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Silva WPP. Cultura de células osteogénicas primarias a partir de osso de baixa
densidade e analise do reparo 6sseo periimplantar em ratas osteopordéticas em
funcdo da texturizacdo de superficie por meio da oxidacdo por plasma eletrolitico
[dissertacdo]. Aracatuba: UNESP - Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2019

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar um novo método de texturizagdo por PEO com incorporagdo
de Ca e P na superficie do Ti-6Al-4V em 0ssos de baixa densidade, por meio de avaliagdo in vitro,
ex-in vivo e in vivo, em fungdo de parametros topograficos e reparacionais. 57 ratas Wistar (Rattus
novergicus), sendo 38 ratas com 6 meses de idade (Grupos OXV - submetidas a ovariectomia e
SHAM - cirurgia ficticia) e 19 ratas senis (18 meses de idade: Grupo SENIL), foram divididas
para realizagdo do estudo ex-in vivo (n=9) e in vivo (n=48). Os grupos para analise ex-in vivo
foram submetidos a eutanasia e os fémures foram removidos e transportados em meio de cultura
contendo meio essencial minimo modificacdo alfa (a- MEM) suplementado com 500 pg/mL de
gentamicina e 3 pg/mL de fungisona. As células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTMs-
MO) dos fémures, foram isoladas e cultivadas em meio de crescimento para manterem-se como
CTMs. Apos alcangar a subconfluéncia, as células foram cultivadas em 3 superficies de discos de
Ti-6Al-4V, grupo CONTROLE (superficie usinada) grupo AC (superficie tratada por Ataque
Acido e Jateamento) e grupo PEO (superficie tratada por Oxidac&o de Plasma Eletrolitico com
associacdo de Célcio e Fosforo). Para avaliacdo das respostas celulares foram realizados ensaios
de viabilidade celular, expressdo génica de marcadores osteoblasticos, imunolocalizagdo de
sialoproteina 6ssea (BSP) e osteopontina (OPN), atividade da fosfatase alcalina (ALP) e formagao
de matriz mineralizada. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA 1 fator ou Kruskal-Wallis
(p <0,05). Nos experimentos in vivo, apds 90 dias, foi instalado um implante em cada tibia, sendo
um implante pertencente ao grupo PEO e o outro implante do grupo AC. Apos 42 dias da
instalacdo dos implantes, 8 animais de cada grupo foram submetidos a eutanésia e suas tibias
passaram pela descalcificacdo, para a analise histoldgica e imunoistoquimica (OPG, RANKL, OC
e TRAP). As demais ratas, apds a eutandsia, tiveram suas tibias coletadas e analisadas em
microtomografia computadorizada (BV.TV, Tb.Th, Th.N, Th.Sp e Po(tot)) e, em seguida o0s
implantes submetidos ao torque reverso em torquimetro digital (N.cm). A outra metade das tibias
foram processadas com inclusdo em resina fotopolimerizadas para cortes calcificados e assim, a
analise por microscopia confocal (calceina e alizarina) e em seguida, analise histométrica. Os
dados foram submetidos ao teste ANOVA 1 fator ou Kruskal-Wallis, seguido de p0s teste Tukey;

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



para SHAM, OV X e SENIL apresentaram um crescimento progressivo nos diferentes tempos de
3, 7 e 10 dias. Avaliacdo da expressdo génica através dos genes Runx2, SP7/Osterix, ALP, BSP,
OC e OPN e analise pela imunofluorecéncia apresentaram uma leve tendéncia de melhores
respostas nas CTMs-MO SHAM para o grupo AC, CTMs-MO OV X para o grupo PEO e CTMs-
MO SENIS caracteristicas semelhantes nos grupos AC e PEO. A atividade da fosfatase alcalina
ocorreu maior expressao na superficie PEO no grupo SHAM, maior expressdo na superficie
CONTROLE no grupo OVX e no grupo SENIL houve um equilibrio em todas as superficies. A
superficie PEO apresentou maior formacao de nddulos de mineralizacdo (21° dia) em todos os
grupos. Nos experimentos in vivo, as analises histolégicas mostrou maior neoformacao 6ssea no
grupo PEO guando comparado ao grupo AC nos grupos SHAM e OV X, e no grupo SENIL foram
similares os resultados. A avaliacdo imunoistoquimica demonstrou um equilibrio em todos os
grupos na comparacao de superficies na proteina TRAP, para o processo de remodelacéo (OPG e
RANKL) e mineralizagdo (OC) nos grupos SHAM e SENIL (p>0,05), ocorrendo uma diminuicao
no grupo OVX, no qual os resultados do PEO foram mais favoraveis que AC nessa conformagao.
Na analise microtomografica, BV.TV os resultados foram semelhantes em ambos 0s grupos,
porém em OVX AC mostrou menor porcentagem de volume 6sseo e uma maior porosidade
(Po(tot)). A analise biomecanica por torque-reverso (N.cm) mostrou que 0s maiores valores
pertenciam ao grupo PEO. A dindmica do tecido désseo representada pelo turnover ésseo,
observado através dos fluorocromos (Calceina e Alizarina) mostrou-se similares nos grupos
experimentais. As superficies PEO E AC nesse estudo demonstram que possuem uma grande
capacidade de promogdo da formacdo Ossea independente dos tipos 0sseos experimentais
(SHAM, OVX e SENIL), tanto na area de contato 0sso e implante (ELCOI), quanto para a area
de osso neoformado (AON). Diante das limitagdes do estudo in vitro e in vivo, os resultados foram
esclarecedores para acreditar que o método de texturizagdo aqui testado, por meio da Oxidagdo
por Plasma Eletrolitico (PEO), favoreceu a formacdo dssea, principalmente nos 0ssos mais
criticos (OVX), inclusive evidenciando maior maturacdo 6ssea nos periodos mais tardios aqui

analisados.

Palavras chave: Oxidagdo; Osteoporose; Cultura priméaria de células; Células mesenquimais

estromais; Implantes dentérios.



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]. Aracatuba: UNESP — Sdo 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
(a- MEM) medium supplemented with 500 ug / ml gentamicin and 3 pg / 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, Th.Th, Th.N,
Th.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 OV X 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). OV X 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. Introducéo

Desde o surgimento da utilizacdo do Titénio (Ti) na confeccdo dos implantes
médico-odontoldgicos e dos principios da osseointegracdo, surgem constantemente
publicacdes na literatura para a investigacdo deste material. A pesquisa na industria
biomédica vem atuando continuamente na busca da melhoria das propriedades estruturais
e bioldgicas das texturizacdes de superficies dos implantes. Com objetivos de aumentar
a resisténcia mecanica, resisténcia a corrosdo e favorecer as respostas bioldgicas da
osteointegracdo, pela maior area de superficie de contato, atraindo de forma eficaz e mais
rapidamente células da linhagem osteoblastica, em especial em regibes de menor
densidade de tecido dsseo [1, 2].

Tendo em vista a grande variedade de estudos na area de desenvolvimento de
técnicas para realizar modificacbes topograficas e fisico-quimicas da superficie dos
implantes dentarios, podemos destacar as técnicas de adicdo e as técnicas de subtracdo
[3-7].

As técnicas de adicdo possuem um grande destaque ao promover uma superficie
do implante com saliéncias, sendo recobertas por plasma spray de titanio - TPS e de
hidroxiapatita - HA, recobrimentos com HA e outros fosfatos de calcio e deposicdo de
fons [8,9]. As técnicas de subtracdo por meio da criacdo de poros e pits na superficie
do implante, como o eletropolimento, polimento mecanico, tratamentos com acidos,
associados ou ndo ao jateamento com éxido de titanio — TiO2 ou 6xido de aluminio —

Al>O3, oxidacdo e irradiacdo com laser [8, 10-12].

Ha comprovacao cientifica de resultados superiores do reparo 6sseo nos implantes
de superficie rugosa quando comparado com superficies usinadas, sendo esta bem
documentada na literatura [1, 12-14]. O aumento da migragédo, proliferacdo celular,
melhores retencdes do codgulo sanguineo devido ao aumento da area de contato da
superficie do implante influenciam na melhor e mais rapida osteogénese [6, 12, 14].

Algumas ligas de titanio e texturizagdes sdo empregadas no mercado médico e
odontoldgico sem apresentar antes da comercializagdo, no minimo, estudos in vitro ou in
vivo para a investigacdo das propriedades do material. Isso porque a literatura tem
mostrado que alguns desses métodos alteram a resisténcia mecanica, 0 comportamento
eletroquimico e as repostas reparacionais do titanio [2, 5, 15-17]. Reunir caracteristicas

favoraveis tanto nos aspectos microestruturais como nos aspectos bioldgicos
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reparacionais, vem causando uma preocupacdo diante desta gama de opcles de

texturizagéo [18-20].

A incorporacdo por meio da técnica de texturizacdo por adicdo de célcio, fésforo
ou hidroxiapatita, elementos que s&o precipitados na matriz do tecido 6sseo, através da
anodizagdo e o tratamento biomimético [21, 22], s&o técnicas as quais tem demonstrado
maior afinidade com as células fundamentais de formacdo de osso [12, 14, 23]. A
Oxidacdo por plasma eletrolitico (PEO) ou também denominado como deposi¢do por
faisca anodica, apresenta-se recentemente como um novo método para a texturizacao

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

Sendo um fator importante para a osseointegracdo, a criacdo de um revestimento
como alta forca adesiva aos substratos, este processo eletroquimico consiste na oxidacéo
acompanhada por microdescargas na superficie do Ti ou suas ligas imersos em um
eletrélito, mostrando uma superioridade mecanica, térmica, além das propriedades
corrosivas e tricorrosivas, [25-27]. Sendo assim, a oxidacdo eletrolitica € uma técnica
promissora com passos simples e com métodos quimicos bem controlados para a

producdo de microporos bioativos na superficie dos implantes. [28-30].

Marques et al. (2015) publicaram dois estudos que avaliaram a PEO para a
producdo de texturizacdo na superficie do Ticp com a incorporacdo de calcio, fésforo,
prata e silica, com diferentes concentracGes destes elementos para estabelecer as melhores
propriedades estruturais e de biocompatibilidade. As superficies com as maiores
concentracdes de Ca e P mostraram a formacdo de uma estrutura cristalina mais
homogénea, além de poros largos (aparéncia semelhante a vulcdo, comprovado pela
Microscopia de Forca Atémica). Além disso, a PEO com incorporacéo de Ca/P promoveu
propriedades antibacterianas nos testes microbioldgicos e melhor proliferacéo de células
tronco mesenquimais nos testes de cultura de células. Diante destes resultados, os autores
encorajam novos estudos para a avaliagao deste processo de texturizacdo para possibilitar

0 seu emprego no mercado dos implantes dentarios [29, 30].

O processo de remodelagédo continua do tecido 6sseo se faz necessario para manter
a integridade estrutural e para desempenhar suas func¢des de suporte e homeostase mineral
de forma saudavel. Este processo de remodelacdo ocorre em unidades multicelulares
basicas como osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos, em um processo dindmico de
reabsorcdo, formacéo e mineralizacdo dssea. A qualidade do tecido dsseo é um fator
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essencial para que ocorra o fendmeno da osseointegracdo, no qual o complexo
implante/tecido 6sseo perimplantar serd submetido a constantes oscilagcdes térmicas,
quimicas e mecénicas ao longo da vida em um processo de remodelagéo acoplada [31,
32].

Quando ocorre algum fator que altere o balanceamento do catabolismo e
anabolismo, ocorre uma perda da qualidade do tecido &sseo resultando no
desenvolvimento de uma condicdo patoldgica, comprometendo a taxa de sucesso dos

implantes osseointegraveis [33, 34].

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu a osteoporose como “uma
doenca esquelética sistémica caracterizada por baixa massa 0ssea e deterioracdo na
microarquitetura do tecido dsseo, com consequente aumento da fragilidade Ossea e
susceptibilidade a fratura” (OMS, 1993). Esta alteracdo sistémica que causa diminuicao
expressiva da densidade dssea, ndo esta posicionada como uma contraindicagdo no
tratamento reabilitador de acordo com a literatura, porém, reduzem a taxa de
sobrevivéncia dos implantes [33-35]. Esta desordem do metabolismo d&sseo é
classicamente reconhecida como um problema de salde significativo em mulheres, pela
deplecédo no fornecimento de estrogeno na fase pos-menopausa [36-38].

A necessidade de realizacdo de novos estudos que busquem uma otimizacao do
processo de reparo 6sseo continuo no complexo implante/tecido 6sseo periimplantar em
individuos que tendem a desenvolver uma condigdo sistémica desfavoravel, como a
osteoporose é de suma importancia, tendo em vista que a expectativa de vida e 0 acesso
facilitado a tratamentos reabilitadores como implantes dentéarios estdo em crescimento
continuo [39-41].

2. Objetivos

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar um novo método de texturizagéo por
PEO com incorporacdo de Ca e P na superficie do Ti-6Al-4V em o0ssos de baixa
densidade, por meio de avaliagdo in vitro, ex-in vivo e in vivo, em funcdo de parametros

topograficos e reparacionais.
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6. CONCLUSAO

Diante das limitagdes do estudo in vitro e in vivo, os resultados foram
esclarecedores para acreditar que o método de texturizacdo aqui testado, por meio da
Oxidag&o por Plasma Eletrolitico (PEO), favoreceu a formagao dssea, tanto em 0ssos de
baixa densidade (OVX e SENIL) quanto em 0ssos considerados como “normais”
(SHAM), inclusive evidenciando maior maturacdo 0ssea nos periodos mais tardios aqui
analisados.
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