diversos mundos. Obrigado pela amizade e 

ensinamentos. 

 

Aos alunos de iniciação científica João Mateus Fonseca e Santos, Stefany Barbosa, 

Pedro Augusto Araújo Soares e Mônica Caroline de Souza, pela disponibilidade e 

ajuda imprescindível que exercem na realização de todos os projetos. Sem o 

comprometimento e força de vontade de vocês, nada disso seria possível. Recebam minha 

gratidão.  

 

Aos funcionários da Universidade Marco Aurélio de Oliveira Ianner, Renato 

Gomes de Oliveira, Paulo Roberto Gratão e Fausto Daniel de Oliveira Canuto, por 

todos os ensinamentos, pela disponibilidade, ajuda exercem na realização de todos os 

projetos. Sem os seus ensinamentos, nada disso seria possível. Recebam minha gratidão.  

 

Aos meus amigos da USP – Ribeirão Preto, Gileade Pereira Freitas e Helena Bacha 

Lopes.  Obrigado pela atenção, carinho e disponibilidade que tiveram comigo, seus 

ensinamentos foram fundamentais, esse trabalho sem vocês não teria saído. Obrigado por 

serem grandes professores e principalmente por se tornarem grandes amigos. 

 

Aos colegas da pós-graduação da área de Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial 

(Cecilia Alves de Souza, Hiskell Francine Fernandes e Oliveira,  Erik Neiva Ribeiro 

Carvalho Reis, João Paulo Bonardi, Valthierre Nunes Lima, Pedro Henrique da 

Silva Gomes Ferreira, Fábio Batista, Gabriel Mulinari, Paulo Zupelari, Jonathan 

Ribeiro, André Fabris da Silva“Andrezinho”, Cassio Messias Beija-Flor Figueiredo, 

Luara Colombo, Lara Cervantes, Henrique Haddad, Bruno Coelho Mendes, 

Rodrigo Capalbo, Raquel Barroso Parra da Silva, Guilherme Andre Del’Arco 

Ramires, Lais Sara Hegas, , Fábio Vieira, Ana Flávia Piquera Santos, Carol 

Chapernet e Bruna Junger). Aprendi muito a cada momento com cada um de vocês. 

Obrigado pelo auxílio constante na minha vida e na pós-graduação. 

 

      



 

 

 

 

 

Agradecimentos 
  



 

 

À Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, na pessoa do diretor Prof. 

Títular Wilson Roberto Poi pela oportunidade de realização do curso Mestrado. Devo 

tudo o que conquistei, principalmente, a esta universidade que me proporcionou os 

melhores ensinamentos, professores e estrutura que poderia ter. Sou eternamente grato à 

FOA-UNESP.  

 

Ao Programa de Pós-Graduação em Odontologia, da Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba, da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” com o atual 

Coordenador Prof. Associado André Luiz Fraga Briso.  

 

Aos funcionários da Pós-graduação da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – 

UNESP, Valéria de Queiroz M. Zagatto, Cristiane Regina Lui Matos, Lilian Sayuri 

Mada, pela disponibilidade e paciência em todas as etapas do mestrado. Pelo trabalho 

honesto e sempre ágil. 

 

Aos funcionários da Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – 

UNESP pela prontidão em nos atender e carinho. 

 

Ao Laboratório e grupo de pesquisa da professora Roberta Okamoto, com 

especialidade para as alunas de iniciação científica que sempre nos ajudaram nas análises 

dos tecidos descalcificados. Fica nossa gratidão. 

Aos meus professores e colegas do Hospital Erasto Gaertner, Dr. Fernando Luiz 

Zanferrari, Maria Isabela Guebur, Roberta Targa Stramandinolli-Zanicotti, 

Juliana Lucena Schussel, agradeço imensamente por todos ensinamentos e amizade, ao 

longo de todos esses anos. Obrigado pelo apoio e incentivo a sempre ser uma pessoa e 

um profissional melhor 

 

Ao grupo de pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto – USP, sob a 

coordenação do Prof. Dr. Adalberto Luiz Rosa, incluindo os técnicos Roger Rodrigues 

Fernandes e Fabiola Singaretti de Oliveira, pela auxilio e ensinamentos com todas as 

análises de cultura celular.  



 

 

   Ao grupo de pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – Unicamp, sob 

a liderança do professor Valentim Adelino Ricardo Barão, incluindo o doutorando 

Jairo Cordeiro e Bruna Ergumi, pelo auxilio em todo o desenvolvimento deste 

trabalho.  

 

  Ao Laboratório de Plasmas Tecnológicos da Faculdade de Engenharia de Sorocaba – 

Unesp, na pessoa do professor Nilson Cruz e sua esposa professora Liliane, que 

juntamente com os funcionários e pós-graduandos do laboratório permitiu grande parte 

das análises in vitro bem como a técnica para texturização de superfície por PEO. 

 

Ao Laboratório de Tecidos calcificados – EXAKT da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara – FOAR – UNESP, na pessoa do seu responsável, o professor Élcio 

Marcantônio Júnior, sua esposa, a professora Adriana Marcantônio e os demais 

professores da disciplina de Periodontia pela recepção e facilitação durante as inúmeras 

vezes que viajamos a Araraquara para realizar as análises dos cortes calcificados. Com 

especialidade, agradecemos a técnica Ana Cláudia, que sempre nos auxiliou e orientou. 

Sem a sua atenção, não teríamos conseguido êxito com este trabalho e tantos outros que 

estão em desenvolvimento. Nossa eterna gratidão e receba nosso carinho neste momento. 

 

A Empresa de Implantes Odontológicos Emfils, na pessoa do Fábio Colhado 

Embacher pelo fornecimento de todos os discos e implantes para a realização desta 

pesquisa. Sempre com muita presteza e agilidade com os nossos pedidos. 

 

Aos pacientes, pela credibilidade e confiança depositadas a nós pós-graduandos, 

premitindo-nos aprimorar as habilidades cirúrgicas e, como sempre estaremos em nossas 

vidas, aprendendo constantemente. Minha eterna gratidão. 

 

Aos nossos queridos Animais “in memoriam”, obrigado por doar o bem mais 

importante, a vida, por uma causa nobre. Minha eterna gratidão e carinho. 

 



 

 

À Coordenação de Aperfeiçoamento Pessoal de Nível Superior (CAPES), pela 

concessão da Bolsa de Mestrado durante todo o período do curso. Meus sinceros 

agradecimentos por promover o apoio financeiro durante o primeiro ano de curso e com 

isso, permitir que fosse possível a realização do mestrado. 

 

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) pelo auxílio 

financeiro a esta pesquisa ligada ao auxilio regular em pesquisa do orientador (processo 

número 2016/20297-6). 

  



 

 

 

 

 

Epígrafe 

 
 
 
 
 
 

“ Só há duas maneiras de viver a vida: a primeira é vive-la como se 
os milagres não existissem. A segunda é vive-la como se tudo fosse 

milagre”. 
 (Albert Einstein) 

  

 

 

 
 

 
 

 

  

 



 

 

Silva WPP. Cultura de células osteogênicas primárias a partir de osso de baixa 

densidade e análise do reparo ósseo periimplantar em ratas osteoporóticas em 

função da texturização de superfície por meio da oxidação por plasma eletrolítico 

[dissertação]. Araçatuba: UNESP - Faculdade de Odontologia da Universidade 

Estadual Paulista; 2019 

RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar um novo método de texturização por PEO com incorporação 

de Ca e P na superfície do Ti-6Al-4V em ossos de baixa densidade, por meio de avaliação in vitro, 

ex-in vivo e in vivo, em função de parâmetros topográficos e reparacionais. 57 ratas Wistar (Rattus 

novergicus), sendo 38 ratas com 6 meses de idade (Grupos OXV - submetidas à ovariectomia e 

SHAM - cirurgia fictícia) e 19 ratas senis (18 meses de idade: Grupo SENIL), foram divididas 

para realização do estudo ex-in vivo (n=9) e in vivo (n=48). Os grupos para análise ex-in vivo 

foram submetidos à eutanásia e os fêmures foram removidos e transportados em meio de cultura 

contendo meio essencial mínimo modificação alfa (α- MEM) suplementado com 500 µg/mL de 

gentamicina e 3 µg/mL de fungisona. As células-tronco mesenquimais de medula óssea (CTMs-

MO) dos fêmures, foram isoladas e cultivadas em meio de crescimento para manterem-se como 

CTMs. Após alcançar a subconfluência, as células foram cultivadas em 3 superfícies de discos de 

Ti-6Al-4V, grupo CONTROLE (superfície usinada) grupo AC (superfície tratada por Ataque 

Ácido e Jateamento) e grupo PEO (superfície tratada por Oxidação de Plasma Eletrolítico com 

associação de Cálcio e Fosforo). Para avaliação das respostas celulares foram realizados ensaios 

de viabilidade celular, expressão gênica de marcadores osteoblásticos, imunolocalização de 

sialoproteina óssea (BSP) e osteopontina (OPN), atividade da fosfatase alcalina (ALP) e formação 

de matriz mineralizada. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA 1 fator ou Kruskal-Wallis 

(p < 0,05). Nos experimentos in vivo, após 90 dias, foi instalado um implante em cada tíbia, sendo 

um implante pertencente ao grupo PEO e o outro implante do grupo AC. Após 42 dias da 

instalação dos implantes, 8 animais de cada grupo foram submetidos à eutanásia e suas tíbias 

passaram pela descalcificação, para a análise histológica e imunoistoquímica (OPG, RANKL, OC 

e TRAP). As demais ratas, após a eutanásia, tiveram suas tíbias coletadas e analisadas em 

microtomografia computadorizada (BV.TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp e Po(tot)) e, em seguida os 

implantes submetidos ao torque reverso em torquímetro digital (N.cm). A outra metade das tíbias 

foram processadas com inclusão em resina fotopolimerizadas para cortes calcificados e assim, a 

análise por microscopia confocal (calceina e alizarina) e em seguida, análise histométrica.  Os 

dados foram submetidos ao teste ANOVA 1 fator ou Kruskal-Wallis, seguido de pós teste Tukey; 

p < 0,05). A análise da viabilidade celular mostrou que em todos os grupos testes de CTMs-MO 

 



 

 

para SHAM, OVX e SENIL apresentaram um crescimento progressivo nos diferentes tempos de 

3, 7 e 10 dias. Avaliação da expressão gênica através dos genes Runx2, SP7/Osterix, ALP, BSP, 

OC e OPN e analise pela imunofluorecência apresentaram uma leve tendência de melhores 

respostas nas CTMs-MO SHAM para o grupo AC, CTMs-MO OVX para o grupo PEO e CTMs-

MO SENIS características semelhantes nos grupos AC e PEO. A atividade da fosfatase alcalina 

ocorreu maior expressão na superfície PEO no grupo SHAM, maior expressão na superfície 

CONTROLE no grupo OVX e no grupo SENIL houve um equilíbrio em todas as superfícies. A 

superfície PEO apresentou maior formação de nódulos de mineralização (21º dia) em todos os 

grupos. Nos experimentos in vivo, as análises histológicas mostrou maior neoformação óssea no 

grupo PEO quando comparado ao grupo AC nos grupos SHAM e OVX, e no grupo SENIL foram 

similares os resultados. A avaliação imunoistoquímica demonstrou um equilíbrio em todos os 

grupos na comparação de superfícies na proteína TRAP, para o processo de remodelação (OPG e 

RANKL) e mineralização (OC) nos grupos SHAM e SENIL (p>0,05), ocorrendo uma diminuição 

no grupo OVX, no qual os resultados do PEO foram mais favoráveis que AC nessa conformação. 

Na análise microtomográfica, BV.TV os resultados foram semelhantes em ambos os grupos, 

porém em OVX AC mostrou menor porcentagem de volume ósseo e uma maior porosidade 

(Po(tot)). A análise biomecânica por torque-reverso (N.cm) mostrou que os maiores valores 

pertenciam ao grupo PEO. A dinâmica do tecido ósseo representada pelo turnover ósseo, 

observado através dos fluorocromos (Calceína e Alizarina) mostrou-se similares nos grupos 

experimentais.  As superficies PEO E AC nesse estudo demonstram que possuem uma grande 

capacidade de promoção da formação óssea independente dos tipos ósseos experimentais 

(SHAM, OVX e SENIL), tanto na área de contato osso e implante (ELCOI), quanto para a área 

de osso neoformado (AON). Diante das limitações do estudo in vitro e in vivo, os resultados foram 

esclarecedores para acreditar que o método de texturização aqui testado, por meio da Oxidação 

por Plasma Eletrolítico (PEO), favoreceu à formação óssea, principalmente nos ossos mais 

críticos (OVX), inclusive evidenciando maior maturação óssea nos períodos mais tardios aqui 

analisados.  

 

Palavras chave: Oxidação; Osteoporose; Cultura primária de células; Células mesenquimais 

estromais; Implantes dentários. 

 

  



 

 

Silva WPP. Primary cell culture from low-density bone and analysis periimplantar 

bone repair in osteoporotic rats as a function of surface texturing by electrolytic 

plasma oxidation [dissertation]. Araçatuba: UNESP – São Paulo State University; 

2019. 

ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate a new PEO texturing method with Ca and P 

incorporation on the Ti-6Al-4V surface in low bone density, by means of in vitro, ex vivo and in 

vivo evaluation through topographic and repairment parameters. 57 Wistar rats (Rattus 

novergicus), being 38 at 6 months of age (OXV Groups - submitted to ovariectomy and SHAM 

surgery) and 19 senile rats (18 months of age: SENIL Group) were divided into three subgroups: 

ex-in vivo (n = 9) and in vivo (n = 48). The Groups for ex-in vivo analysis were euthanized and 

femurs were removed and transported in culture medium containing minimal alpha modification 

(α- MEM) medium supplemented with 500 μg / ml gentamicin and 3 μg / ml fungizone. The 

mesenchymal stem cells from bone marrow (MSC-M) of the femur were isolated and cultured in 

growth medium to remain as MSCs. After reaching the subconfluence, the cells were grown on 3 

surfaces of Ti-6Al-4V discs, CONTROL group (machined surface) group AC (surface treated by 

etched-acid) and PEO group (surface treated by Electrolytic Plasma Oxidation with the 

association of Calcium and Phosphorus). Cell viability assays, gene expression of osteoblastic 

markers, bone sialoprotein (BSP) and osteopontin (OPN), alkaline phosphatase (ALP) activity, 

and mineralized matrix formation were performed to evaluate cellular responses. Data were 

submitted to ANOVA 1 factor test or Kruskal-Wallis test (P <0.05). In the groups for the in vivo 

study, after 90 days, an implant was installed on each tibia, one implant to the PEO group and 

another implant of the AC group. After 42 days of implant implantation, eight animals from each 

group underwent euthanasia and their tibiae underwent decalcification for histological and 

immunohistochemical analysis (OPG, RANKL, OC, and TRAP). The other rats, after euthanasia, 

had their tibiae collected and analyzed in computerized microtomography (BV.TV, Tb.Th, Tb.N, 

Tb.Sp and Po (tot)), and then implants submitted to reverse torque in Digital torque wrench 

(N.cm). Another half of the tibiae were processed with inclusion in photopolymerized resin for 

calcified cuts and thus the analysis by confocal microscopy (calcein and alizarin) and then 

histometric analysis. Data were submitted to 1-factor ANOVA or Kruskal-Wallis test, followed 

by Tukey test; p <0.05). The cell viability analysis showed that in all groups, MOH tests for 

SHAM, OVX, and SENIL showed a progressive growth in the different times of 3, 7 and 10 days. 

Evaluation of gene expression through the Runx2, SP7 / Osterix, ALP, BSP, OC and OPN genes 

and immunofluorescence analysis showed a slight tendency for better responses in the CTMs-

 



 

 

MO SHAM for the AC group, CTMs-MO OVX for the PEO group and CTMs-MO SENIS 

features similar in AC and PEO groups. The alkaline phosphatase activity was higher on the PEO 

surface in the SHAM group, the greater expression on the CONTROL surface in the OVX group 

and the SENIL group showed a balance on all surfaces. The PEO surface presented a higher 

formation of mineralization nodules in all groups (21st day). For the in vivo analyzes, the 

histological analysis showed greater bone neoformation in the PEO group when compared to the 

AC group in the SHAM and OVX groups, and in the SENIL group, the results were similar. The 

immunohistochemical evaluation showed a balance in all groups in the comparison of surfaces in 

the TRAP protein, for the remodeling process (OPG and RANKL) and mineralization (OC) in the 

SHAM and SENIL groups (p> 0.05). OVX group, in which PEO results were more favorable than 

AC in this confirmation. In the microtomographic analysis, BV.TV the results were similar in 

both groups, but in OVX AC showed a lower percentage of bone volume and a higher porosity 

(Po (tot)). Biomechanical analysis by torque-reverse (N.cm) showed that the highest values 

belonged to the PEO group. The dynamics of the bone tissue represented by the bone turnover 

observed through the fluorochromes (Calcein and Alizarin) were similar in the experimental 

groups. The PEO and AC surfaces in this study demonstrate that they have a great ability to 

promote bone formation independent of experimental bone types (SHAM, OVX, and SENIL), 

both in the area of bone and implant contact (ELCOI) and in the area of newly formed bone 

(AON). Considering the limitations of the in vitro and in vivo study, the results were enlightening 

to believe that the texturing method tested here, through Electrolytic Plasma Oxidation (PEO), 

favored bone formation, mainly in the most critical bones (OVX), including evidence of increased 

bone maturation in the later periods analyzed here. 

Keywords: Oxidation; Osteoporosis; Primary cell culture; Stromal mesenchymal cells; Dental 

implants. 
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1. Introdução 

Desde o surgimento da utilização do Titânio (Ti) na confecção dos implantes 

médico-odontológicos e dos princípios da osseointegração, surgem constantemente 

publicações na literatura para a investigação deste material. A pesquisa na indústria 

biomédica vem atuando continuamente na busca da melhoria das propriedades estruturais 

e biológicas das texturizações de superfícies dos implantes.  Com objetivos de aumentar 

a resistência mecânica, resistência a corrosão e favorecer as respostas biológicas da 

osteointegração, pela maior área de superfície de contato, atraindo de forma eficaz e mais 

rapidamente células da linhagem osteoblástica, em especial em regiões de menor 

densidade de tecido ósseo [1, 2].  

 Tendo em vista a grande variedade de estudos na área de desenvolvimento de 

técnicas para realizar modificações topográficas e físico-químicas da superfície dos 

implantes dentários, podemos destacar as técnicas de adição e as técnicas de subtração 

[3-7]. 

As técnicas de adição possuem um grande destaque ao promover uma superfície 

do implante com saliências, sendo recobertas por plasma spray de titânio - TPS e de 

hidroxiapatita - HA, recobrimentos com HA e outros fosfatos de cálcio e deposição de 

íons   [8, 9].  As técnicas de subtração por meio da criação de poros e pits na superfície 

do implante, como o eletropolimento, polimento mecânico, tratamentos com ácidos, 

associados ou não ao jateamento com óxido de titânio – TiO2 ou óxido de alumínio – 

Al2O3, oxidação e irradiação com laser [8, 10-12].  

Há comprovação científica de resultados superiores do reparo ósseo nos implantes 

de superfície rugosa quando comparado com superfícies usinadas, sendo está bem 

documentada na literatura [1, 12-14]. O aumento da migração, proliferação celular, 

melhores retenções do coágulo sanguíneo devido ao aumento da área de contato da 

superfície do implante influenciam na melhor e mais rápida osteogênese [6, 12, 14].  

Algumas ligas de titânio e texturizações são empregadas no mercado médico e 

odontológico sem apresentar antes da comercialização, no mínimo, estudos in vitro ou in 

vivo para a investigação das propriedades do material. Isso porque a literatura tem 

mostrado que alguns desses métodos alteram a resistência mecânica, o comportamento 

eletroquímico e as repostas reparacionais do titânio [2, 5, 15-17]. Reunir características 

favoráveis tanto nos aspectos microestruturais como nos aspectos biológicos 
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reparacionais, vem causando uma preocupação diante desta gama de opções de 

texturização [18-20]. 

 A incorporação por meio da técnica de texturização por adição de cálcio, fósforo 

ou hidroxiapatita, elementos que são precipitados na matriz do tecido ósseo, através da 

anodização e o tratamento biomimético [21, 22], são técnicas as quais tem demonstrado 

maior afinidade com as células fundamentais de formação de osso [12, 14, 23]. A 

Oxidação por plasma eletrolítico (PEO) ou também denominado como deposição por 

faísca anódica, apresenta-se recentemente como um novo método para a texturização 

superficial dos implantes, ainda na fase de testes in vitro [24, 25].   

Sendo um fator importante para a osseointegração, a criação de um revestimento 

como alta força adesiva aos substratos, este processo eletroquímico consiste na oxidação 

acompanhada por microdescargas na superfície do Ti ou suas ligas imersos em um 

eletrólito, mostrando uma superioridade mecânica, térmica, além das propriedades 

corrosivas e tricorrosivas, [25-27]. Sendo assim, a oxidação eletrolítica é uma técnica 

promissora com passos simples e com métodos químicos bem controlados para a 

produção de microporos bioativos na superfície dos implantes. [28-30].  

Marques et al. (2015) publicaram dois estudos que avaliaram a PEO para a 

produção de texturização na superfície do Ticp com a incorporação de cálcio, fósforo, 

prata e sílica, com diferentes concentrações destes elementos para estabelecer as melhores 

propriedades estruturais e de biocompatibilidade. As superfícies com as maiores 

concentrações de Ca e P mostraram a formação de uma estrutura cristalina mais 

homogênea, além de poros largos (aparência semelhante a vulcão, comprovado pela 

Microscopia de Força Atômica). Além disso, a PEO com incorporação de Ca/P promoveu 

propriedades antibacterianas nos testes microbiológicos e melhor proliferação de células 

tronco mesenquimais nos testes de cultura de células. Diante destes resultados, os autores 

encorajam novos estudos para a avaliação deste processo de texturização para possibilitar 

o seu emprego no mercado dos implantes dentários [29, 30]. 

 O processo de remodelação contínua do tecido ósseo se faz necessário para manter 

a integridade estrutural e para desempenhar suas funções de suporte e homeostase mineral 

de forma saudável. Este processo de remodelação ocorre em unidades multicelulares 

básicas como osteoclastos, osteoblastos e osteócitos, em um processo dinâmico de 

reabsorção, formação e mineralização óssea. A qualidade do tecido ósseo é um fator 
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essencial para que ocorra o fenômeno da osseointegração, no qual o complexo 

implante/tecido ósseo perimplantar será submetido à constantes oscilações térmicas, 

químicas e mecânicas ao longo da vida em um processo de remodelação acoplada [31, 

32]. 

Quando ocorre algum fator que altere o balanceamento do catabolismo e 

anabolismo, ocorre uma perda da qualidade do tecido ósseo resultando no 

desenvolvimento de uma condição patológica, comprometendo a taxa de sucesso dos 

implantes osseointegráveis [33, 34]. 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) definiu a osteoporose como “uma 

doença esquelética sistêmica caracterizada por baixa massa óssea e deterioração na 

microarquitetura do tecido ósseo, com consequente aumento da fragilidade óssea e 

susceptibilidade à fratura” (OMS, 1993). Esta alteração sistêmica que causa diminuição 

expressiva da densidade óssea, não está posicionada como uma contraindicação no 

tratamento reabilitador de acordo com a literatura, porém, reduzem a taxa de 

sobrevivência dos implantes [33-35]. Esta desordem do metabolismo ósseo é 

classicamente reconhecida como um problema de saúde significativo em mulheres, pela 

depleção no fornecimento de estrógeno na fase pós-menopausa [36-38].  

A necessidade de realização de novos estudos que busquem uma otimização do 

processo de reparo ósseo continuo no complexo implante/tecido ósseo periimplantar em 

indivíduos que tendem a desenvolver uma condição sistêmica desfavorável, como a 

osteoporose é de suma importância, tendo em vista que a expectativa de vida e o acesso 

facilitado à tratamentos reabilitadores como implantes dentários estão em crescimento 

contínuo [39-41]. 

2. Objetivos 

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar um novo método de texturização por 

PEO com incorporação de Ca e P na superfície do Ti-6Al-4V em ossos de baixa 

densidade, por meio de avaliação in vitro, ex-in vivo e in vivo, em função de parâmetros 

topográficos e reparacionais. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Diante das limitações do estudo in vitro e in vivo, os resultados foram 

esclarecedores para acreditar que o método de texturização aqui testado, por meio da 

Oxidação por Plasma Eletrolítico (PEO), favoreceu à formação óssea, tanto em ossos de 

baixa densidade (OVX e SENIL) quanto em ossos considerados como “normais” 

(SHAM), inclusive evidenciando maior maturação óssea nos períodos mais tardios aqui 

analisados.  
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