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RESUMO

Avelino SOM. Avaliagdo do efeito do recobrimento dos biovidros biok e 45s5 na
superficie de implantes de zirconia: estudo in vitro e in vivo [dissertacdo]. Sdo José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2022.

O estudo avaliou o efeito do recobrimento de biovidros 45S5 e bioK na superficie de
implantes de zircOnia na osteogénese in vitro e na osseointegracdo in vivo. Para
isso, foram confeccionadas amostras de zirconia T (Tosho, Japédo) que foram
divididas em 3 grupos: zirconia polida (Z); zircbnia recoberta com biovidro 45S5 (45);
zirconia recoberta com biovidro biok (bk). As amostras produzidas para os testes de
caracterizacao e etapa in vitro mediram 6,0 x 4,0 mm, enquanto que para a etapa in
vivo apresentaram 2,5x 2,5mm de altura. Apés a producdo, a morfologia das
superficies das amostras foi analisada por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) e estas foram submetidas ao teste de rugosidade média (Ra). Posteriormente
a caracterizacdo, as amostras foram submetidas aos testes biolégicos in vitro e in
vivo. Na etapa in vitro células mesenquimais obtidas de fémures de ratos foram
isoladas e plaqueadas com as amostras visando avaliar a influéncia destas na
morfologia, atividade e diferenciacdo celular de osteoblastos, utilizando os testes
biolégicos de citotoxicidade, avaliagdo do conteludo de proteina total, atividade da
fosfatase alcalina e formacdo de nédulos de mineralizacdo. Na etapa in vivo 18 ratos
foram submetidos a cirurgia para colocacdo dos implantes nas tibias direitas e
esquerdas, 0s quais receberam implantes do mesmo material, conforme os grupos
descritos acima. Os animais foram eutanasiados apos 4 semanas do procedimento
cirirgico. As tibias direitas foram submetidas a analise histologica e
histomorfométrica, enquanto as tibias esquerdas foram submetidas ao teste de push
out. Com os resultados in vitro pudemos observar que 0s grupos experimentais nao
foram citotoxicos, propiciaram um ambiente adequado a atividade e diferenciacao
celular, e ainda permitiram o espraiamento celular sobre as amostras. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significantes entre 0s grupos experimentais
nas analises in vivo. Concluiu-se que os recobrimentos nos implantes de zirconia
com os biovidros 45S5 e biok foram produzidos adequadamente e permitiram a
atividade e diferenciacdo celular, bem como neoformacdo é6ssea ao redor dos
implantes. Novos estudos devem ser realizados para fornecer informacdes
adicionais sobre o comportamento do recobrimento dos biovidros na superficie de
implantes de zircbnia.

Palavras-chave: osteogénese; osseointegracéo; zirconia; biovidro.



ABSTRACT

Avelino SOM. Evaluation of the effect of coating biok and 45S5 bioglasses on the
surface of zirconia implants: in vitro an in vivo study. [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Séao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2022.

The study evaluated the effect of bio-glass 45S5 and bioK coating on zirconia implant
surfaces on in vitro osteogenesis and in vivo osseointegration. For this purpose,
zirconia T (Tosho, Japan) samples were made and divided into 3 groups: polished
zirconia (Z); zirconia coated with bioglass 45S5 (45); zirconia coated with biok (bk).
The samples produced for the characterization tests and in vitro stage measured 6.0
x 4.0 mm, while for the in vivo stage they were 2.5x 2.5 mm in height. After
production, the surface morphology of the samples was analyzed by scanning
electron microscopy (SEM) and they were submitted to the average roughness test
(Ra). After characterization, the samples were submitted to in vitro and in vivo
biological tests. In the in vitro stage mesenchymal cells obtained from rat femurs
were isolated and plated with the samples to evaluate their influence on osteoblast
morphology, activity and cell differentiation, using the biological tests of cytotoxicity,
total protein content, alkaline phosphatase activity and mineralization nodule
formation. In the in vivo stage 18 rats underwent surgery to place the implants in the
right and left tibiae, which received implants of the same material, according to the
groups described above. The animals were euthanized 4 weeks after the surgical
procedure. The right tibiae were subjected to histological and histomorphometric
analysis, while the left tibiae were subjected to the push out test. With the in vitro
results we could observe that the experimental groups were not cytotoxic, provided
an adequate environment for cell activity and differentiation, and also allowed cell
spreading over the samples. No statistically significant differences were observed
between the experimental groups in the in vivo analyses. It was concluded that the
coatings on zirconia implants with 45S5 and biok bioglass were adequately produced
and allowed cell activity and differentiation, as well as bone neoformation around the
implants. Further studies should be carried out to provide additional information on
the coating behavior of bio glasses on the surface of zirconia implants.

Keywords: osteogenesis; osseointegration; zirconia; bioglass.
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1 INTRODUCAO

Implantes de zircbnia tém se mostrado uma alternativa promissora aos
implantes de titanio por exibirem similar desenvolvimento da osseointegracdo além
de promoverem melhor adaptacdo dos tecidos moles e otimizarem a estética
(Sivaraman et al., 2018). Adicionalmente, as superficies de implantes de zirconia
mostraram uma reducdo estatisticamente significativa na formacdo de biofilme de
placa humana ap6s 72 horas de incubacdo em um modelo experimental quando
comparadas com superficies de implantes de titanio (Roehling et al., 2017). Assim,
além de suprir as desvantagens associadas ao implante de titanio, como
descoloracdo do tecido peri-implantar e possibilidade de hipersensibilidade, na
revisdo recente de Masao Yoshinari (2020), observou-se que os implantes de
zircbnia apresentam aspectos mecanicos e biolégicos com desempenhos
compativeis ao apresentado pelo implante de titanio.

A zircbnia € um material polimérfico que apresenta trés diferentes formas
cristalograficas as quais sdo dependentes da temperatura, sendo elas: monoclinica
(M), tetragonal (T) e cubica (C) (Kelly, Denry, 2008). A transformacédo de fase
tetragonal para fase monoclinica é responsavel pela melhora nas propriedades
mecanicas e pelo notavel desempenho da zirconia, caracteristica ja explorada para
aplicacdes médicas e também na engenharia (Ramos et al., 2019; Roy et al., 2019).
Schinemann et al. (2019) ainda concluiram que superficies de zircdnia modificadas
com recobrimentos diversos podem apresentar osseointegracdo mais rapida do que
em superficies nado tratadas.

Recobrimentos bioativos em superificies de zircdnia possuem capacidade de
induzir a formacdo de hidroxiapatita, essencial para posterior proliferacdo Ossea
(Schinemann et al., 2019), além de proporcionarem area de gradacdo estrutural.
Materiais com gradacao funcional possuem variagbes das suas fases estruturais
dentro do proprio material, gerando diferencas graduais em suas propriedades
(Bohidar et al., 2014). A transicéo progressiva entre uma camada de vidro externa e
a zircOnia subjacente permitiu uma estrutura de bulk do material inteiramente de
grédos de zircbnia (Campos et al., 2016). Essa transicdo gradativa dos maodulos

elasticos em direcdo ao bulk resultou em uma ceramica de alta resisténcia as forcas
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de flexdo que conduzem a supresséo dos danos de contato, quando esse material é
utilizado em fins odontolégicos diversos (Zhang et al., 2009). O recobrimento da
zirconia com biovidro tornou este material mais resistente, e também possibilitou o
uso da zircbnia sem a necessidade de estratificagdo (Zhang et al., 2012).

Vidros bioativos sdo materiais utilizados para desenvolver biomateriais mais
direcionados para aplicagbes médicas, tais como dispositivos de implantes para o
corpo humano visando reparar e substituir ossos doentes ou danificados devido a
sua excelente bioatividade e biocompatibilidade (Aguilar-Reyes et al., 2012;
Albulescu et al., 2019; loannou et al.,, 2015). No entanto, ao contrario de suas
excelentes caracteristicas de bioatividade, esses biomateriais apresentam baixa
resisténcia mecanica, como tenacidade a fratura, em comparacdo com 0O 0SSO
natural (Charlotte Schausten et al., 2010). Contudo, quando associado a outros
materiais, 0s biovidros sdo capazes de auxiliar na melhora das propriedades
mecanicas destes (Jia et al., 2011). O biovidro 45S5 apresenta bioatividade,
osteoestimulacdo e osteoconducdo satisfatorias, entre outras propriedades
importantes para a regeneracdo 0ssea (Aguilar-Reyes et al., 2012; loannou et al.,
2015).

Na busca por melhores propriedades mecéanicas, a substituicio do Na20
pelo K2O na estrutura quimica do 45S5 deu origem ao biok, um biovidro
experimental. A presenca do oOxido de potassio contribuiu para melhorar a
resisténcia da matriz, contribuindo para que o biok apresente melhores propriedades
mecanicas que o biovidro 45S5 (Bellucci et al., 2010; Bellucci et al., 2011; Cannillo et
al., 2009; Rahaman et al., 2006).

Neste contexto o desenvolvimento de um novo recobrimento para a
superficie da zircénia, tem por objetivo combinar a bioatividade dos vidros, sem
afetar a estética desta, que é uma propriedade desejavel na odontologia para as

situacgdes clinicas principalmente de dentes anteriores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os materiais ceramicos além de serem estéticos apresentam desempenho
adequado a longo prazo, e devido a estas caracteristicas, tém sido amplamente
utilizados na odontologia restauradora (Zhang et al., 2017). Dentre essas, a zircOnia
se destaca devido ao seu alto valor de tenacidade a fratura, excelentes propriedades
mecanicas e adequada estabilidade quimica e dimensional (Kaizer et al., 2017; Zang
et al., 2018; Yan et al., 2018).

Contudo, materiais que exibem uma bicamada composta por zircbnia e
ceramica de revestimento, apresentam limitacdes, sobretudo relacionadas a
incompatibilidade nos coeficientes de expansdo e baixa condutividade térmica da
zirconia. Por isso, para que esse material conquiste estabilidade e resisténcia em
temperatura ambiente, faz-se necesséria a adicdo de um éxido dopante (De Araujo-
Junior et al., 2020). Assim a zirconia tetragonal estabilizada por 6xido de itrio (Y-
TZP) tem sido utilizada em aplicacdes odontoldgicas (Chevalier et al., 2007).

As fases microestruturais observadas na zircbnia se organizam em 3 fases
distintas: monoclinica (M), cubica (C) e tetragonal (T). A transi¢cdo entre as fases
cristalinas citadas ocorre, sobretudo, por uma alteracdo de temperatura na superficie
da zircbnia, provocando uma mudanga volumétrica no cristal onde a tensédo é
aplicada (Manicone et al., 2007).

Além das propriedades mecanicas satisfatérias da zircbnia, Gautam et al.
(2016) revisaram a literatura para discorrer, dentre outros pontos, sobre a
biocompatibilidade da zircdnia. Nessa revisdo sistematica, trabalhos in vivo e in vitro
comprovaram que essa ceramica (Y-ZTP) € biocompativel, ndo tendo sido relatada
nenhuma reacdo adversa local ou sistémica grave relacionada a este material.
Soma-se a isso, estudos apresentados nesta revisdo que demonstraram menor
acumulo de bactérias ao redor da zircbnia Y-ZTP quando comparada ao titanio, o
que foi relacionado, sobretudo, as diferentes propriedades de adsor¢édo de proteinas
dos materiais.

Degidi et al. (2006) realizaram um estudo in vivo para avaliar e comparar a
reacdo dos tecidos moles ao redor da zirconia e do titanio. Os resultados
demonstraram maior taxa de processos inflamatdrios bem como de mediadores

guimicos ao redor do titanio. Piconi e Maccauro (1999) ao revisarem a literatura a
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fim de investigar as propriedades e aplicacdes da zircbnia, concluiram com relagéo
as propriedades biolégicas que o material ndo apresentou efeitos citotoxicos.

Implantes de titanio osseointegrados sao considerados efetivos como
tratamento reabilitador, uma vez que sédo altamente previsiveis e apresentam alto
indice de sucesso (Klokkevold et al., 2007). Entretanto, podem exibir aspecto
acinzentado ao redor do seu contorno, sendo que os pilares metalicos tém sido
associados a importantes limitacdes estéticas, principalmente em dentes anteriores
e associados a caracteristicas particulares do paciente, como o biotipo periodontal
fino (Linkevicius et al., 2008; Linkevicius et al., 2015; Sailer et al., 2007; Zembic et
al., 2009). A utilizagdo de pilares totalmente ceramicos, nos quais ceramicas
policristalinas de alta resisténcia sdo mais indicadas, possibilita alcancar uma
melhora significativa na estética em situacdes de reabilitacdo com implantes em
dentes anteriores (Guess et al., 2011).

Amplamente utilizada em Odontologia, a zirconia Y-TZP apresenta cor branca
e translucidez semelhante aos dentes naturais, enquanto o titdnio quando
implantado faz com que o tecido mole tenha uma aparéncia acinzentada (Sivaraman
et al., 2018). Essa zirconia pode ser utilizada em diferentes condi¢cdes estruturais,
tanto em coroas como em pilares de implantes. Diversos estudos presentes na
revisdo de Hanawa (2020) demonstraram que os implantes de zircbnia apresentam
osseointegracdo comparavel aos implantes de titdnio, apresentando taxas de
aposicao 6ssea e respostas celulares semelhantes em ambos os materiais.

Apesar de apresentarem caracteristicas biolégicas que indicam interacdo
adequada do material com o corpo, a zirconia tem sido considerada como um
material bioinerte (Yin et al., 2017). Visando driblar essa caracteristica do material e
melhorar as propriedades biolégicas e o comportamento de osseointegracao, foram
desenvolvidos métodos fisico-quimicos de tratamento nesta superficie de ceramica,
tais como: jateamento, tratamento a laser, microusinagem, além do desenvolvimento
de revestimentos associados ou ndo com moléculas bioativas (Bacchelli et al.,
2009).

Em engenharia tecidual, varios métodos tém sido investigados para fabricacao
de materiais que interajam com os tecidos circundantes e sejam bioativos, incluindo
a incorporagdo de cargas e os revestimentos bioceramicos (Causa et al., 2006;

Hench et al.,, 2000; Shin et al., 2003). Diferentes revestimentos tém sido
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desenvolvidos para aumentar a bioatividade potencial antibacteriano e a bioatividade
das zircOnias. Revestimentos bioativos sobre superficies de zircbnia auxiliam a
inducdo de formacéo de hidroxiapatita no ambiente biolégico, fundamental para que
ocorra a neoformacéao 6ssea (Schiinemann et al., 2019).

Os vidros bioativos sdo exemplos de biomateriais capazes de induzir uma
resposta biologica in vivo que resulte na formacdo de uma interacdo satisfatoria
entre o material e o tecido (Hench, 1998). Dentre suas potencialidades, os vidros
bioativos sdo capazes de aumentar a ligagdo com tecido 6sseo quando em contato
com fluidos fisiolégicos, por meio da formagdo de uma camada de hidroxiapatita
semelhante a fase mineral presente no osso (Jones, 2015).

O biovidro 45S5 é um vidro bioativo considerado padrdo ouro em sua classe
devido a sua alta bioatividade (Jones, 2015), além de apresentar excelentes
propriedades antimicrobianas e biocompatibilidade. Aliado a isso, apresenta uma
capacidade particular de ligacdo a tecidos moles e duros (Hench, 1999) e estudos
tém demonstrado que produtos de sua dissolucao estimulam a expressdo génica em
células osteoblasticas e a angiogénese (Day et al., 2004; Hench, 2000).

Recentemente, Gouveia et al. (2021) relataram resultados promissores com
relacdo a bioatividade e viabilidade celular de amostras de zircOnia recobertas com
vidro quando comparada a zircbnia monolitica, sem recobrimento de vidro.
A etapa in vitro deste estudo utilizou a linhagem celular MG63, que em amostras
incorporadas com o biovidro 58S apresentaram viabilidade celular mais satisfatoria
do que as amostras de zirconias sem esse recobrimento. Entretanto, esse
biomaterial apresenta como uma de suas limitagcdes a baixa resisténcia mecanica,
gue impede sua aplicacédo para usos em alta pressao (Gutierres et al., 2006).

Visando uma melhora na resisténcia e maior possibilidade de aplicacfes, tem se
buscado desenvolver novos biovidros ceramicos que mantenham as propriedades
osteocondutoras do 45S5 apresentado propriedades mecéanicas mais satisfatorias
(Gutierres et al., 2006). Uma alteracdo na estrutura quimica do 45S5, visando
reduzir sua tendéncia a cristalizar em alta temperatura, deu origem ao biok, um
biovidro experimental, que promete superar as propriedades mecanicas de seu
precursor, devido a presenca de Oxido de potassio em sua composicédo (Canillo et
al., 2011).
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Canillo e Sola (2010) compararam as técnicas de esmaltacdo e de
pulverizagao de plasma para produzir revestimentos ceramicos com biovidros ativos,
sendo eles 0 45S5 e o biok. Os autores descreveram que a capacidade de limitar a
cristalizacdo descontrolada durante o processo de producdo do recobrimento pode
ser considerada uma vantagem do biok com relagdo ao 45S5. Contudo, apontam a
necessidade de estudos direcionados para investigacao da bioatividade desse vidro

como forma de revestimento.
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral neste estudo foi avaliar a influéncia do recobrimento dos
biovidros 45S5 e biok na superficie de implantes de zircbnia na atividade e
diferenciacdo de células mesenquimais, bem como na osseointegracao destes em
tibias de ratos, visando aplicacdo odontoldgica.

Os objetivos especificos foram avaliar os implantes de zircénia, recobertos

com os diferentes biovidros quanto:

a) ao processo de sintese e caracterizacao;

b) a influéncia na atividade e diferenciagéo celular;

C) a influéncia na osseointegracdo ao tecido 6sseo;

Foram objetivos especificos também a comparacao dos resultados:
a) da etapa in vitro com a etapa in vivo para cada material,

b) do grupo do biovidro 45S5 com o grupo do biovidro biok.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Confeccéo das amostras e dos implantes

As amostras foram obtidas a partir de zirconia Zpex (Tosho, Japéo) em po,
que foram prensadas com 3 toneladas em formato de discos, e posteriormente
sinterizadas a 1550°c por duas horas. Essas amostras foram confeccionadas no
Instituto Tecnoldgico de Aeronautica - ITA, sob orientacdo da Prof. Dr. Tiago Moreira
Bastos Campos. Ja os implantes, foram confeccionados a partir de blocos de
zirconia Zpex (Tosho, Japédo), que foram cortados em formato cilindrico na cortadora
de espécimes circulares (MicroMill, Laboratério 1 Odontologia Restauradora ICT
Unesp). Posteriormente, os cilindros obtidos foram lixados com lixas de diferentes
granulacdes até chegarem a espessura desejada. As dimensdes finais das amostras
foram de 6,0 x 4,0 x 1,6 mm?® para a caracterizacdo dos materiais e etapa in vitro,
enguanto exibiram 2,5 x 2,5 mm para a etapa in vivo. Neste momento as amostras e
os implantes foram divididos em 3 grupos baseado no recobrimento que receberam:
zirconia (z); zircbnia recoberta com biovidro 45S5 (45); zircOnia recoberta com
biovidro biok (bk).

Os vidros foram produzidos no laboratoério de plasmas e processo (LPP) no
Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA) sob a responsabilidade do Pesq. Tiago
Moreira Bastos Campos. A fabricacdo do vidro 45S5 foi realizada da seguinte
maneira: o &cido silicico foi obtido pela passagem de metassilicato de soédio
(Na,SiO3-5H,0) em solucdo aquosa (10% m/m) utilizando uma resina de troca iGnica
(IR120 — Rohm and Haas). A seguir, foram adicionados sais (nitratos) com para
gerar as composi¢des dos vidros. Esse liquido foi colocado em uma estufa a 100°C
por 24 horas. ApOs essa etapa, esses pos foram calcinados a 600°C por 1 hora para
a formacé&o dos vidros (Campos et al., 2016).

A producao do biok foi realizada pelo mesmo processo substituindo os ions
Na,O pelo K,0O na estrutura quimica do biovidro 45S5 descrita acima.

O recobrimento das amostras pelos vidros foi realizado na superficie de
trabalho das amostras pré-sinterizadas para o estudo in vitro e ao redor de todo o

implante para a etapa in vivo (Figura 1) por meio de uma aplicagao unica com pincel
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fino em uma proporcdo de 0,1g de pd para 8 gotas de propilenoglicol P.A.-A.C.S.
(LABSynth Produtos para Laboratério Ltda.) mensurados em conta-gotas. Em
seguida, as amostras foram sinterizadas em forno Vita Zyrcomat (VITA Zahnfabrik) a
1550 °C (Figura 2) seguindo o protocolo: temperatura inicial 25°C, taxa de
aguecimento de 17 °C/min, temperatura de queima de 1550 °C e tempo de queima
de 120 min.

Figura 1 — Aplicacdo dos biovidros

a)

Legenda: a) Preparo dos materiais para aplicagdo do biovidro nas amostras do in vivo; b) Aplicacédo
do biovidro com propilenoglicol na superficie das amostras confeccionadas para a etapa in vitro.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 2 — Sinteriza¢do das amostras no forno Vita Zyrcomat

Lid  Ldi)

a)

Legenda: a) Amostras para testes in vitro; b) Amostras para testes in vivo.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 Caracterizacédo das amostras

Para analisar a topografia superficial das amostras, foi utilizado o microscopio
eletrénico de varredura (MEV) (JEOL/JSM-5310, Téquio, Japdo) com canhdo de
emissao de campo “Field Emission Gun” (FEG) (Tescan/Vega 3, Brno, Republica
Tcheca). Para isso, 3 amostras de cada grupo foram posicionadas em uma
plataforma de aluminio (stub), auxiliado por uma fita dupla face de carbono (3M,
Sumaré SP, Brasil) e metalizadas com uma camada fina de ouro (80 A), que foi
depositado por vaporizacao ibnica (sputtering) na maquina metalizadora (Emitech
SC 7620, Sputter Coater, Quorum Technologies, Newhaven, Reino Unido) por 130 s
com uma corrente de 10-15 mA em vacuo de 130 mTorr e a uma taxa de
metalizagdo de 3,5 nm/min. As imagens foram obtidas no MEV com detector de
elétrons secundarios (ES), projetados sobre a superficie da amostra; e também por
meio do detector de elétron retro espalhado (BSE). As magnificacfes utilizadas
foram de 1.000 X, 5.000 X e 10.000X.

A rugosidade de superficie foi analisada na superficie de trabalho de 5
amostras, nos parametros Ra (rugosidade média absoluta das alturas das
irregularidades ao longo do perfil; parametro de altura), RSm (espacamento ou
largura média do perfil das irregularidades dentro de um comprimento de
amostragem; parametro hibrido) e RZ (profundidade da rugosidade média)
(Wennerberg and Albrektsson, 2000). As amostras foram individualmente
identificados e na superficie de cada uma (4,0 x 4,0 mm) realizadas leituras (3 mm)
da rugosidade tridimensional por meio de um rugosimetro (Surftest SJ 400, Mitutoyo,
Toquio, Japdo). Foram realizadas trés leituras paralelas equidistantes com
velocidade de varredura de 0,2 mm/s, seguindo a norma ISO 4287-1997, com filtro
Gaussian e o valor cut-off de 0,8 mm, e foram realizadas mais trés leituras paralelas
com amostra movimentada em 90° nos mesmos parametros descritos acima (Figura
3).
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Figura 3 — Andlise da rugosidade de superficie na amostra do grupo 45S5

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Experimentos in vitro

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de S&o José dos
Campos/UNESP sob o numero 07/2021 (Anexo A) e foi realizado de acordo com 0s
Principios Eticos para a Experimentaco Animal, adotado pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Este trabalho também seguiu as diretrizes
preconizadas pelo ARRIVE (Animal Research Reporting of In Vivo Experiments)
(Percie Du Sertid et al., 2020).

4.3.1 Isolamento e cultura de células mesenquimais

Nove ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), pesando cerca de 300g
com 90 dias de idade foram utilizados para a etapa in vitro deste projeto. Os animais
foram provenientes do Biotério Central da Unesp, situado em Botucatu e

permaneceram durante o experimento no Biotério do ICT/Unesp em gaiolas onde
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receberam agua e racao ad libitum. O ambiente foi cuidadosamente monitorado para
manter a temperatura em torno de 20°C e com ciclo claro/escuro a cada 12 horas.

As células foram obtidas dos fémures desses ratos de acordo com
Maniapoulos et al. (1988) com adaptacbes. O método de eutanasia utilizado foi por
meio de dose excessiva da solucdo anestésica, na qual foi administrada tripla dose
via intramuscular da solucdo anestésica de Xilazina/Ketamina para realizacdo do
procedimento cirdrgico, seguida de guilhotina. Ap6s a remocédo e limpeza dos
fémures, estes foram colocados em solucédo de transporte contendo meio essencial
minimo, modifica¢@o alfa com L-glutaminha (a-MEM — Gibco- Life Technologies, NY,
USA), suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda, Campinas
Brasil) e gentamicina (Gibco- Life Technologies, NY, USA).

No fluxo laminar, as extremidades foram removidas e culturas primarias de
osteoblastos foram isoladas a partir das células obtidas pela lavagem da medula
Ossea dos fémures, utilizando meio de cultura suplementado contendo meio
essencial minimo, modificacdo alfa com L-glutaminha (a-MEM - Gibco- Life
Technologies, NY, USA), suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab
Ltda, Campinas Brasil) e 1% de gentamicina (Gibco- Life Technologies, NY, USA)
(Figura 4). Posteriormente estas células foram distribuidas em frascos para cultura
(Kasvi, Sdo Jose dos Pinhais, Parand, Brazil) e incubadas a 37°C com 5% de CO;
(Incubadora Ultrasafe HF 212 UV). O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e a
progressao da cultura avaliada por microscopia de fase invertida (Microscépio Carl

Zeiss — Axiovert 40C, Germany).
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Figura 4 — Isolamento celular

a)

Legenda: a) material utilizado para o isolamento celular dentro do fluxo laminar; b) lavagem do
contetido da medula 6ssea com meio de cultura suplementado.
Fonte: Elaborado pela autora.

Apo6s a confluéncia (aproximadamente 7 dias), as células foram liberadas
enzimaticamente e plaqueadas na densidade de 2x10* células viaveis em pocos da
microplaca de 24 pocos (Kasvi, Sdo Jose dos Pinhais, Parana, Brasil). Previamente
ao plagueamento, foram preparadas amostras de acordo com 0s grupos citados
anteriormente: zirconia polida (Z); zirconia recoberta com biovidro 45S5 (45);
zirconia recoberta com biovidro biok (bk) as quais foram inseridas no interior dos
pocos para ocupar a area relativa ao didmetro do pog¢o. Em seguida, foi
acrescentado 1mL de meio de cultura osteogénico na placa, que foi produzido a
partir da adicdo de 5 mg/mL de acido ascérbico (Neon, Suzano, Sdo Paulo, Brasil) e
2,16g de [ glicerol-fosfato (Sigma-Aldrich Chemical, St Louis, USA) na solucdo de
500 mL do meio de cultura celular suplementado citado acima. O grupo controle do
experimento foi representado por meio do plaqueamento apenas das células no
poco da placa, sem qualquer biomaterial no po¢o. O meio de cultura osteogénico foi
trocado a cada 3 dias.

ApoOs estes procedimentos, todas as placas foram incubadas a 37°C com 5%
de CO; e mantidas até 0 momento dos testes. Todos os testes foram realizados de
acordo com a ISO 10993-1 e em triplicata, sendo que cada triplicata foi um pool de
células provenientes dos fémures de 3 animais de cada grupo. Os procedimentos
para as analises propostas a seguir, estdo detalhadamente descritas nos artigos

prévios do nosso grupo de pesquisa (Andrade et al., 2015; Prado et al., 2018).
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4.3.2 Determinacdao da viabilidade celular

Foi realizada avaliacdo quantitativa de células vivas, apds a exposicdo e
incubacdo com o corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo] (Sigma-Aldrich
Chemical, St Louis, USA) utilizando analise espectrofotométrica do corante
incorporado, como controle negativo foi usado o fundo da placa. Para a avaliacéo da
viabilidade celular, as células foram cultivadas nos pocos e avaliadas ap6s o periodo
de 7 dias, utilizando medida colorimétrica em leitor de microplaca no comprimento
de onda 570 nm (Biotek EL808IU). Os dados foram aferidos como absorbancia e

expressos como porcentagem sendo o grupo controle negativo considerado 100%.

4.3.3 Analise do conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi calculado apés 7 dias de cultura, de acordo
com o método modificado de Lowry et al. (1951). Apés a remocdo do meio de
cultura, os pogos foram lavados com PBS e preenchidos com 150pL de laurel sulfato
de sédio a 0,1% (Sigma Aldrich, Chemical, St Louis, USA) para extracdo de
proteinas. Em seguida, foi adicionado em cada po¢o 100uL de Lowry (Sigma Aldrich,
Chemical, St Louis, USA) e a esta mistura acrescentou-se 100uL de Folin e
Ciocalteau (Sigma Aldrich, Chemical, St Louis, USA) por poco. Apés a finalizacdo do
teste, a absorbancia foi aferida espectofotometricamente a 590 nm, sendo que o
conteudo de proteina total foi calculado a partir de uma curva-padréo determinada a

partir de albumina bovina e expresso em ug/mL.

4.3.4 Atividade da fosfatase alcalina

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada por meio da liberacdo de
timolftaleina por hidrélise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit
comercial de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Labtest Diagndstica, Minas

Gerais, Brasil), utilizando os mesmos lisados do teste da proteina total apds o
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periodo de 7 dias. As solucées do kit foram acrescentadas as aliquotas de 50uL dos
lisados obtidos de cada poco, permanecendo por 10 minutos a 37°C em banho-
maria. A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro (Micronal AJX 1900)
utilizando comprimento de onda de 590 nm e a atividade de fosfatase alcalina foi
calculada a partir de curva-padrédo usando a timolftaleina em uma escala de 0,012 a

0,4 umol de timolftaleina/hora/ug proteina.

4.3.5 Analise de formacao de nédulos de mineralizacéo

Apos o periodo determinado de 7dias foi verificada a formacéo de nodulos de
mineralizacao utilizando a coloracdo por vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich
Chemical, St Louis, USA). Para isso, as células aderidas foram fixadas em solugéo
de formol 10% por 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse processo, as
amostras passaram por um processo de desidratacdo com alcool previamente a
coloracdo com o corante citado acima, por 10 minutos. Posteriormente as formacfes
dos nodulos de mineralizagdo foram observadas ao microscopio (Microscopio Carl
Zeiss — Axiovert 40C, Germany).

4.4 Experimentos in vivo com o modelo experimental proposto

4.4.1 Animais

Esta etapa do projeto foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa em
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de S&o José dos
Campos/UNESP e aprovada sob o numero (Anexo A), sendo realizado de acordo
com os Principios Eticos para a Experimentacdo Animal, adotado pelo Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA). Este trabalho também seguiu as
diretrizes preconizadas pelo ARRIVE (Animal Research Reporting of In Vivo
Experiments) (Percie Du Sertid et al., 2020).

Dezoito ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), pesando cerca de 300g com
90 dias de idade foram utilizados para a etapa in vivo deste projeto. Os animais
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foram provenientes do Biotério Central da Unesp, situado em Botucatu e
permaneceram durante o experimento no Biotério do ICT/Unesp em gaiolas onde
receberam agua e racdo ad libitum. O ambiente foi cuidadosamente monitorado para

manter a temperatura em torno de 20°C e com ciclo claro/escuro a cada 12 horas.

4.4.2 Cirurgia de confeccédo dos defeitos 6sseos

Inicialmente os animais foram anestesiados via intramuscular com a
combinacdo de 100mg/kg de Ketamina via intramuscular (Vetaset — FortDogde
Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 10mg/kg de Cloridrato de
Xilazina (Xilazina — Coopers, Brasil, Ltda). A seguir os locais cirurgicos das tibias
direitas e esquerdas foram submetidos a tricotomia e a antissepsia com solucao de
alcool iodado. A incisdo, com cerca de 2,5 mm, foi realizada com |amina de bisturi
namero 15 na regido distal da tibia. Os tecidos foram divulsionados para expor as
corticais, nas quais foram confeccionados os defeitos de 2,5mm, um em cada tibia,
sob irrigacdo abundante e continua com solucdo fisioldgica, para evitar o
aguecimento decorrente do atrito da broca com o osso. Para obter este defeito,
foram utilizadas brocas esféricas de 2,5 mm de diametro (Figura 5).

Apos a confeccdo dos defeitos 0Osseos, as lojas cirdrgicas direitas e
esquerdas foram preenchidas com o mesmo material, que foi selecionado no
momento cirdrgico, fazendo com que os animais fossem alocados aleatoriamente
nos grupos: zircOnia polida (z); zircénia recoberta com biovidro 45S5 (45); zirconia
recoberta com biovidro biok (bk). O grupo controle foi considerado o implante de
zircOnia polida. Em todos os defeitos, os tecidos foram reposicionados e as camadas
foram suturadas com fio de seda n° 4 (Ethicon/Johnson & Johnson). Novamente foi
realizada anti-sepsia com alcool iodado.

Previamente a cirurgia, foi administrado um farmaco analgésico cloridrato de
tramadol, 8-10 mg/kg, por via oral, e esta medicacéo continuou a cada 12 h, durante
05 dias apo0s a cirurgia. Foi administrado também o antibiético Pentabiotico 0,01 mL/
100g via intramuscular, imediatamente apds a cirurgia e apos 5 dias. Apoés a cirurgia,

os ratos foram colocados em gaiolas, com racdo ad libitum e agua, em ambiente
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com exaustdo do ar, e monitorados até o periodo da eutanasia de 4 semanas
(Bautista et al., 2019; Dos Santos Trento et al., 2020; Fang et al., 2015).

O método de eutanasia utilizado foi a dose excessiva da solucdo anestésica,
na qual foi administrada tripla dose via intramuscular da solucdo anestésica
anteriormente citada para realizacdo do procedimento cirargico, seguida de
guilhotina.

ApOs a eutanasia dos animais, as tibias foram acondicionadas em recipientes
contendo solucdo Ringer e formol a 10%, divididas em direitas e esquerdas
respectivamente, identificadas de acordo com 0s grupos experimentais propostos.
As tibias direitas foram mantidas congeladas até o momento de preparo para
realizacdo do teste mecanico, enquanto as esquerdas permaneceram em

temperatura ambiente no formol até serem preparadas para descalcificacéo.

Figura 5 — Procedimento cirdrgico

a).

Legenda: a) Area da tibia exposta para confecgéo da loja cirtrgica; b) Implante posicionado na loja
cirdrgica.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.5 Metodologia de anélises

45.1 Teste de push out

No momento do teste, as tibias direitas foram descongeladas naturalmente
visando evitar alteracfes teciduais e em seguida foram cortadas e adaptadas ao
dispositivo utilizado. Posteriormente os implantes foram expostos e submetidos ao
teste de push out utilizando a maquina EMIC (modelo DL-1000). Nesta maquina,
uma célula de carga de 100 kg foi aplicada uma forca no centro do implante, paralela
ao seu longo eixo (Figura 6). Para cada tibia do animal analisado foi gerado um
grafico que indicou o nivel de forca aplicada para ocorrer o deslocamento do
implante. A forca necesséria para deslocar os implantes foi mensurada e os valores
registrados foram aqueles referentes ao valor maximo para a remog¢&o do implante.

Além disso, foram obtidas as medidas da espessura da cortical 6ssea em que
o implante estava posicionado previamente a realiza¢do do teste e posteriormente
foi calculada a altura média (hm). Em seguida os valores foram inseridos em duas
formulas (Figuras 7 e 8) subsequentes para se obter o valor da forca de
deslocamento (tensao - o) desejada.

Os dados dessa analise foram submetidos a andlise estatistica descritiva. O

nivel de significancia adotado foi o valor convencional de 5%.
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Figura 6 — Teste de push out

Legenda: Célula de carga aplicando for¢a no implante.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 7 — Férmula utilizada para calculo da area de insercédo dos implantes

Area = 2nr* x altura média (hp,)

r*: raio do implante

Fonte: Vasconcellos, 2005.

Figura 8 — Férmula utilizada para calculo da tensé&o de remocao dos implantes

Tensdo média (om) = forca (F)
area media (Am)

Fonte: Vasconcellos, 2005.
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4.5.2 Andlise histolégica e histomorfométrica

Para o preparo histologico foi utilizada a técnica de desgaste adaptada por
Vasconcellos et al., 2008, que esta descrita a seguir. Apos o periodo de fixacdo do
fragmento em formol, este foi lavado em agua corrente por 24 horas e
posteriormente submetido a concentracdes crescentes de alcool de 60%, 70%, 80%,
90% e 100%, para desidratacdo. O tecido 6sseo com o material implantado foi
incluido em solugéo de resina constituida por 85% de metil-metacrilato + 15% de
dibutil (100ml) + 3g de peréxido de hidrogénio. A resina preparada foi colocada em
potes de vidros. O material obtido da inclusdo foi preso na morsa do aparelho de
corte para tecido duro Labcut 1010 (EXTEC). Foi utilizado para o corte um disco
diamantado de 4” (EXTEC — 12205). Os cortes obtidos foram embutidos em laminas
de resina plexiglass para que fossem desgastados até a espessura de 15um para
observacdo em microscopia optica.

Na andlise histologica descritiva foram observados os aspectos do
desenvolvimento da reparacdo 0ssea, avaliando-se a neoformacédo 6ssea, o arranjo
de trabéculas 6sseas imaturas e a maturacdo 0ssea. Os cortes foram fotografados
utilizando microscoépio de luz ZeissAxioskop 40 (Carl Zeiss do Brasil), com camera
digital acoplada Canon, modelo Power Shot A640.

A analise histomorfométrica da neoformacédo Ossea foi realizada por meio da
captura de imagem de dois campos correspondentes a interface mesial e distal do
implante em cada lamina. As imagens foram adquiridas utilizando microscopio de luz
Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha), com ocular de 10x e objetiva
de 5%, sob um foco fixo, acoplado com uma camera Axiocam MRC 5 (Zeiss). Ap6s
captura, as imagens digitalizadas foram submetidas a analise histomorfométrica no
software Image J (Image Processing,and Analysis in Java, NIH, EUA) e foi analisada
a porcentagem de contato do implante com o tecido ¢sseo, BIC (bone implant

contact) em cada um dos campos selecionados.
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4.5.3 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos a partir das caracteriza¢des do biomaterial, analises in vitro e
in vivo foram submetidos a andlise estatistica pelo software GRaphPad Prisma 7.01.
Os valores foram tabulados, submetidos ao teste de normalidade sendo que os
valores dos testes de viabilidade celular, de contetdo de proteina total e de push out
foram avaliados por meio do teste de andlise de variancia um fator (ANOVA),
enquanto os valores dos testes de fosfatase alcalina foram avaliados por meio do
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para todos os testes foi estabelecido o
nivel de significancia (p<0,05).
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5 RESULTADO

5.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Amostras representativas de cada grupo foram analisadas em microscopia
eletrbnica de varredura para visualizacdo das caracteristicas de superficie dos
grupos: zircénia polida (Z), zircénia incorporada com biovidro 45S5 (45) e zirconia
incorporada com o biovidro biok (bk).

As analises de MEV por elétrons secundérios (SE) demonstram que apesar
de ambos 0s grupos recobertos com biovidros apresentarem uma superficie regular,
0 grupo 45 apresentou-se aparentemente mais rugoso quando comparado ao grupo
bk, por outro lado, o grupo z ndo demostrou rugosidade significativa (Figura 9). Além
disso, ao realizar a andlise da subsuperficie do material por elétrons
retroesopalhados (BSE), p6de-se observar a presenca de trincas no grupo 45 e
indicios de cristalizacdo no material, que ndo foram observados no grupo bk (Figura
10).

Quando analisados por MEV na presenca de meio de cultura, as imagens do
grupo 45 sugeriram maior rugosidade e perda de massa, aspectos que podem

indicar maior solubilidade quando comparado ao grupo bk (Figura 11).
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Figura 9 — Microscopia eletrénica de varredura SE, magnificagfes de 1.00kx
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Legenda: A) Superficie da amostra de zirconia; b) Superficie da amostra recoberta com 45S5; c)
Superficie da amostra recoberta com biok.
Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 10 — Microscopia eletrénica de varredura BSE, magnificagfes de 5.00kx
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Legenda: a) amostra do grupo 45S5; b) amostra do grupo biok.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura SE com meio, magnificacbes de
5.00kv

SEM NV L0V BEM MAC 8 00 ks VEGAS TEBTAM SEM NV BD WY SEM NAG 300 ka2
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Legenda: a) amostra do grupo biok; b) amostra do grupo 45S5.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Andlise de rugosidade superficial

Na superficie de trabalho de cada uma das cinco amostras foi analisada a
rugosidade de superficie, nos parametros Ra (rugosidade média absoluta das
alturas das irregularidades ao longo do perfil; parametro de altura), RSm
(espacamento ou largura média do perfil das irregularidades dentro de um
comprimento de amostragem; parametro hibrido) e RZ (profundidade da rugosidade
média). Os resultados foram avaliados individualmente e obtivemos uma média
entre os trés valores que nos permitiram observar que as amostras do grupo zircénia
apresentam menor rugosidade, seguida pelo grupo biok e grupo 45S5, o qual exibiu
a maior rugosidade superficial. Todos os grupos apresentaram diferenga estatistica
utilizando o método de Tukey (95% relevancia, p=0.000), como demonstrado no
quadro 1.
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Quadro 1: Rugosidade média obtida das amostras.

Grupos Ra Diferenca observada
Zirconia 0,214 + 0,0468 A
Zirconia + Biok 3,502 + 1,000 B
Zirconia + 45S5 3,940 = 0,596 C

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Ensaios bioldgicos in vitro

5.3.1 Determinagéo da viabilidade celular

Os dados de viabilidade celular obtidos possibilitaram identificar que os trés
grupos experimentais ndo foram citotoxicos. Foi observado que o grupo 45S5 exibiu
a menor viabilidade celular a qual diferiu estatisticamente do grupo biok (p<0,05),
porém nao diferiu do grupo zircénia (p>0,05). Os grupos zirconia e biok ndo diferiram
entre si (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12 — Gréfico com o valor de média e desvio padrdo (x) de viabilidade celular

dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.2 Conteudo de proteina total

Os dados obtidos do conteudo de proteina total dos grupos experimentais
foram submetidos a analise estatistica por meio do teste de analise de variancia um
fator (ANOVA). Contudo, ndo observamos diferenca estatisticamente significante
(p>0,05), como demonstrado na figura 13.



39

Figura 13 — Grafico com valor de média e desvio padréo (+) do contetdo de proteina
total dos grupos experimentais.

Conteudo de Proteina Total - 7 dias

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3.3 Atividade de fosfatase alcalina

Os dados da atividade de fosfatase alcalina (ALP) obtidos possibilitaram
identificar que os grupos zirconia (z) e 45S5 (45) apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre si (p<0,05), enquanto que o grupo biok (bk) n&o
apresentou diferenca estatistica (p>0,05) com os grupos e zirconia (z) e 45S5 (45)

conforme demonstrado na figura 14.
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Figura 14 — Grafico com o valor de média e desvio padrdo () da atividade de ALP

dos grupos experimentais.

Atividade de ALP - 7 dias
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Fonte: Elaborado pela autora.
5.3.4 Formacéao de nddulos de mineralizacéo

Apés o periodo de 10 dias do cultivo celular foi observada a formacdo de
nédulos de mineralizacdo em todos 0s grupos experimentais e no pogo controle. A

figura 15 demonstra os nddulos formados nos diferentes grupos.
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Figura 15 — Representacdo da formagdo de nédulos de mineralizacdo em aumento
de 50pm.

Legenda: a) poco controle; b) grupo 45S5; ¢) grupo biok; d) grupo zirconia.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Andlise histolégica

No periodo pos-opertatério determinado de 4 semanas ndo foi observada
nenhuma evidéncia de inflamag&o ou infec¢cdo nos sitios cirurgicos, além disso,
nenhuma reacdo adversa ocorreu durante esse processo. Microscopicamente, as
pecas avaliadas apresentavam seccdes transversais de 0sso longo, constituido por
0sso compacto que formavam as paredes da tibia, onde foram posicionados os
implantes de zircbénia (Figuras 16, 17 e 18).

Em todos os grupos podemos observar sinais de neoformacdo de tecido
0sseo com a proliferacdo de trabéculas 6sseas a partir das extremidades das
corticais 6sseas pré-existentes ao redor dos implantes.



Figura 16 — Interface osso x implante, grupo 45S5

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 17 — Interface osso x implante, grupo biok

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 18 — Interface osso x implante, grupo zircénia

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Andalise histomorfométrica

Foi realizado o teste de variancia ANOVA um fator seguido do teste de
comparacado multipla de Tukey. Os resultados comparando os valores mensurados
da area neoformada entre os grupos analisados estdo representados na figura 19.
Embora os grupos experimentais apresentem uma maior expressdo da area de
contato osso x implante, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos.
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Figura 19 — Grafico com os valores da area de contato na interface osso x implante
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Teste de push out

Quando comparadas as médias dos trés grupos, por meio do teste ANOVA
um fator ndo foi possivel observar diferenca estatisticamente significante entre eles,

como demonstra o grafico abaixo.
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Figura 20 — Grafico com os valores médios do teste mecanico de push out

Teste de push out

Fonte: Elabora pela autora.
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6 DISCUSSAO

Com o objetivo de investigar a capacidade de diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos e a atividade celular, bem como a osseointegracao
em tibias de ratos, os biovidros 45S5 e biok foram incorporados a superficie de
amostras de zirconia, caracterizados e testados in vitro e in vivo, visando novas
aplicacdes em odontologia e ortopedia, esperando-se que esta associacdo seja
capaz de influenciar positivamente as propriedades de osteoinducdo e
osteoconducdo, além da formacédo 6ssea em defeitos criticos.

Apesar do dinamismo e da capacidade de indugéo e reparacéo relacionadas
ao seu potencial osteogénico, ainda assim, o tecido O6sseo tem sua atividade
reparadora limitada em locais com defeitos Osseos criticos (Bhattacharjee et al.,
2017). Para reduzir esse efeito e influenciar positivamente na regeneracdo 0ssea,
biomateriais inorganicos que apresentem adequadas propriedades fisicas, quimicas
e biolégicas vém sendo estudados.

A zircbnia € um exemplo de ceramica muito utilizada (Denry, Kelly, 2008;
Ramos et al.,, 2019; Roy et al., 2019), sendo amplamente aplicada em &reas da
odontologia e da ortopedia, por possuir excelente estabilidade quimica, alta
resisténcia e tenacidade a fratura, além de propriedades estéticas (Ding et al., 2020;
Gouveia et al.,, 2021; Schinemann et al., 2019; Schriwer et al., 2017).
Adicionalmente, estudos prévios relataram que a superficie de zirconia apresenta
capacidade de promover aumento nos indices de osseointegracdo e diminuicdo da
adesao de microorganismos patogénicos no material (Depprich et al., 2008; Ding et
al.,, 2020; Kohal et al., 2016; Scarano et al.,, 2003). Para aprimorar essas
propriedades citadas, vem sendo adicionado a superficie de zirconia camadas de
vidro bioativo visando melhorar resisténcia de unido e resposta biologica (El-
Wassefy et al., 2021; Marin et al., 2018; Radice et al., 2007).

O biovidro 45S5, conhecido como Bioglass®, foi um biomaterial desenvolvido
por Larry Hench em 1969, visando promover uma rapida e duravel ligacdo quimica
com o tecido 0sseo (Hench, 2006). Contudo, apesar de suas excelentes
propriedades bioldgicas relacionadas a sua alta bioatividade (Jones, 2015) esse
vidro possui limitacbes como a baixa resisténcia mecénica e tendéncia a

cristalizacdo, fato que o torna inadequado para areas de suporte de carga, e por
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isso, vém sendo associado a superficies de implantes, tanto de titdnio como de
zirconia, com objetivo de acelerar o processo de osseointegracado (Costa et al.,
2020; Gouveia et al., 2021). Isso ocorre porque em sua composi¢cao ha ions calcio,
fosfato e 6xidos (silicio, sodio, potassio, entre outros) que, quando liberados e
absorvidos pelas células dsseas, ativam genes relacionados a proliferacéo celular
(Chen et al., 2006; Granito et al., 2011).

Outros biovidros foram desenvolvidos ao longo do tempo, tais como o biok
(Belucci et al., 2011; Canillo & Sola, 2009) visando otimizar as propriedades dos
vidros. A substituicdo de Na,O por K,O para formular o vidro bioK, derivado do
biovidro 45S5, € uma alternativa valida para auxiliar na bioatividade do material, uma
vez que foi observado a diminuicdo do potencial de cristalizacdo nas amostras de
biok em comparacdo com as amostras de 45S5 (Canillo & Sola 2009). Além disso,
neste mesmo estudo citado foi observado que, na superficie do espécime houve
formacao de particulas globulares consideradas cristais de hidroxiapatita recém-
formados. Esses resultados estdo de acordo com 0 nosso estudo, uma vez que a
partir da andalise da topografia superficial por MEV, o bioK apresentou superficie que
sugeriu menos rugosidade, exibiu menor presenca de trincas e consequentemente
menor tendéncia a cristalizacdo e solubilidade, em comparacdo com os resultados
obtidos da amostra de 45S5, além de ter apresentado a formacao de particulas
semelhantes a hidroxiapatita. Tais resultados sugerem beneficios ao uso do biok
para recobrimentos de superficies metalicas ou ceramicas.

A presenca de trincas e indicios de cristalizacdo, maior nas amostras de
zirconia recoberta com 45S5 quando comparadas com as recobertas pelo biok no
presente estudo, pode ser justificada pela necessidade de sinterizacdo do 45S5 em
temperaturas mais altas, evento que provavelmente auxiliou no processo de
cristalizacdo deixando-o mais suscetivel a este processo, como demonstrado no
estudo realizado por Belucci & Canillo (2011), que comparou 0S processos de
sinterizacdo dessas duas formulagdes de vidros.

A atividade e diferenciacao de células 0sseas in vitro € um requisito para uma
adequada osteointegracao de implantes in vivo (Kokubo et al., 2004). No estudo de
Kirsten et al. (2015) foram analisadas as propriedades in vitro de uma nova
formulag&o de suspenséo de vidro em que o Na,O é substituido por K,O no biovidro

45S5, dando origem ao PC-XG3, que foi aplicado na superficie de uma amostra de
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zircbnia, apresentando uma metodologia semelhante a deste trabalho. Esses
autores compararam amostras de 45S5 com a nova formulacdo PC-XG3, e, além de
encontrarem formacdes de hidroxiapatita presente em ambos 0s grupos, 0 novo
revestimento apresentou resultados motivadores em testes de citotoxicidade e
proliferagdo celular de fibroblastos de camundongos. Esses resultados sé&o
semelhantes aos do presente estudo, uma vez que todos 0s grupos apresentaram
valores satisfatorios quanto a citocompatibilidade de acordo com os padrdes ISO
(10993-5), j& que os grupo BK permitiu tanta viabilidade quando a Z, diferindo
estatisticamente em relag&o ao grupo 45 (p<0,05).

Nos testes de expressdo de proteina total e fosfatase alcalina, os grupos
nao apresentaram diferenca estatistica (p>0,05). Considerando o conceito de que o
biovidro 45S5 € o padrdo ouro para um material sintético com um comportamento
bioativo pronunciado e um material de referéncia para testes de bioatividade in vitro,
tanto em aplicagcbes como compdsitos, quanto associado com outros materiais
(Belucci et al., 2011; Granito et al., 2011; Rizwan et al., 2017). Os resultados sao
satisfatorios e demonstram que a superficie de zircénia recoberta com bioK possui
um alto potencial para cicatrizacao e remodelacdo 6ssea na aplicacdo de estudos in
Vivo.

Havener et al. (2009) demonstraram que o biovidro 45S5 apresenta melhoria
na cicatrizacdo 6ssea em defeitos metafisarios realizados em caes. Seus resultados
provaram que esse material bioativo induz o crescimento 0sseo recrutando
osteoblastos a partir de sinalizacdo i6nica, além de criar um ambiente favoravel a
neoformacdo 6ssea e permitir que o o0sso no local do defeito adquira suas
propriedades mecanicas iniciais mais rapidamente. Ademais, demonstraram
adequadas propriedades quando associados a matrizes (Gabbai-Armellin, 2018;
Lisboa-Filho et al.,2018). No presente estudo, os resultados obtidos por meio das
imagens histologicas permitiram visualizar a deposi¢cdo 6ssea na area do defeito.
Apés a analise histomorfométrica, verificou-se maior neoformacéo 6ssea nos grupos
bioK e 45S5, porém ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle
(p>0,05). Segundo o estudo de Belucci et al. (2011), a substituicdo de Na,O por K0
em biovidros para producdo de scaffolds visa diminuir sua tendéncia de
cristalizagdo, por ser tratado em temperaturas relativamente mais baixas em

comparacao com o 45S5, sendo um fator crucial para atividade bioldgica in vivo e
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associacfes a outros biomateriais. A perspectiva deste estudo prévio pode ser
observada em nosso trabalho, uma vez que o biok incorporado na superficie da
zirconia apresentou caracteristicas osteocondutoras satisfatorias, demonstrando ser
promissor para substitutos 6ésseos.

A zircbnia monolitica € um material com alta estabilidade quimica e
propriedades mecénicas satisfatdrias como tenacidade a fratura e alta resisténcia
(Oh et al., 2010; Ozkurt et al., 2011; Rekow et al., 2011). As descobertas sobre a
influéncia do vidro bioativo, como o biok, em scaffolds de zirconia s&o escassas.
Gouveia et al. (2021) demonstraram que scaffolds de zircdnia monolitica revestida
com vidro bioativo apresentam uma tendéncia a melhora na resisténcia mecéanica a
compressdo em comparacdo a scalffods sem biovidro, contudo, ha consideravel
dificuldade em produzi-los devido a alta porosidade desse biomaterial. Os resultados
deste trabalho entram em conformidade com esses dados, uma vez que, apesar de
utilizarmos biovidros diferentes dos que foram citados, os implantes de zirconia com
adicdo de vidros bioativos 45S5 e biok na superficie, apresentaram valores
semelhantes aos exibidos em implantes de zircénia sem adicdo do bividro.

Embora até o momento ndo haja evidéncias de estudos que relataram fixacao
ao tecido 0sseo de implantes de zircénia com os biovidros 45S5 e biok, os dados do
nosso estudo séo satisfatorios, uma vez que, mesmo ndao havendo um aumento na
fixacdo com os biovidros associados, os implantes de zircdnia monolitica
apresentam osseointegracao satisfatoria (Fabris et al., 2021; Gouveia et al., 2017;
Vagnkopoulou et al., 2009) e, quando o biovidro € infiltrado em sua superficie, essas
caracteristicas sdo combinadas com o0s beneficios de osteointegragdo bem
conhecidos e comprovados nesse trabalho.

Em suma, podemos inferir que os resultados in vitro obtidos em nosso estudo
reiteram que os biomateriais produzidos ndo foram citotoxicos, além de terem
possibilitado a diferenciacdo celular e a osteogénese, ressalta-se ainda que o
biovidro experimental, biok, apresentou maior viabilidade. Ademais, no estudo in
Vivo, sugere-se a analise em periodos de tempo diversos para verificagdo da

osseointegracdo em momentos diferentes.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados acima descritos pobde-se concluir que o0s
recobrimentos de implantes de zircbnia com os biovidros 45S5 e biok foram
produzidos adequadamente. Nas etapas bioldgicas in vitro e in vivo observou-se que
todas as amostras permitiram a atividade e diferenciagdo celular, bem como
neoformacédo 0ssea ao redor dos implantes. Contudo, novos estudos com énfase na
propriedade mecanica e diferentes periodos de analise de neoformacdo Ossea
podem fornecer informacdes adicionais sobre o comportamento do recobrimento dos

biovidros na superficie de implantes de zirconia.
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