AiYiv  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\/Y
u nesp " 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aragatuba

STEFANY BARBOSA

Avaliacdo do potencial osteoindutor de implantes e
miniplacas com revestimento a base de vidro bioativo via
oxidacao por plasma eletrolitico na otimizacéao do reparo

dsseo em ratos diabéticos

Aracatuba
2023



STEFANY BARBOSA

Avaliacdo do potencial osteoindutor de implantes e
miniplacas com revestimento a base de vidro bioativo via
oxidacao por plasma eletrolitico na otimizacdo do reparo

dsseo em ratos diabéticos

Tese apresentada a Faculdade de
Odontologia de Aragatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— UNESP, como parte dos requisitos para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Odontologia.

Orientador: Prof. Associado Leonardo
Perez Faverani

Aracatuba
2023



Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

Barbosa, Stéfany.

B238a Avaliacédo do potencial osteoindutor de implantes e
miniplacas com revestimento a base de vidro bioativo
via oxidacgao por plasma eletrolitico na otimizacéo do
reparo 0sseo em ratos diabéticos / Stéfany Barbosa. —

Aracatuba, 2023

59 f. :il.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Orientador: Prof. Leonardo Perez Faverani

1. Regeneracao 0ssea 2. Implantes dentérios 3. Ma-
teriais biocompativeis I. T.

Black D7
CDD 617.6

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550




Aos meus pais, Maria Estela Bertechini Barbosa e
Fidelcino Barbosa que sempre me apoiaram em

todas as minhas escolhas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me permitir concluir mais essa fase da minha

vida académica.

A Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, na pessoa do diretor
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba Prof. Prof. Tit. Glauco Issamu Miyahara e

do Vice-Diretor Prof. Tit. Alberto Carlos Botazzo Delbem.

As agéncias de fomento Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001 e a Fundacédo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP) (Processo n° 2021/04001-8) pelo
auxilio no formato de bolsa de pds-graduacao.

A0S meus pais que sempre me apoiam em todas as minhas escolhas, que sempre
entendem os momentos de auséncia e que fazem o possivel e impossivel para me

ver realizar 0s meus sonhos.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Leonardo Perez Faverani, por confiar no meu trabalho
e estar sempre disponivel para me ajudar. Sou muito grata de aprender todos os dias

com vocé e pela amizade que estamos cultivando.

Aos professores da pos-graduacao, que sempre estdo ao nosso lado nos enchendo
de conhecimento. Em especial, a Prof. Dra. Ana Paula Farnezi Bassi, que tenho
como exemplo de sabedoria, de cuidado com os pacientes e de profissional e ao Prof.
Dr. Edilson Ervolino, que participou ativamente do desenvolvimento desse trabalho

e pelo qual tenho um grande carinho.

Aos colegas da pos-graduacao, em especial as minhas amigas Mirela Caroline Silva,
Ana Maira Pereira Baggio e Stefani Ferrioli, que foram minhas parceiras desses

dois anos e me garantiram varios momentos felizes.

Ao meu companheiro Vitor Henrique Alves da Cruz, que foi minha forga em muitos
momentos dificeis e que sempre esta torcendo pela minha felicidade e sucesso. Amo

VOCE.

Ao colega Raphael Cavalcante Costa e ao Prof. Dr. Valentim Adelino Ricardo
Baréo, por todo o auxilio neste trabalho, da idealizacéo até o seu desenvolvimento.

Sou muito grata a voOcés.



Atodos os funcionarios da FOA-UNESP que trabalham com muito carinho para que

a faculdade funcione perfeitamente.

Aos animais, por doarem sua vida em prol a ciéncia e permitirem assim, melhorar

condicles de saude a vérias pessoas.



BARBOSA, S. Avaliacdo do potencial osteoindutor de implantes e miniplacas
com revestimento a base de vidro bioativo via oxidacdo por plasma eletrolitico
na otimizagcdo do reparo 6sseo em ratos diabéticos. 2023. 59 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
2023.

RESUMO

Diante dos efeitos promissores do biovidro no reparo 6sseo, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar a capacidade osteoindutora do revestimento vidro bioativo
sintetizado via oxidacdo por plasma eletrolitico na neoformacdo éssea de ratos
diabéticos. Para isso, implantes de titanio comercialmente puro (Ticp) foram
revestidos por PEO-BG (~ 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, caracteriza¢cbes de superficie
foram conduzidas para confirmar a topografia (Microscopia Confocal de Varredura a
Laser — CLSM), composicdo quimica (Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS)
e propriedades fisico-quimicas (Perfilometria e Molhabilidade) das amostras. Em
seguida, o estudo in vivo foi conduzido utilizando ratos Wistar (n = 27) e um protocolo
de inducédo da diabetes mellitus pela administracao de estreptozotocina (35mg/kg) foi
empregado. Apos 30 dias, os animais foram aleatoriamente distribuidos para passar
por cirurgia de instalacdo de implantes osseointegraveis ou para confeccao de fraturas
femorais seguida da fixacdo com miniplacas do sistema 1.5mm. Os grupos
experimentais consistiram em: Implante com superficie comercialmente disponivel de
jateamento de zircénia seguida de duplo ataque acido (grupo ZrAC) e implante tratado
por PEO-BG (grupo PEO-BG/Implante) e para as placas, foram utilizadas placas
convencionalmente comercializadas, com superficie apenas usinada (grupo CONV) e
placas tratadas por PEO-BG (Grupo PEO-BG/Placa). Nos periodos de 14 e 28 dias
pos-operatorios, os animais foram submetidos a eutanasia e processamento
laboratorial para analise histométrica e imunoistoquimica (BMP-2, OPG, RANKL e
OCN), considerando o nivel de significancia de p<0,05 para a analise estatistica. As
caracterizacdes topograficas demonstraram que o revestimento PEO-BG foi
reproduzido com sucesso, ocorrendo a efetiva incorporagdo dos elementos do
biovidro, além de formacdo de uma superficie com inimeras rugosidades, alta
molhabilidade e maior area de superficie disponivel. Com relacéo aos resultados, faz-

se necessario esclarecer que em decorréncia da condicdo de diabetes mellitus ao qual



todos os animais foram submetidos, houve uma alta incidéncia de infeccao nos locais
cirdrgicos nos periodos pos-operatérios, mesmo sem ocorrer deiscéncia de sutura e
presenca de contaminantes externos, com isso, as amostras de placas foram
fortemente afetadas pela infeccéo e ndo apresentaram reparo tecidual. Dessa forma,
nao foi possivel considerar tais amostras na analise e, portanto, 0os pontos positivos
aqui elencados fazem referéncia apenas as amostras do estudo desenvolvido com
implantes. A reducdo da densidade Ossea mineral em decorréncia da Diabete
experimentalmente induzida foi comprovada a partir da analise biomecéanica, onde os
animais diabéticos apresentaram valores de rigidez e de forca maxima
significativamente menores que o0s animais saudaveis (p<0,05). Os resultados
referentes aos implantes demonstraram maior area de osso neoformado e maior area
de contato osso-implante para o grupo PEO-BG em ambos os periodos pos-
operatorios (14 e 28 dias) (p<0,05), com perfil inflamatério compativel com as fases
do reparo tecidual. As expressfes de BMP-2, RANKL, OPG e OCN corroboraram com
os resultados de formacdo 6ssea e reforcaram o entendimento de que PEO-BG
otimizou o reparo 6sseo periimplantar. Dessa forma, o revestimento de PEO-BG
apresentou efetivamente uma atividade osteoindutora e atuou melhorando as
condicBes de reparo 0sseo periimplantar, o que por sua vez tem grande potencial para

favorecer a osseointegracao dos implantes.

Palavras-chave: Regeneracdo 6ssea. Implantes dentarios. Materiais biocompativeis.



BARBOSA, S. Evaluation of the osteoinductive potential of implants and
miniplates coated with bioactive glass via electrolytic plasma oxidation in
optimizing bone repair in diabetic rats. 2023. 59 f. Dissertation (Master's) — Faculty
of Dentistry, S&o Paulo State University, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Given the promising effects of bioglass on bone repair, this study aimed to evaluate
the osteoinductive potential of the PEO-BG coating synthesized via oxidation by
electrolytic plasma on new bone formation in diabetic rats. For this, implants of
commercially pure titanium (Ticp) were coated with PEO-BG (~ 45.0 Si, 24.5 Ca, 24.5
Na, 6.0 P; m/v %) via PEO (500 V, 1000 Hz, duty cycle of 10 %, 420 sec). Initially,
surface characterizations were conducted to confirm the topography (Confocal Laser
Scanning Microscopy — CLSM), chemical composition (Energy Dispersive
Spectroscopy — EDS) and physical-chemical properties (Prophylometry and Wetability)
of the samples. Then, the in vivo study was conducted using Wistar rats (n = 27) and
a protocol of induction of diabetes mellitus by administering streptozotocin (35mg/kg)
was applied. After 30 days, the animals were randomly assigned to undergo surgery
to implants placement or create femoral fractures, followed by fixation with miniplates
of the 1.5mm system. The experimental groups were: Implant with commercially
available surface of zirconia blasting followed by double acid etching (ZrAC group) and
implant treated with PEO-BG (PEO-BG/Implant group) and for the plates,
conventionally commercialized plates were used, with only machined surface (CONV
group) and PEO-BG treated surface (PEO-BG/Board group). At 14 and 28
postoperative days, the animals were euthanized and the samples were lab processing
for histometric and immunohistochemical (BMP-2, OPG, RANKL, and OCN) analysis,
considering the level of significance of p<0.05 for the statistical analysis. The
topographical characterizations demonstrated that the PEO-BG coating was
successfully reproduced, with the effective incorporation of the bioglass elements, in
addition to the formation of a surface with numerous roughness, high wettability and
greater available surface area. Regarding the results, it is necessary to clarify that due
to the condition of diabetes mellitus to which all the animals were submitted, there was
a high incidence of infection in the surgical sites in the postoperative periods, even
without suture dehiscence and the presence of external contaminants. Therefore, the

plate samples were strongly affected by the infection and did not show tissue repair.



Thus, it was not possible to consider such samples in the analysis and the positive
points listed here refer only to samples from the study developed with implants. The
decreasing in mineral bone density as a result of experimentally induced diabetes was
proven from the biomechanical analysis, where diabetic animals had lower values of
stiffness and maximum strength significantly compared to healthy animals (P<0.05).
The implants data showed a greater newly formed bone and bone-implant contact for
the PEO-BG group in both postoperative periods (14 and 28 days) (P<0.05), with an
inflammatory profile compatible with the stages of tissue repair. BMP-2, RANKL, OPG
and OCN immunolabeling corroborated the bone formation results and reinforced the
understanding that PEO-BG optimized peri-implant bone repair. Microtomographic
analysis demonstrated a significantly superior bone volume and percentage pattern for
PEO-BG, as well as superior bone quality parameters. Thus, the PEO-BG coating
effectively presented an osteoinductive activity and acted to improve the conditions of
peri-implant bone repair, which it has great potential to favor the osseointegration of

implants.

Keywords: Bone regeneration. Dental implants. Biocompatible materials.
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1 INTRODUCAO

A reparacédo 6ssea é um procedimento complexo que demanda de interacdes
celulares, disponibilidade de citocinas, matriz osteocondutora e de um bom
suprimento vascular para que ocorra adequadamente (1). Nesse contexto,
implantodontistas e cirurgides bucomaxilofaciais podem encontrar dificuldades em
reabilitacbes orais e no tratamento de fraturas (2—4). Similarmente, os médicos
ortopedistas também compartilham este desafio terapéutico, especialmente em
situacdes de pacientes politraumatizados, em que condi¢cdes inerentes ao trauma
como magnitude, direcéo e tipo de forca aplicada podem ter implicancias diretas no
prognéstico (1,5). A somatoria de todos esses fatores aumenta as chances de perda
de implantes, infeccdo poés-fixacdo de fraturas e ma consolidacdo O6ssea. Além da
elevacdo dos custos dos procedimentos, aumento do tempo de internacdo e maior

morbidade ao paciente (6-9).

Na literatura, também € bem estabelecido que alguns fatores locais do
hospedeiro podem interferir diretamente na qualidade do tratamento como a qualidade
0ssea, localizacdo anatdbmica, presenca de infec¢cdes locais e até mesmo a influéncia
de alguns protocolos terapéuticos sistémicos, como as medicacdes antirreabsortivas
(10-12). Além destes fatores, é importante destacar que alteracfes sistémicas como
a diabete mellitus, artrite reumatoide, desnutricdo, anemia, hipovitaminoses,
osteopenia, osteoporose e anemia podem influenciar negativamente no reparo 6sseo
(12-14).

Dentre as condi¢Bes sistémicas mencionadas, a diabete mellitus € uma doenca
que afeta o metabolismo 0sseo diretamente, modificando a expressdo génica
associada a atividade dos osteoblastos e inibindo a maturacdo e metabolismo de
células tronco mesenquimais. Em adicao, a diabetes ocasiona uma reducao nos niveis
de Vitamina D e consequente aumento na liberacdo de Paratorménio (PTH), o que
estimula a atividade osteoclastogénica e aumenta o risco de fraturas (15-17).
Consequentemente, o paciente com diabetes apresenta uma inflamacao tecidual
cronica e dificuldade de cicatrizacdo generalizada, apresentando uma qualidade
0ssea ruim e baixa renovagdo do tecido 0sseo. Desta forma, a diabetes € uma
condicdo desafiadora para a instalacdo de implantes osseointegraveis e fixacdo de

fraturas com miniplacas/placas (12,18,19).
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Para tentar superar este problema e aumentar a sobrevida dos tratamentos,
estratégias terapéuticas visando aprimorar o0 processo de reparacdo Ossea em
pacientes portadores de diabetes mellitus vem sendo amplamente investigado na area
biomédica. Dentre as possiveis estratégias, os revestimentos de superficie tém sido
amplamente investigados em diferentes sistemas de implantes e componentes
protéticos e, recentemente, também em miniplacas de Ti (20). De maneira geral, 0s
revestimentos de superficies sdo produzidos por diferentes métodos de sintese,
demonstrando comportamento 6sseo superior in vitro, quando comparado com
superficies usinadas (sem tratamento) (21-23). Estes achados sao atribuidos as
melhores propriedades mecanicas, fisico-quimicas e resisténcia a corrosdo, sendo
importantes caracteristicas quando se visa a neoformacdo 6ssea em condi¢cbes

desafiadoras como no cenario da diabetes (22,24,25).

Dentre as inlUmeras técnicas de revestimento existentes, a oxidacao por plasma
eletrolitico (PEO) (26,27) tem sido empregada pelo nosso grupo (20,28-30) e por
outros (31-33), como uma via para aumentar o potencial de osseointegragao de
dispositivos biomédicos implantaveis. Conceitualmente, o PEO € um método simples
de processos eletroquimicos de oxidacdo que permite a formacdo de topografias
complexas (em escala um), modificando as propriedades superficies do material
(rugosidade, molhabilidade, energia livre de superficie e/ou camada de 6xido). Em
termos de reparo 0sseo, estudos in vitro tém evidenciado que a complexa topografia
dos revestimentos de PEO proporcionam uma maior area de superficie de contato,
consequentemente, favorecem uma melhor interacéo de proteinas e células humanas
com a superficie experimental (34,35). Este mecanismo foi também testado in vivo,
demonstrando que superficies tratadas com PEO, de fato, aumentam a area de
contato entre osso/implante, acelerando o reparo tecidual e promovendo uma maior
area de osso neoformado em fraturas femorais, quando comparado a superficies
comercialmente disponiveis (20,28,30). Ainda, o PEO é um método eficiente para
incorporar também elementos bioativos visando potencializar os efeitos beneficios

obtidos por meio das modificagées de superficie.

Nesta perspectiva, o estudo prévio de Costa et al. (2020) desenvolveu e
caracterizou, pela primeira vez na literatura, um revestimento para implantes dentarios
bioinspirado na composicao do biovidro 45S5-bioglass®. Esse revestimento (PEO-BG)

foi produzido por PEO sobre a superficie de discos de Ti utilizando agentes
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precursores do 45S5-bioglass® em solucdo eletrolitica (SiO2, CaO, nao, P20s). O
PEO-BG mostrou ser altamente aderente ao substrato, com alta resisténcia a corrosédo
e ao desgaste triboldgico, importantes caracteristicas anteriormente nao atingidas por
outros métodos de deposicdo. Aléem disso, PEO-BG apresenta biocompatibilidade
com células humanas e mecanismos biolégicos in vitro semelhantes ao 45S5-
bioglass®. Em sintese, os efeitos biol6gicos sdo baseados na lixiviacdo de ions
bioativos (Si, Ca, P e Na) do PEO-BG, que leva ao aumento do pH do meio e,
conseguentemente, a precipitacdo mais rapida de uma camada de apatita e a maior
adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo. Portanto, o PEO-BG possui
caracteristicas positivas e superiores para osseointegracdo e neoformacdo O6ssea
(36), quando comparado com superficies controle: maquinada ou comercial

(jateamento de aluminio seguido de ataque acido; SLA).

Assim, tendo em vista 0s excelentes resultados encontrados in vitro, para
confirmar que a superficie PEO-BG desenvolvida é promissora para aplicacfes
biomédicas, é de suma importancia avaliar o desempenho deste revestimento em
modelos animais capazes de captar todo o espectro de interacées com o hospedeiro
e comprovar a possivel estimulacdo de células osteogénicas para a producdo de
matriz 6ssea in vivo. Além disso, foi hipotetizado (36) que o PEO-BG poderia promover
habilidades osteoindutivas e osteocondutivas devido ao mecanismo de liberacéo
ibnica, o que ainda ndo havia sido estudado considerando amostras de implantes
dentarios e miniplacas em situacdes criticas de reparo 6sseo, como o que foi simulado

pelo uso de modelo animal diabético como desenvolvido neste estudo.
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2 OBJETIVOS

O presente teve como objetivo geral avaliar a capacidade osteoindutora de
implantes e miniplacas com revestimento a base de vidro bioativo via oxidacdo por
plasma eletrolitico na otimizacdo do reparo 6sseo em ratos diabéticos. Os objetivos

especificos desse estudo foram:

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

2) Caracterizar as superficies experimentais em termos de morfologia,

topografia, composicao quimica e propriedades fisico-quimicas;

3) Avaliar in vivo o efeito modulatério da resposta imuno-inflamatério do

hospedeiro na presenca do revestimento PEO-BG em tecidos descalcificados;

4) Investigar in vivo o potencial de osseointegracao dos tecidos calcificados na

presenca de implantes e miniplacas revestidas com PEO-BG.

A hipétese nula desta pesquisa € que o tipo de texturizacdo nao influenciara

nos parametros reparacionais a serem analisados.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho, 18 implantes de titanio comercialmente
puro, grau 4, foram fornecidos pela empresa DSP (DSP Biomedical, Ouro Verde I,
Campo Largo — PR) com superficie tratada por jateamento com zircOnia e duplo
ataque acido, de modo comercialmente disponivel e seguindo os parametros da
empresa e representando a superficie denominada de ZrAC. Além disso, a mesma
empresa, forneceu 18 implantes de superficie lisa, ou seja, sem nenhum tipo de
texturizacdo, a qual foi encaminhada para receber o revestimento a base de vidro

bioativo por oxidacao por plasma eletrolitico (PEO-BG/Implante).

Com relacéo as miniplacas, a empresa Traumec (Traumec Health Technology-
Distrito Industrial, Rio Claro — SP) forneceu no total 30 miniplacas de titanio
comercialmente puro, grau 4, de modo que 15 foram mantidas sem nenhum
tratamento, para representar o grupo controle usinado convencionalmente disponivel
(CONV/Placa), enquanto o restante, foram revestidas por meio da técnica de PEO-
BG (PEO-BG/Placa).

Para o estudo em modelo animal, 27 ratos Wistar foram induzidos a uma
condicdo de diabetes mellitus e realizada cirurgias de instalacdo de implantes em tibia
e confeccdo de fraturas e osteossintese com miniplacas em fémures. A escolha de
diferentes sitios cirtrgicos foi baseada na microarquitetura éssea dos respectivos
0ssos longos em animais, onde sabe-se que a tibia €, no rato, 0 0sso que mais se

assemelha as caracteristicas do 0sso alveolar humano(37).

Além disso, a escolha do fémur para reparo ap6s simulacao de fratura, pois se
sabe que diante de condicbes sistémicas que culminam em reducdo de densidade
mineral 0ssea, esse 0ss0, assim como no fémur humano, é o que mais apresenta

repercussoes e limitagcdes do reparo (37).

A determinacao da utilizacao de grupo controle ou teste foi realizada de forma
aleatoria, por meio do website https://www.random.org/, tanto para a instalagdo de
implantes quanto para osteossintese. Neste momento o operador ndo pdde ser cego
devido a topografia visualmente diferente entre os grupos controle e experimental,

entretanto, todas as analises foram realizadas por um pesquisador cego (38).

O numero de amostras por grupo foi determinado através da ferramenta

“Sample Size for Anova” do programa SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs and Data
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Analysis, San Jose, California, USA) considerando resultados de desfecho primario
em artigos prévios e com metodologia semelhante, desse modo, para determinacao
da amostra para instalagdo de implantes, foi utilizada uma diferenca entre médias de
144,3, desvio padréo de 41.13 e poder estatistico de 95%, obtendo-se um n=4 tibias
(28). Para o calculo amostral para osteossintese, utilizou-se uma diferenca de 0.11,
desvio padréo de 0.02 e poder estatistico de 95%, obtendo-se n= 4 fémures (29). Foi
adicionada uma tibia e um fémur para os respectivos nimeros amostrais, devido ao
risco de perdas e complicacées, o que é sustentado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), sendo n= 5 para implantes e n= 4 para miniplacas, por grupamento
de analises (Grupo A — descalcificados e Grupo B- calcificados) e por tempo
experimental (14 e 28 dias para grupo A e apenas 28 dias para grupo B), totalizando
em 15 tibias (ZrAc/Implante e PEO-BG/Implante) e 12 fémures (CONV/Placa e PEO-
BG/Placa).

3.1 Texturizacéo de superficie das amostras

3.1.1 Revestimento a base de vidro bioativo por oxidagcdo por plasma eletrolitico

Para a realizacdo do revestimento de PEO-BG, as amostras (implantes e
miniplacas) foram inicialmente limpas por ultrassom com agua deionizada (10min),
desengorduradas com propanol 70% (10min) e secas com ar quente (250°C). O
tratamento por PEO foi realizado utilizando-se uma fonte de alimentacdo de corrente
continua (Plasma Technology Ltda.), o qual se encontra no Laboratério de Plasma
Tecnolégico da UNESP de Sorocaba sob a responsabilidade do Prof. Dr. Nilson
Cristino da Cruz e em colaboracdo com o grupo de pesquisa do prof. Dr. Valentim
Barao (UNICAMP), uma sdlida e frutifera parceria previamente estabelecida. O
tratamento foi realizado com a amostra (anodo) imerso em uma solugéo eletrolitica no
interior de um reservatorio de ago inoxidavel (catodo) com sistema de refrigeracéo que
manteve a temperatura da solucéo eletrolitica em aproximadamente 20 °C. O suporte
da amostra foi projetado para permitir a exposi¢édo completa do implante/miniplaca ao

eletrélito.

A solucao eletrolitica foi preparada utilizando metassilicato de sédio 0,014 M
(Na2SiO3-5H20; pureza: 98,0%), acetato de célcio 0,20 M (C4H604Ca; pureza:
99,5%), nitrato de sddio 0,50 M (NaNO3; pureza: 99,5%), e glicerolfosfato de sddio
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0,0010 M (C3H7Na206P; pureza: 99,0%) como fontes precursoras para 0s principais
elementos bioativos do 45S5-bioglass. Além disso, 0,025 M Na2-EDTA 2H20 (pureza:
98,0%) foi usado como agente quelante em todas as solugbes eletroliticas. Os
parametros de trabalho da PEO foram: tenséo anddica pulsada (500 V, 1000 Hz, ciclo
de trabalho de 10%) por 420 s. Posteriormente, as amostras tratadas com PEO-BG
foram enxaguadas em agua destilada, secos ao ar e esterilizados por autoclave 24

horas antes do procedimento cirurgico.

3.2 CaracterizacOes de superficie

No periodo baseline, todas as superficies passaram por avaliacbes da
superficie como método de comprovacdo da reprodutividade da superficie
experimental. Para tanto, na maioria das analises foram utilizados discos de titanio
com superficie equivalente as utilizadas no estudo e em acordo com o trabalho
realizado anteriormente in vitro, nas analises qualitativas foi utilizado um n=2 de cada
grupo (ZrAC/implante; PEO-BG/Implante; CONV/Placa e PEO-BG/Placa) e nas
analises quantitativas um n=4, de modo que para todas as andlises foram realizadas

leituras em no minimo 3 areas distintas.

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

O miscroscopio confocal de varredura a laser 3D (CLSM, Keyence model VK-
X200 series) foi utilizado para a obtencdo de imagens bidimensionais e
tridimensionais, de modo a possibilitar a caracterizagédo qualitativa da topografia da
superficie dos espécimes. Para isso, foi utilizada a ampliagdo de 50x e 150x%. O
processamento das imagens e mensuracdo da area de superficie foi realizado pelo

software VK-Analyzer (Keyence v 3.3.0.0).

3.2.2 Perfilometria (rugosidade de superficie)

A rugosidade de superficie das amostras foi analisada por meio de um

perfilometro (Dektak 150-d; Veeco) (Figura 1). Os valores de Ra (média aritmética da
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rugosidade de superficie) foram obtidos utilizando o cut-off de 0,25 mm a uma
velocidade de 0,05 mm/s durante 12 s.
Figura 1 — Demonstracdo macroscoépica (A) e microscopica (B) da acdo do perfildometro

durante a andlise da rugosidade de um disco representante de uma das superficies
utilizadas neste estudo

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

3.2.3 Molhabilidade e energia livre de superficie

A energia livre de superficie foi calculada por meio de um goniémetro (Ramé-
Hart 10000; Ramé-Hart Instrument Co) utilizando o método da gota séssil (Figura 2).
Os grupos foram avaliados quanto ao angulo de contato com a agua (componente
polar).
Figura 2 — Goniémetro utilizado para as analises de molhabilidade e energia livre de
superficie (A), sendo demonstrado a ponteira responsavel pela aplicacdo da gota na

superficie do disco testado (B) e a imagem capturada pelo programa apés a
mensuracao dos angulos formados (C)
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Fonte: Elaborada pela autora,2022.

3.2.4 Espectroscopia de energia dispersiva

A andlise pela espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi realizada em
pequenos volumes, na ordem de 1 um3 (20). Mapas de cores foram utilizados para
investigar a distribuicdo dos elementos quimicos na superficie dos implantes e
miniplacas e confirmar a proporcao estequiométrica (% atdbmica) esperada (45% Si,
24.5% Ca, 24.5% Na, 6% P; 5:2:2:1 razao bioldgica).

3.3 Desenho experimental do modelo animal

Antes do inicio da proposta, o projeto foi enviado para avaliagdo da Comisséo
de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP e, ap0s obter parecer favoravel (Processo FOA n° 0298-2021) o
trabalho teve inicio. Todos os procedimentos realizados seguem as diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA) e os guidelines

previamente publicados no “Animal Arrive guidelines 2.0”.

Durante todo o experimento os ratos foram mantidos em gaiolas com no
maximo 4 animais, num ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de
luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com racdo solida
(Racédo Ativada Produtor®, Anderson & Clayton S.A. — Laboratdrio Abbot do Brasil
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Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas
antecedentes aos procedimentos cirargico. Apos o procedimento cirdrgico, 0s animais
referentes ao estudo com miniplacas em fémures foram suspensos pela cauda em
gaiolas transparentes ficando um animal por gaiola, enquanto 0s animais que tiverem
instalacdo de implantes retornaram para caixas com até 4 animais. Todas as outras

condi¢cGes de ambientacdo foram mantidas iguais entre todos 0s ratos.

Para este estudo foram utilizados 27 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar),
machos, adultos, com 6 meses de idade, e peso corporal variando de 250 a 300
gramas. Os animais foram fornecidos a partir de uma cepa mantida no Biotério do
Departamento de Diagnostico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
(FOA) — UNESP, que por sua vez, foram fornecidas pelo Biotério Central da mesma
instituicao.

O numero de amostras por grupo foi determinado através da ferramenta
“Sample Size for Anova” do programa SigmaPlot 12.0, como mencionado no inicio da
metodologia, sendo 15 ratos destinados a instalacdo de implantes (15 tibias para
ZrAC/Implante e 15 para PEO-BG/Implante) e 12 ratos para osteossintese com

miniplacas (12 fémures para CONV/Placa e 12 para PEO-BF/Placa).

3.3.1 Inducéo de diabetes mellitus em ratos Wistar

Para inducédo de diabetes mellitus, os ratos passaram, inicialmente, por um
periodo de jejum durante a noite, com duracdo entre 14 e 16 horas e em seguida
foram coletadas amostras de sangue pelo método da ponta da cauda e as
concentracbes de glicose no sangue em jejum foram medidas por um sistema
automatico de monitoramento de glicose no sangue (Accu-Check® Performa; Roche-
Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, EUA). Em seguida, os animais foram
anestesiados por uma combinacéo de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Dopalen-
Ceva Saude Animal — Paulinia, Sdo Paulo, Brazil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina
(Anasedan — Ceva Saude Animal — Paulinia, Sao Paulo, Brazil) e em seguida
receberam uma injecdo de solucdo contendo estreptozotocina (Sigma-Aldrich Corp,
St Louis, MO, EUA) dissolvida em uma solucédo tampéao de citrato a 35 mg / kg, na
veia peniana (Figura 3). Seis dias ap0s a inducao do diabetes, amostras de sangue

foram coletadas para determinar os niveis de glicose sanguinea de todos os animais
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e 0S que apresentarem valores acima de 200mg/dL seguiram para as cirurgias de
instalacdo de implantes e confeccdo de fraturas e osteossintese. Durante 30 dias,
foram realizadas afericdes semanais da glicemia de todos os animais e somente apos
esse periodo foram realizadas as cirurgias de instalacdo de implantes em tibia e
confeccao de fraturas femorais e osteossintese com instalacédo de miniplacas.

Figura 3 — Representacdao clinica do procedimento de aplicacdo de estreptozotocinavia
veia peniana

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

3.3.1.1 Anélise biomecéanica (Teste de Flexdo de trés pontos)

Como analise auxiliar para comprovacao de reducdo de densidade mineral
O0ssea em decorréncia da Diabete Mellitus experimentalmente induzida, foi proposta a
realizacdo de analise biomecanica (Teste de Flexdo de trés pontos) (MZ-500S;
Instrumento Maruto). Para isso, as tibias e fémures que nao foram utilizadas para
instalacdo de implantes e confeccdo de defeito e fixagdo com miniplacas,
respectiviamente, foram utilizadas. As amostras Osseas foram inicialmente
possicionadas voltadas para cima em uma plataforma, apoiadas em dois suportes, um
anterior e um posterior, permanecendo bem estabilizadas. Em seguida, uma forgca
vertical foi aplicada na regido central dos fémures, com carga de 5mm/min, enquanto
curvas de deformacédo e carga foram tracadas em graficos com andlise de rigidez e

forca maxima aplicada (Figura 4).
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Figura 4 — Imagem representativa do posicionamento da amostra 6ssea e da célula de
carga utilizada para aplicacéo de forga vertical

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

3.3.2 Cirurgia de instalacdo de implantes em tibia

No periodo de 12 horas prévias ao procedimento cirdrgico, os animais foram
submetidos a jejum, e posteriormente, foram sedados pela combinagcdo de 50mg/kg
de ketamina intramuscular e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina, em seguida, receberam
cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/Kg, Mepiadre 2% 1:100.000® - Nova DFL, Taquara,

Rio de Janeiro, Brasil) como anestesia local e para hemostasia.

Posteriormente, foi realizada tricotomia na por¢cdo medial da tibia direita e
esquerda e, antissepsia da regido com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI).
Com uma lamina namero 15 foi realizada uma incisdo na regido de metafise tibial
esquerda e direita e a seguir, o tecido foi divulsionado em espessura total e afastado
com o auxilio de descoladores de periosteo, expondo a tibia. Assim, foram utilizados
implantes de titdnio comercialmente puro (Ticp) com as seguintes dimensdes:

didmetro de 1,6 mm e altura de 4 mm.

Seguindo-se o procedimento cirdrgico, foi realizada fresagem com fresa espiral

de 1,4mm de diametro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP,
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Brasil) a uma velocidade de 800 rpm, sob irrigacdo com solucéo isotdnica de Cloreto
de Sddio a 0,9%, e contra-angulo com reducédo 20:1 (Peca angular 3624N 1:4, Cabeca
67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co., Biberach, Germany), com
travamento e estabilidade inicial manual de 15N.cm. Cada animal recebeu dois
implantes, sendo um em cada metafise tibial, de modo que cada animal recebe os
dois implantes que foram utilizados neste estudo: com texturizagcéo controle (ZrAC) ou
teste (PEO-BG).

Os tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon®, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil)
com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 4-0,
Ethicon®, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano

mais externo (Figura 5).

Figura 5 - Etapas cirurgicas do procedimento de instalacdo de implantes. (A) Inciséo de
1,5 cm de comprimento para acesso cirdrgico a metéfise tibial. (B) Exposi¢cdo da
musculatura sobreposta a metéfise tibial. (C) Metéfise tibial exposta. (D) Preparo do
leito 6sseo. (E) Instalagdo dos implantes com rosqueamento digital (demonstrado com
implante do grupo ZrAC). (F) Representagcdo do posicionamento final do implante
bicorticalizado (demonstrado com implante go gLqu!IDEO-BG .

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

3.3.3 Cirurgia de confeccdo de fraturas femorais e osteossintese com instalacéo

de miniplacas

Da mesma forma que para a cirurgia de instalacdo de implantes, os animais

passaram por jejum de 12 horas, foram sedados e receberam anestesia local, com
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mepivacaina. Posteriormente, foi realizada tricotomia na porcéao lateral do fémur

direito e esquerdo e, antissepsia da regiao.

Com uma lamina namero 15 foi feita uma incisdo de 4 cm de comprimento na
porcao lateral do fémur, assim, expondo bilateralmente o osso do polo lateral do
condilo do fémur, entre o musculo lateral e 0 musculo biceps do fémur. Uma placa do
sistema 1.5 mm com 4 furos, sem intermediario, foi fixada bilateralmente, sendo uma
placa convencionalmente disponivel pelo mercado, com ambas as superficies
usinadas (CONV) e, outra placa com as superficies texturizadas pelo revestimento a
base de vidro bioativo pela oxidacdo por plasma eletrolitico (PEO-BG). Para a
simulagéo da fratura, um disco circular foi utilizado e assim, a osteotomia foi realizada

na metéfise epifiséria, distando 5 mm da cartilagem articular epifisaria.

Os 4 furos da placa foram fixados utilizando-se parafusos de 6mm, previamente
determinado pelo profundimetro, apds a perfuracéo bicortical com perfuradores do
sistema (1,5 mm) (Figura 6). Durante toda manipulacéo ao tecido 6sseo, as regides
foram irrigadas com solucéo salina fisiologica para evitar-se o aquecimento do tecido
0sseo e assim, influenciar negativamente no reparo 6sseo. Os tecidos foram
suturados por planos empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910 — Vycril 4.0,
Ethicon, Somerville, Nova Jersey, EUA) com pontos continuos no plano profundo e
com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Somerville, Nova Jersey, EUA) com
pontos interrompidos no plano mais externo.

Figura 6 — Etapas para confecc¢ao de fraturas femorais, osteossintese com instalacéo
de miniplacas . (A) Realizac&o de incisdo na porcéao lateral do fémur. (B) Localizacdo da
divisdo anatdmica entre os musculos lateral e biceps do fémur, servindo como
referéncia para divulsao tecidual. (C) Fémur exposto apés divulséo. (D) Perfuracéo para

instalacdo de parafusos. (E) Placa fixada com 4 parafusos bicorticais. (F) Simulacéo da
fratura com disco circular. (G) Aspecto final da fratura. (H) Sutura —realizada por planos

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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3.4 Suspensao pela cauda

Com a finalidade de imobilizar as patas traseiras dos animais e evitar a
ocorréncia de fadiga das miniplacas ou ma consolidacdo das fraturas, apds as
cirurgias, os animais, ainda sedados, foram suspensos pela cauda, por meio de uma
modificacao da técnica proposta por Silva et al. (39). A suspenséo foi realizada com o
auxilio de uma fita elastica adesiva (Kinesio Tape). Desse modo, ap06s colada ao rabo
do animal, a prépria fita foi utilizada para confeccdo de uma espécie de alca, que
possibilitou sua apreensao a uma presilha metalica, que se encontrava conectada a
uma barra de ferro, onde é possivel regular a altura da suspensado. Para reforcar a
bandagem, utilizou-se de trés pedacgos, de pequena largura, de esparadrapo, que
foram colados nas periferias e no centro da fita elastica adesiva presa ao rabo do
animal. Neste sistema de suspensdo, 0s animais tiveram liberdade para
movimentagdo dos membros toracicos, pois foram mantidos visualmente inclinados

em aproximadamente 30 graus em relagao ao assoalho da caixa.

Apesar de alguns estudos demonstrarem uma relacéo direta entre a suspensao
e a ocorréncia de osteopenia e atrofia da musculatura, devido a falta de estimulos
mecanicos na regido das patas traseiras (39), espera-se que isso nao influencie
negativamente os resultados desse trabalho, visto que todos os animais foram
submetidos a mesma situacdo. Além disso, se teve como objetivo simular uma
situacgdo critica e que se aproxime da realidade clinica, como o que se tem nas fraturas
de ossos longos, onde o paciente necessita de uma imobilizacdo até que se tenha

seguranca para que o membro volte a entrar em funcéo.

Durante todo o periodo entre a cirurgia e a eutanasia, os animais foram
acompanhados todos os dias, onde foi verificada a integridade da suspensao, a
disponibilidade de racéo e 4gua, a saude geral e as feridas cirdrgicas. Além disso,
todos os dias realizou-se antissepsia das feridas cirirgicas e uma vez por semana a
antissepsia da genitalia do animal para evitar ocorréncia de infeccao urinaria, que
poderia ocorrer devido a dificuldade que o animal tem de fazer sua auto-higiene pela

limitagdo de movimentagao.
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3.5 Métodos de analise

Apébs os procedimentos cirdrgicos, todos os animais continuaram no biotério
sob os cuidados da equipe. Aos 14 e 28 dias de pds-operatério, uma parte dos animais
foram eutanasiados por perfusdo transcardiaca com solucdo salina fisioldgica
acrescida de 0,1% de heparina, seguida de solucéo fixadora, constituida de 4% de
formaldeido (Sigma Chemical®, Saint Louis, MO, EUA) em tampao fosfato salino
(PBS - Sigma Chemical®), 0,1M, 4°C, pH 7,4 (40), e as tibias e fémures foram
encaminhados para descalcificacdo conseguinte obtencdo de laminas para andlise

histoldgica e imunoistoquimica

4 ANALISE DE TECIDOS DESCALCIFICADOS

4.1 Andlise histoldgica

Nos periodos de 14 e 28 dias pds-operatorios, 5 tibias e 4 fémures de cada
grupo foram encaminhados ao processamento laboratorial para os tecidos
descalcificados. O processamento teve inicio com a descalcificacdo em EDTA (10%),
com trocas semanais da solucdo, até que se observou auséncia de resisténcia a
passagem de uma agulha gengival extra curta, demonstrando que a peca estava
descalcificada. Posteriormente, as pecas foram desidratadas numa sequéncia de
alcoois (70 a 100%). ApGs estas etapas, foi feita a diafanizacdo com xilol e posterior
inclusdo em parafina, seguida da obtencdo de laminas com cortes de 5 um de

espessura (41-45).

Antes de realizar a inclusao propriamente dita, os implantes, placas e parafusos
foram removidos cuidadosamente das tibias e fémures, respectivamente. Apdés a
microtomia, as laminas pares foram destinadas para coloracdo em hematoxilina e
eosina (HE), para analise observando-se a diferenca entre os grupos experimentais
com énfase nos parametros de qualidade 0ssea, com avaliacdo da maturidade e,
guantidade de tecido 6sseo, assim como presenca de células do processo inflamatorio

e quantidade de vasos sanguineos.

Avaliacido quantitativa do tecido 6sseo: As laminas coradas em HE foram

fotomicrografadas na regido do defeito dsseo critico, inicialmente em uma objetiva de

4.0x, que garantiu uma visdo ampla do defeito e permitiu a mensuragéo da &rea total
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de tecido 6sseo neoformado, a partir do software Image J (National Institutes of Health,
Maryland, USA), por meio da ferramenta “Free hands”. A extensao linear de contato
osso-implante também foi determinada, pela ferramenta “Straight” do mesmo

software.

Avaliacdo gqualitativa do tecido ésseo: Para observacdo da maturacdo e das

caracteristicas do tecido 6sseo 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 parametros foram calculados de acordo com

a Academia Americana de Pesquisa em Osso Mineralizado (46).

Avaliacao do perfil inflamatério: J& para a avaliacdo do perfil inflamatério, com

énfase em contagem de linfocitos e contagem de nimero de vasos sanguineos, para
cada amostra foram realizadas trés fotomicrografias em objetivas de 100x, em
diferentes regides do defeito. Em seguida, no software Image J, sera utilizada as
ferramentas “Grid” e “Cell Counter Notice”, para localizagcéo e contagem propriamente

dita das estruturas mencionadas.

4.2 Andlise Imunoistoquimica

As laminas impares foram destinadas as reacdes de imunoistoquimica, onde a
atividade da peroxidase endogena foi inibida com peréxido de hidrogénio. A seguir,
passaram pela etapa de recuperacao antigénica com tampao fosfato citrato (pH 6.0).
Os anticorpos primarios a serem utilizados foram: anti-BMP-2 (BMP-2; sc-137087;
Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A) osteoprotegerina (OPG; sc-390518; Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A.), receptor ativador do fator nuclear kapa B
ligante (RANKL; sc-377079; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A),
osteocalcina (OC; sc-365797; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A.), com o
objetivo de analisar as respostas celulares quanto a inducgao/formacédo (BMP-2)
remodelacdo (OPG e RANKL) e mineralizacdo 6ssea (OC).

O anticorpo secundario utilizado foi o biotinilado anti-cabra produzido em coelho
(Pierce Biotechnology), o amplificador foi a Streptavidina e Biotina (Dako) e a
diaminobenzidina (Dako) como cromogeno. Para cada um dos anticorpos utilizados,
foi avaliada a expressado das proteinas quantitativamente, por meio da contagem das
células marcadas (47,48). As imagens foram fotomicrografadas em objetiva de 100x,
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em duas areas distintas na regido do defeito 6sseo, e para a contagem de células
marcadas foi utilizado o software Image J, com auxilio da ferramenta “Grid” do tipo
“Crosses”, com um total de 130 “crosses” por imagem. O controle negativo foi
realizado por meio do mesmo procedimento, mas em amostras sem aplicacdo de

anticorpo primario(49,50).

5 ANALISE DE TECIDOS CALCIFICADOS

5.1 Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

Para a analise tridimensional, nos animais pertencentes ao processamento
para tecidos calcificados, os animais foram eutanasiados com 28 dias de pos-
operatorio e as pecas foram removidas, reduzidas e armazenadas em alcool 70%,
para serem submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de
microtomografia digital computadorizada. O escaneamento foi relizado por meio do
microtomografo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003)
utilizando cortes de 5 um de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e Aluminio
e passo de rotacdo de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projecédo dos raios- X nas
amostras foram armazenadas e reconstituidas pelo software NRecon (SkyScan, 2011,
Verséo 1.6.6.0).

No software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit) as imagens
adequadas quanto ao posicionamento padrdo para todas as amostras, podendo ser
observada em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando
o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao
1.12.4.0), foi definida uma éarea de interesse (ROI), que para o grupo de implantes
correspondeu a uma regido ao redor de todo o implante e para as miniplacas,
correspondeu a area delimitada pela interface placa e o "gap" reparacional, criado
pela osteotomia entre os dois cotos do fémur fraturado. O software CTAn analisa e
mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershould).

Portanto, seguindo os parametros volumétricos sugeridos pela Academia
Americana de Pesquisa em Osso Mineralizado(46), foram obtidos os parametros
referentes a quantidade do tecido 6sseo (BV= volume 0sseo e BV/TV= porcentagem
do volume ésseo) e qualidade do tecido 6sseo (Th.Th= espessura do trabeculado
0sseo, Th.SP= separac¢do das trabéculas 6sseas e Th.N= numero das trabéculas).
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Planejamento estatistico

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos obtidos através das
andlises de Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct), Histometria, Histologia e
imunoistoquimica, em funcdo dos grupos experimentais (Grupo ZrAc vs PEO-BG /
Grupo CONV vs PEO-BG) vs tempo (14/28 dias), estes foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk para avaliar se havia homogeneidade dos dados (p>0.05).
Assim, um teste paramétrico ou ndo paramétrico foi aplicado, considerando p< 0.05.
Todos os testes foram realizados no programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt

Graph and Data Analysis, San Jose, California, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao topogréfica

As superficies utilizadas neste estudo: cpTi (correspondente a superficie de
placa usinada, designada como placa CONV no estudo animal); ZrAc (superficie
comercialmente disponivel tratada com jateamento de zirconia e duplo ataque acido,
representa a superficie controle dos implantes utilizados no estudo animal) e PEO-BG
(corresponde a superficie dos grupos experimentais tanto de implante quanto de
placa), foram submetidas a uma caracterizacao topografica com a finalidade de
demonstrar a fiel reprodutibilidade da texturizacdo proposta, bem como apresentar e
discutir as caracteristicas que podem diretamente se correlacionar com o

comportamento reparacional na investigagao animal (Figura 7).
6.1.1 Microscopia Confocal de Varredura a Laser 3D (CLSM)

As imagens bidimensionais (magnitude de 20x) obtidas através da analise de
CLSM permitem apresentar a topografia superficial das trés superficies utilizadas
neste estudo. Nesse sentido, para a superficie cpTi, foi observado um padrdo de
ranhuras lineares longitudinais distribuidas de forma homogénea, enquanto a
superficie ZrAc apresentou poros distribuidos pela superficie com aspecto compativel
aos procedimentos de subtracdo ao qual foi submetida (jateamento de zirconia e duplo
ataque acido). Por sua vez, a superficie produzida por PEO-BG gerou uma superficie
com rugosidades distribuidas de forma irregular e com agregados nao uniformes
(Figura 7— A).

Na andlise tridimensional (magnitude de 50x) foi possivel constatar que as
regides de rugosidades de PEO-BG se apresentam como elevagdes com diferentes
alturas entre as regides de “picos” e “vales”, enquanto ZrAC e cpTi apresentam,
respectivamente, superficies com tendéncia exponencial ao aplainamento. A analise
quantitativa de Area de superficie obtida através de CLSM comprova que PEO-BG
apresenta a maior area de superficie entre as amostras testadas (<0,001). Também
houve diferenca significativamente estatistica entre as superficies cpTi e ZrAc
(<0,001) (Figura 7— B).

6.1.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)
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Através da analise de EDS foi demonstrado para a superficie PEO-BG uma
proporcao correspondente ao que se esperava obter apos o tratamento, isto €, com
aumento na porcentagem de oxigénio ao titanio e incorporacdo dos ions utilizados na

solucao eletrolitica, inclusive o Si (Figura 7 -C).
6.1.3 Rugosidade de superficie

PEO-BG apresentou valores de rugosidade média (Ra)=3,897um
significativamente maiores do que cpTi (0,2445 um) e ZrAC (0,649um) (<0,001)
(Figura 7 -D).

6.1.4 Angulo de contato — agua

Com relacéo ao angulo de contato com &gua, foi observado menor angulo para
0 grupo PEO-BG (31.72°), seguido de cpTi (40.24°) e ZrAc (47.33°) ((p<0,05) (Figura
7-D).

Figura 7 — Imagens representativas dos resultados de caracterizagdo topogréafica das
amostras das trés superficies utilizadas no estudo. (A) Imagens bidimensionais da
andlise de CLSM em magnitude de 20x. (B) Imagens tridimensionais de CLSM em
magnitude de 50x. (C) Mapa de cores da proporcdo atdbmica dos componentes
presentes na superficie. (D) Valores de rugosidade dos grupos experimentais. (E)
Representacdo grafica dos valores de angulo de contato com a agua. A diferenca
estatistica foi representada pelo simbolo pelo asterisco (*)
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6.2 Estudo in vivo

6.2.1 Analise comprobatoria de redugdo da DMO — Biomecanica

De acordo com a proposta de utilizacdo de modelo animal com baixa densidade
mineral éssea através da Diabete Mellitus experimentalmente induzida, foi realizada
uma analise adicional de flex@o de trés pontos, onde foi demonstrado que os animais
diabéticos apresentaram menores valores de rigidez 0ssea, tanto para as tibias
(121,45 kKN/m) quanto para os fémures (163,19 kN/m) em relacdo as amostras ésseas
(Tibias - 168,13 kN/m; Fémures - 214,45 kN/m) de animais saudaveis, isto €, que nao
foram submetidos a aplicacdo de estreptozotocina (p<0,05) (Figura 8 — A e B).

Isso também foi observado sobre a forca maxima exercida durante os testes,
em que os animais diabéticos apresentaram valores de forca menores (Tibias-
79,73N; Fémures- 118,07N), com diferenca estatistica (p<0,05), em relacdo as
amostras de animais saudaveis (Tibias-101,79N; Fémures-130,29N) (Figura 8-C e D).

Figura 8- Imagens graficas referentes aos resultados da andlise biomecanica de
caracterizacdo do tecido 6sseo dos animais diabéticos em comparagdo com animais
saudaveis, através da utilizacdo de tibias e fémures n&o operados. (A) Resultados de
rigidez para fémures. (B) Resultado de rigidez das tibias. (C) Forca maxima para 0s
fémures. (D) Forca méaxima para as tibias. A diferenca estatistica foi representada pelo
simbolo pelo asterisco (*).
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6.3 — Estudo de osseointegracao — IMPLANTES

6.3.1 Analise histoldgica

Os resultados da andlise histoldgica referentes a area de osso neoformado
demonstraram formacg&o 6ssea superior para as amostras em que foram utilizados os
implantes do grupo experimental. O grupo PEO-BG apresentou valores de
neoformacéo superiores a ZrAc tanto aos 14 dias quanto aos 28 dias (p<0,05) (Figura
9- B). Com relacdo aos valores de extensao linear de contato osso-implante, PEO-
BG apresentou maiores regides lineares de contato 6sseo do que ZrAc, em ambos os
tempos experimentais (p<0,001) (Figura 9- C).

Além da analise quantitativa, a partir das fotomicrografias também foi possivel
observar qualitativamente o tecido 6sseo neoformado, em que se constatou um
padrdo de reparacdo mais maduro para o grupo PEO-BG em ambos os tempos
operatorios, evidenciado pelo espaco periimplantar na regido das espiras que estava
com maior formacédo de 0sso, um tecido mais organizado e menor quantidade de

células do tecido conjuntivo (Figura 9-A).

Com relacdo ao perfil inflamatério, que teve como énfase a contagem de
linfécitos e de vasos sanguineos, foi observado um padréo de inflamacao similar para
ambos 0s grupos aos 14 dias (p>0,05). Entretanto, aos 28 dias, o grupo ZrAC
apresentou maiores valores na contagem de células inflamatérias e menor quantidade

de vasos sanguineos, em relacéo ao grupo PEO-BG (p<0,05) (Figura 9— D e E).

Figura 9 — Imagens referentes a analise histol6gica das amostras de implantes
instalados em tibias. (A) Fotomicrografias representativas em magnitudes de 10x, 40x
e 100x, respectivamente. (B) Valores de area de osso neoformado para os grupos
experimentais. (C) Resultados de area de contato osso-implante. (D) Representacao
grafica da contagem de células inflamatdrias. (E) Representacédo gréafica de contagem
de vasos sanguineos. As setas pretas demonstram o padrdo de célula que foi
considerada na contagem (linfécitos). TO — Tecido 6sseo; TC- Tecido conjuntivo; A
diferenca estatistica foi representada pelo simbolo pelo asterisco (*).
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.3.2 Analise imunoistoquimica

A partir da analise imunoistoquimica foi observado que para ambos o0s
implantes utilizados (ZrAC e PEO-BG) houve expressdo, mesmo que leve para
algumas amostras, de todas as proteinas utilizadas neste estudo, isto €, BMP-2, OPG,
RANKL e OCN (Figura 10 -A).

Para BMP-2 houve maior imunomarcacao para o grupo PEO-BG em ambos os

tempos poOs-operatérios, mas principalmente aos 14 dias, com diferenca
significativamente estatistica (p=0,048) (Figura 10- B). A expressdo de OPG também
foi significativamente maior para PEO-BG em ambos os tempos quando comparado a
ZrAC (p<0,05) (Figura 10— C). Quanto a RANKL, a expressdo também foi
significativamente mais marcada para PEO-BG (p<0,05) aos 14 e 28 dias de pOs-
operatorio (Figura 10— D). Ja para OCN, aos 14 dias houve maior marcacao para o
grupo ZrAC, com diferenca significativamente estatistica (p=0,017) o que se inverteu
aos 28 dias e PEO-BG demonstrou maior marcagao, entretanto sem significancia
(Figura 10- E).
Figura 10 — Figuras representativas da analise imunoistoquimica. (A) Fotomicrografias
das regides de espiras com imunomarcacdo das respectivas proteinas. (B) Valores de
imunomarcacdo de BMP-2. (C) Valores de imunomarcagcdo de OPG. (D) Valores de
imunomarcagcdo de RANKL. (E) Valores de imunomarcagcdo de OCN. A diferenca
estatistica foi representada pelo simbolo pelo asterisco (*).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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6.3.3 Andlise microtomografica

A partir da andlise tomografica foi possivel realizar a caracterizacao
microestrutural do tecido 6ésseo ao redor dos implantes ZrAc e PEO-BG aos 28 dias
poOs-operatorio. Ja na imagem tridimensional, utilizada como meio de representacao
dos resultados, é demonstrado que PEO-BG levou a formacédo de espiras mais
robustas e com distribuicdo mais homogénea ao redor de todo o implante. Enquanto,
ZrAc apresentou espiras mais delgadas na maior parte do implante com maior

dificuldade de osseointegracdo (Figura 11-A).

Com relacdo aos parametros de quantidade do tecido ésseo, volume 6sseo
(BV) e a porcentagem de volume o6sseo (BV/TV) apresentaram valores
significativamente maiores para PEO-BG (P = <0,001) (Figura 11 — B e C).

Ja no que diz respeito aos parametros de qualidade do tecido 6sseo, a
espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th) foi bastante similar entre os grupos (Figura
11 — D). A separacéo das trabéculas 6sseas (Th.Sp) foi maior para ZrAC (P = 0,029)
(Figura 11 — E). Ja o numero de trabéculas (Tb.N) foi superior para PEO-BG (P =
0,029) (Figura 11 — F).

Figura 11 - Imagens referentes a andlise microtomografica. (A) Representagcdo
tridimensional da area 6ssea ao redor do implante. (B) Representacdo gréafica dos
valores de volume 6sseo (BV). (C) Representacdo grafica da porcentagem de volume
0sseo (BV/TV). (D) Representacdo grafica dos valores de espessura do trabeculado
0sseo (Tb.Th). (E) Representacdo gréafica de separacdo das trabéculas ésseas. (F)
Representacdo grafica do numero de trabéculas (Tb.N). A diferenca estatistica foi
representada pelo simbolo pelo asterisco (*).
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6.4 Estudo de reparo 6sseo — PLACAS

6.4.1 Analise histoldgica

A analise histolégica das placas confirmou uma problematica encontrada
durante o periodo de desenvolvimento do estudo, isto é, a grande ocorréncia de
infeccdo do sitio cirdrgico pos-operatorio, decorrente da condicao de diabetes mellitus.
As fotomicrografias demonstram areas de intenso infiltrado inflamatorio, diversas
regides com hifas de bactérias (areas arroxeadas), intensa atividade de macréfagos e
até mesmo areas de necrose Ossea. Essa apresentacdo condiz com o0 aspecto
encontrado em algumas amostras nos periodos de eutanasia, em que, por mais que
houvesse integridade de sutura e auséncia de fatores predisponentes externos, ao
abrir as feridas foi possivel notar presenca de cole¢éo purulenta e uma regido de gap
reparacional com aspecto de “vazio”. Diante disso, nenhuma das amostras apresentou
tecido 6sseo neoformado para que fosse considerado através da analise histométrica
(Figura 12 - A e B).

Ainda assim, a andlise de perfil inflamatorio foi realizada, a fim de verificar as
reacOes dos tecidos adjacentes as placas com as diferentes superficies e avaliar se
houve diferencas entre elas frente a situacao extremamente critica ao qual os animais
diabéticos foram submetidos. Nesse sentido, a contagem de células inflamatdrias
apresentou valores semelhantes entre os grupos aos 14 e 28 dias (p>0,05). O mesmo
ocorreu com a quantidade de vasos sanguineos que foi significativamente menor para
PEO-BG aos 28 dias pds-operatorio (Figura 12 — C e D).
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Figura 12 - Representacdo da analise histolégica para miniplacas de titanio. (A) e (B)
Fotomicrografias representativas da analise das placas nas magnitudes de 4x, 10x, 40x
e 100x, sendo possivel verificar regides de maiores infiltrados inflamatérios, regifes de
necrose tecidual e auséncia de reparo 6sseo. (B) Representagao grafica da contagem
de células inflamatérias. (C) Representacdo grafica da quantidade de vasos
sanguineos.
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6.4.2 Analise imunoistoquimica

Apesar da condicdo limitante em decorréncia da infeccdo pds-operatoria, a

maioria das amostras apresentou algum nivel de imunomarcacéao (Figura 13 — A).

A imunomarcagcdo de BMP-2 aos 14 dias apresentou PEO-BG ligeiramente
superior a ZrAc, enquanto, aos 28 dias, houve uma inverséo e ZrAc apresentou maior
marcacao, sem diferencas significativamente estatisticas em nenhuma das duas
situagdes (Figura 13— A). O mesmo ocorreu com OPG, que no inicio (14 dias)
apresentou maior expressao de PEO-BG e em seguida houve importante reducéo
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para este grupo, sobressaindo a marcacdo de ZrAC, todos sem diferenca
significativamente estatistica (Figura 13 — B).Com relagcdo a RANKL, os grupos
apresentaram valores similares entre si em ambos os tempos pos-operatérios, com
discreta superioridade de marcagéo para ZrAc mas sem significancia (Figura 13-C).
Para OCN, PEO-BG apresentou maiores valores aos 14 dias e aos 28 dias, 0S grupos
tiveram expressao igualada. Também sem diferencas significativamenOte estatisticas
(Figura 13- D).

Figura 13 — Figuras representativas da andlise imunoistoquimica. (A) Fotomicrografias
das regides de espiras com imunomarcacdo das respectivas proteinas. (B) Valores de
imunomarcacdo de BMP-2. (C) Valores de imunomarcagdo de OPG. (D) Valores de
imunomarcac¢éo de RANKL. (E) Valores de imunomarcagédo de OCN

Anédlise imunoistoquimica

PEO-BG 14D PEO-BG 28D

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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6.4.3 Analise microtomografica

As imagens tridimensionais referentes a analise microtomogréafica foram
obtidas para demonstrar que além das amostras que passaram pelo processo de
descalcificacdo e foram utilizadas para avaliacdo histolégica e imunoistoquimica, as
demais amostras, ou seja, que foram destinadas a avaliacdo de tecidos calcificados,
também passaram pela mesma situacdo de intensa infeccdo e reabsorcdo 6ssea,
inclusive sem a formacéo de tecido 6sseo em nenhum dos grupos (CONV e PEO-BG)
como observado na Figura 14. Diante disso, 0os parametros de quantidade e qualidade
0ssea nao foram avaliados.

Figura 14 —Imagem tridimensional representativa do aspecto observado nas amostras

de fémures para os grupos CONV e PEO-BG, obtido através da microtomografia
computadorizada.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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6 DISCUSSAO

Através dos desfechos obtidos neste estudo in vivo, que teve como principal
objetivo avaliar os efeitos de um novo revestimento de oxidacao por plasma eletrolitico
a base de vidro bioativo (PEO-BG), foi possivel verificar algumas propriedades
osteoindutoras relacionadas a superficie, que associa os beneficios biolégicos da
oxidacao por plasma eletrolitico (PEO) e do vidro bioativo (BG).

Marques et al. (2015) (51,52) avaliaram, in vitro, os efeitos da oxidacéo por
plasma eletrolitico (PEO), em que provou a capacidade de PEO em promover
melhores respostas bioldgicas, mecanicas e melhorias com relacdo a corrosdo dos
materiais de titanio, com énfase maior aos implantes osseointegrados. O vidro
bioativo, também conhecido como biovidro, despertou interesse para a engenharia de
tecidos e regeneracdo 6ssea por apresentar calcio e fosfato em sua composicao,
componentes importantes para a formagdo natural da hidroxiapatita 6ssea. Sua
exposicao aos fluidos corporais leva a formacdo de uma superficie permissivel a
nucleacdo e crescimento de cristais de hidroxiapatita, o que é altamente favoravel
para interacdo de osteoblastos(53). Diante dessas caracteristicas, o biovidro vem
sendo amplamente investigado para aplicagdo como revestimento de ceramicas,
producdo de scaffolds, aplicacdo em superficies diversas, associacées com outros
materiais, dentre outras aplicacdes na engenharia tecidual(54-56). Acredita-se ainda
gue sejam eficientes para melhorar a revascularizacdo, adesdo de osteoblastos,
atividade enzimatica e diferenciacdo de células tronco mesenquimais(57).

A associacao destas importantes propriedades do biovidro com a oxidagéo por
plasma eletrolitico (PEO), realizada pela primeira vez por Costa et al. (2020) levantou
expectativas acerca da nova superficie, que ja nos estudos in vitro apresentou uma
topografia altamente hidrofilica, com melhores propriedades mecanicas e triboldgicas
do Ti, maior resisténcia a corrosdo, modulacdo positiva de biofilmes polimicrobianos,
maior adsorcao de proteinas plasmaticas e auséncia de efeitos citotoxicos em células
humanas. Todas essas propriedades levaram a hipétese de que PEO-BG seria uma
superficie potencialmente osteoindutora, especialmente o fato de apresentar uma alta
afinidade aos componentes minerais do tecido 6sseo e também a capacidade de

atratividade celular aumentada.
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Nesse sentido, este estudo teve grande importancia para apresentar de forma
inédita as respostas fisiologicas do organismo, mesmo que animal, a topografia
gerada por PEO-BG. A caracterizacdo topogréfica realizada inicialmente neste estudo,
foi essencial para demonstrar a reprodutibilidade da superficie e as vantagens
microestruturais em comparacdo as demais superficies utilizadas. Através da
Espectroscopia de Energia Dispersiva foi observada a proporcdo atdmica dos
componentes da superficie e com isso garantida a efetiva incorporacdo dos
componentes precursores do biovidro aos implantes e placas utilizados.

PEO-BG se mostrou com topografia diferenciada, visto que nas analises
bidimensionais e tridimensionais apresentou rugosidades expressivas distribuidas
homogeneamente por toda a superficie das amostras, e ainda, com valores de area
de superficie significativamente maiores do que as demais amostras (cpTi e ZrAc). O
resultado de rugosidade média de superficie corroborou com as imagens, tendo PEO-
BG com os maiores valores de rugosidade. Ainda, o grupo PEO-BG apresentou
menores valores para angulo de contato com a 4gua, o que demonstra sua maior
capacidade de molhabilidade, o que também foi observado por Costa, et al. (2020). A
somatoria de todos esses fatores estd diretamente atrelada a favorecimento da
superficie em interagir com o sangue, proteinas, citocinas e células da linhagem

osteogénica, o0 que por sua vez, gera favorecimento ao reparo 0sseo.

O desejo de melhorar as condi¢cdes de reparo 0sseo surge principalmente
devido as limitagbes que se encontra ambulatoriamente no tratamento de pacientes
com questdes sistémicas fortemente desafiadoras, como o que se tem principalmente
na osteoporose e na diabete mellitus(15,19). Por essa razdo que a diabete mellitus
experimentalmente induzida foi escolhida como modelo animal, ou seja, para simular
uma situacao critica e avaliar se a superficie experimental teria acéo local suficiente
para produzir o reparo 6sseo mesmo em uma situacdo de reducdo da densidade

mineral 6ssea em decorréncia da diabete.

A condicdo de reducdo da densidade mineral O0ssea foi devidamente
comprovada pela analise biomecéanica de flexdo de trés pontos, a qual as amostras
gue nado passaram por procedimento cirargico foram submetidas, e foi observado que
as tibias e fémures dos animais diabéticos apresentaram menores valores de rigidez
0ssea e de forca maxima durante o ensaio de forca vertical. Entretanto, observou-se

que este modelo foi excessivamente critico, uma vez que a grande maioria das
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amostras apresentou infeccao local, mesmo sem ocorréncia de deiscéncia de sutura

e sem contaminantes externos.

Além de reduzir de forma expressiva a densidade 6ssea mineral, a diabetes
tem importante efeito na dificuldade de reparo 6sseo e consolidacdo de fraturas, pois
aumenta o ambiente pro-inflamatério no osso e afeta a angiogénese. O
comprometimento vascular relacionado a diabetes afeta a entrega de nutrientes e
oxigénio, bem como a remocéo de residuos do local de fratura e renovacgéao tecidual.
Esse ambiente torna-se, portanto, limitante para a neoformacao 6ssea e favoravel ao

desenvolvimento de infec¢cbes(15,58,59).

Nesse sentido, as amostras de implantes por se localizarem em um tecido
0sseo mais fino e de reparacdo mais rapida, ndo foram tdo afetadas e tiveram
excelentes resultados com demonstracéo dos efeitos de PEO-BG. Por outro lado, as
amostras que passaram por confeccéo de fratura femoral acabaram sendo expostas
a um estresse cirirgico e pos-operatério maior, o que atrelado a infeccao,
impossibilitou a neoformacéo 6ssea. Com isso, chegou-se a conclusdo de que para
os testes de fratura, o modelo animal ovariectomizado é mais interessante e uma nova
investigacao sera realizada com PEO-BG neste modelo experimental. Por essa razéo,
a discussdo aqui apresentada levara em conta apenas os resultados referentes ao

estudo em implantes.

Através da avaliagdo da area de osso neoformado, desfecho priméario deste
estudo, foi observada uma neoformacéao periimplantar significativamente maior para o
grupo PEO-BG em ambos os periodos pos-operatérios. A regido periimplantar das
amostras de PEO-BG foi demarcada por espiras bem estruturadas, com tecido
organizado em menores quantidades de células inflamatérias, mais osteoblastos e
vasos sanguineos, o que demonstra maior maturidade 0ssea para este grupo em
comparacdo com os implantes ZrAC, em que, apesar de também ter uma
neoformacédo éssea, esta se apresentou bastante inferior, com espiras menores e de
tecido desorganizado. Similarmente, a regido de contato osso-implante, foi maior para
PEO-BG, 0 que associado a area de osso neoformado, demonstram capacidade de

osseointegracao otimizada para este grupo.

A avaliacdo de perfil inflamatorio demonstrou ainda que ZrAc apresentou

maiores infiltrados inflamatérios, o que também acaba atuando como um fator
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limitador do reparo 0sseo. Trabalhos realizados anteriormente por nosso grupo de
pesquisa ja haviam comprovado os beneficios da oxidacao por plasma eletrolitico com
adicdo de calcio e fosfato no reparo 6sseo periimplantar e na consolidacdo 6ssea de
fraturas femorais em animais osteoporoticos, onde foi capaz de acelerar e otimizar o
reparo 0sseo e leva-lo a uma situacdo préximo ao que ocorreu em um animal

totalmente saudavel, isto €, sem alteracdes de densidade mineral 6ssea(20,28,29).

Os resultados da analise histoldgica foram corroborados com os dados de
imunomarcacdo das proteinas investigadas. A BMP-2, que representa os periodos
iniciais da neoformacdo Ossea, apresentou aos 14 dias, uma expressao
significativamente maior para PEO-BG, o0 que consequentemente esta relacionado a
maior recrutamento de osteoblastos e condiz com os maiores valores de neoformacgao
Ossea para PEO-BG ja nesse periodo. Enquanto isso, a expressao de RANKL e OPG,
proteinas relacionadas a atividade dos osteoclastos e consequentemente a
modulacdo dos processos de reabsorcdo e deposicdo Ossea, também se
apresentaram significativamente maiores para PEO-BG em comparacéo a ZrAc, o que
demonstra que para este grupo ha um maior turnover 6sseo, fator também importante
para a renovacao tecidual e deposicdo de matriz 6ssea. Por sua vez, a expressao de
OCN, marcador relacionado aos periodos de deposicdo de matriz mineral 6ssea, se
apresentou significativamente maior para ZrAC aos 14 dias, enquanto aos 28 dias
houve uma inversdo, com PEO-BG ligeiramente superior. Comparando este resultado
de OCN com os demais desfechos, pode-se especular que ZrAc apresentou
superioridade de imunomarcacéo aos 14 dias por apresentar uma mineralizagéo do
tecido 6sseo mais atrasado do que PEO-BG, que ja estava em uma fase mais madura

da neoformacao.

A analise microtomografica corroborou expressivamente com a avaliacao
histométrica, visto que gerou resultados de volume e porcentagem de volume 6sseo
significativamente maiores para PEO-BG, observado principalmente pela
representacéo tridimensional, que contou com espiras mais robustas e de distribuicao
mais homogénea ao redor do implante, no periodo de 28 dias pos-operatério. Ainda,
com relacdo a qualidade do tecido 0sseo neoformado, PEO-BG apresentou maior
namero de trabéculas 6sseas, enquanto que ZrAc teve trabéculas mais separadas. A
espessura do trabeculado 6sseo foi similar entre os dois grupos experimentais.
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Com a otimizacdo do reparo 6sseo em regido periimplantar promovida pela
superficie PEO-BG em comparacdo a uma superficie de jateamento de zirconia e
duplo ataque &cido (ZrAc) é possivel predizer que a aplicacdo deste simples
tratamento pode ser um grande diferencial a osseointegragéo, principalmente em
situacdes em que se espera dificuldades reparacionais. E importante relembrar que
pacientes diabéticos muitas vezes passam pelo inconveniente das falhas dos
implantes, o que gera a necessidade de reintervencgfes cirargicas e consequente
aumento da morbidade e dos custos relacionados ao tratamento(15,16,60). Ainda,
existem situacdes em que o paciente desiste da reabilitacdo por implantes e opta por
uma protese mucossuportada, que apresenta eficacia mastigatéria e condicdo de

qualidade de vida inferior ao que se tem diante dos implantes osseointegraveis.

Nesse sentido, ainda que diante das limitac6es deste estudo pré-clinico, que
foram diretamente relacionadas ao modelo animal escolhido, € possivel predizer que
a técnica de PEO-BG, que além de todas as vantagens ja mencionadas, é de facil
realizacdo, baixo custo a longo prazo e ndo se deteriora apés esterilizacdo por
autoclave, tem alto potencial de aplicacdo clinica, com expectativa de reduzir a
ocorréncia de falhas de implantes e assim, garantir maiores sucessos nas

reabilitacdes orais.

Ainda, os autores acreditam que futuros estudos com diferentes tempos de
carregamento de implantes em modelo 6sseo de baixa densidade mineral em regibes
posteriores de maxila ou mandibula seriam de alto interesse cientifico para melhor
investigar e validar a capacidade de aceleracdo da osseointegracdo em implantes
revestidos por PEO-BG.
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7 CONCLUSAO

A partir desta investigacao in vivo, foi possivel concluir que o revestimento de
oxidacdo por plasma eletrolitico a base de vidro bioativo apresentou potencial
osteoindutivo, 0 que aumentou de forma significativa os parametros do reparo 6sseo

periimplantar na tibia de ratos com diabetes mellitus experimentalmente induzida.
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