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A) Resumo do plano proposto
Os implantes médico-odontologicos constituidos por titdnio (Ti) sdo constantemente

modificados, em especial, a sua microestrutura, para a obten¢ao de melhores propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas do osso periimplantar. Assim, o maior desafio atual ¢
desenvolver uma superficie na topografia dos implantes para melhorar a reparagao ossea
em 4rea criticas, representadas principalmente por ossos de menor densidade. Portanto,
este estudo terd como objetivo analisar os pardmetros estruturais, moleculares e
reparacionais, por meio de um novo método de texturizagdo por oxidag¢do por plasma
eletrolitico (PEO) com incorporacdo de Ca e P na superficie da liga Ti-6Al-4V em 0ssos
de baixa densidade. A caracterizacdo estrutural serd realizada em discos de Ti-6Al-4V,
os quais serdo polidos em lixas sequenciais e em seguida serdo submetidos ao método de
PEO com incorporagao de Ca e P. Os espécimes controles serdo os tratados com duplo
ataque acido, comercialmente disponivel. Apds o processo de texturizagdo, os discos
serdo analisados em microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), difratografia de raio X, perfilometria e energia livre de
superficie (baseline). Os animais utilizados para os estudos ex-vivo e in vivo (ratas Wistar,
n=10) serdo divididas em 3 grupos: OBD Ovx (ratas jovens - 6 meses submetidas a
ovariectomia para inducdo da osteoporose); ODN Sham (ratas jovens - 6 meses com 0sso
de densidade normal, somente induzidas ao mesmo estresse) e, OBD Sen (ratas senis -
18 meses com osso de baixa densidade). O estudo ex-in vivo sera realizado por meio da
cultura de osteoblastos provenientes da calvaria de 60 ratas pertencentes aos 3 grupos
como elucidado anteriormente (OBD Ovx, OBD Sen ¢ ODN Sham). Assim, serao
verificados o contetdo total de proteina, a atividade da ALP e a area de alizarina. No
estudo in vivo, os mesmos métodos de texturizacao realizados nos discos, serao realizados
na superficie de implantes de Ti-6Al-4V (2 x 4 mm), para a instalacdo em ambas as tibias
dos animais, para as seguintes analises: torque reverso, PCR (OPG, RANKL e OC),
histolégica e histométrica (Extensdo linear de contato osso/implante - ELCOI e area de
osso neoformado - AON), microtomografica (BV, BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N), da
dindmica 6ssea por fluorocromos (calceina/alizarina) e imunoistoquimica (OPG, RANKL
e OC). Todos os dados quantitativos serdo submetidos a curva de normalidade para o
estabelecimento do melhor teste estatistico (paramétrico ou ndo paramétrico),

considerando-se p<0,05 o nivel de significancia.

Palavras-chaves: Osteoporose, regeneragao 0ssea, técnicas de cultura de células,
implantes dentarios.
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B) Fases realizadas durante a vigéncia do auxilio

Como proposto no plano de trabalho e cronograma de atividades, periodicamente
uma pesquisa nos bancos de dados bibliograficas foi realizada, como pode ser visualizada
no relatdrio parcial e neste relatorio, a introducdo foi atualizada com os trechos
acrescentados a partir do que foi redigido no projeto desta proposta. Estas atualizacdes
permitiram fundamentacdes para a discussdo dos resultados e a literatura atual.

Um outro ponto a ser esclarecido, da mesma forma como ja ressaltado no relatorio
parcial, inicialmente, na redagdo do projeto, foi proposta a utilizacdo do titdnio
comercialmente puro (Ticp). A empresa que forneceu os discos e implantes para
instalacdo em ratos (Emfils Implantes Odontologicos, Itu, SP, Brasil), somente foi capaz
de nos fornecer os materiais com liga de Ti-6Al-4V, que ndo implica em nenhum fator
depreciativo para o trabalho. Por este motivo, desde o relatorio parcial, promovemos a
alteracdo deste o titulo deste projeto, resumo e demais fases do trabalho, para a matéria
prima de Ti-6Al-4V, ao invés de Ticp.

Todas as anélises propostas no projeto deste auxilio regular em pesquisa foram
realizadas, dentro do prazo proposto e, os resultados foram bastante consistentes para nos
encorajar a dissertar os artigos que serdo extraidos deste relatdrio e enviarmos para os
periddicos de alto impacto da 4rea. Nenhum artigo ainda foi enviado em func¢do das
andlises serem finalizadas no fim de janeiro. Portanto, j& estamos dividindo os resultados

nos artigos e enviaremos para a publica¢do ainda no més de margo do corrente ano.

1 — Introduc¢io com atualizacao bibliografica

Desde o surgimento da utilizagdo do Titanio (Ti) na confec¢do dos implantes
médico-odontoldgicos e dos principios da osseointegragdo, surgem constantemente
publicagdes na literatura para a investigagdo deste material. A pesquisa na industria
biomédica vem atuando continuamente na busca da melhoria das propriedades estruturais
e bioldgicas das texturizagdes de superficies dos implantes. Com objetivos de aumentar
a resisténcia mecanica, resisténcia a corrosdo e favorecer as respostas bioldgicas da
osteointegracdo, pela maior area de superficie de contato, atraindo de forma eficaz e mais
rapidamente células da linhagem osteoblastica, em especial em regides de menor

densidade de tecido 6sseo [1, 2].

Tendo em vista a grande variedade de estudos na area de desenvolvimento de
técnicas para realizar modificagdes topograficas e fisico-quimicas da superficie dos
implantes dentéarios, podemos destacar as técnicas de adi¢@o e as técnicas de subtragdo
[3-7].
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As técnicas de adicdo possuem um grande destaque ao promover uma superficie
do implante com saliéncias, sendo recobertas por plasma spray de titdnio - TPS e de
hidroxiapatita - HA, recobrimentos com HA e outros fosfatos de célcio e deposicao de
ions [8, 9]. As técnicas de subtracdo por meio da criagdo de poros e pits na superficie
do implante, como o eletropolimento, polimento mecanico, tratamentos com acidos,
associados ou ndo ao jateamento com 6xido de titdnio — TiO2 ou 6xido de aluminio —

AlOs3, oxidagao ¢ irradiagao com laser [8, 10-12].

Hé comprovacao cientifica de resultados superiores do reparo 6sseo nos implantes
de superficie rugosa quando comparado com superficies usinadas, sendo estd bem
documentada na literatura [1, 12-14]. O aumento da migragdo, proliferacdo celular,
melhores retencdes do codgulo sanguineo devido ao aumento da area de contato da

superficie do implante influenciam na melhor e mais rapida osteogénese [6, 12, 14].

Algumas ligas de titanio e texturizagdes sdo empregadas no mercado médico e
odontolégico sem apresentar antes da comercializagdo, no minimo, estudos in vitro ou in
vivo para a investigacdo das propriedades do material. Isso porque a literatura tem
mostrado que alguns desses métodos alteram a resisténcia mecanica, 0 comportamento
eletroquimico e as repostas reparacionais do titanio [2, 5, 15-17]. Reunir caracteristicas
favoraveis tanto nos aspectos microestruturais como nos aspectos bioldgicos
reparacionais, vem causando uma preocupacdo diante desta gama de opcdes de

texturizacao [18-20].

A incorporagdo por meio da técnica de texturizagdo por adi¢do de célcio, fosforo
ou hidroxiapatita, elementos que sdo precipitados na matriz do tecido dsseo, através da
anodizag¢do e o tratamento biomimético [21, 22], s@o técnicas as quais tem demonstrado
maior afinidade com as células fundamentais de formacdo de osso [12, 14, 23]. A
Oxidagdo por plasma eletrolitico (PEO) ou também denominado como deposi¢cdo por
faisca anddica, apresenta-se recentemente como um novo método para a texturizagao

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

Sendo um fator importante para a osseointegragdo, a criagdo de um revestimento
como alta for¢a adesiva aos substratos, este processo eletroquimico consiste na oxidagado
acompanhada por microdescargas na superficie do Ti ou suas ligas imersos em um
eletrolito, mostrando uma superioridade mecanica, térmica, além das propriedades

corrosivas e tricorrosivas, [25-27]. Sendo assim, a oxidacdo eletrolitica é uma técnica
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promissora com passos simples e com métodos quimicos bem controlados para a

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

Marques et al. (2015) publicaram dois estudos que avaliaram a PEO para a
producgdo de texturiza¢do na superficie do Ticp com a incorporacdo de calcio, fosforo,
prata e silica, com diferentes concentracdes destes elementos para estabelecer as melhores
propriedades estruturais e de biocompatibilidade. As superficies com as maiores
concentragdes de Ca e P mostraram a formacdo de uma estrutura cristalina mais
homogénea, além de poros largos (aparéncia semelhante a vulcdo, comprovado pela
Microscopia de For¢ca Atomica). Além disso, a PEO com incorporagdo de Ca/P promoveu
propriedades antibacterianas nos testes microbiologicos e melhor prolifera¢ao de células
tronco mesenquimais nos testes de cultura de células. Diante destes resultados, os autores
encorajam novos estudos para a avalia¢do deste processo de texturizagdo para possibilitar

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

O processo de remodelagao continua do tecido dsseo se faz necessario para manter
a integridade estrutural e para desempenhar suas fun¢des de suporte e homeostase mineral
de forma saudéavel. Este processo de remodelacdo ocorre em unidades multicelulares
basicas como osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos, em um processo dinamico de
reabsorcdo, formacdo e mineralizacdo 6ssea. A qualidade do tecido 6sseo ¢ um fator
essencial para que ocorra o fendmeno da osseointegracdo, no qual o complexo
implante/tecido 6sseo perimplantar serda submetido a constantes oscilagdes térmicas,
quimicas e mecanicas ao longo da vida em um processo de remodelacdo acoplada [31,

32].

Quando ocorre algum fator que altere o balanceamento do catabolismo e
anabolismo, ocorre uma perda da qualidade do tecido Odsseo resultando no
desenvolvimento de uma condi¢do patologica, comprometendo a taxa de sucesso dos

implantes osseointegraveis [33, 34].

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) definiu a osteoporose como “uma
doenga esquelética sist€émica caracterizada por baixa massa Ossea e deterioragdo na
microarquitetura do tecido 6sseo, com consequente aumento da fragilidade dssea e
susceptibilidade a fratura” (OMS, 1993). Esta alteragdo sistémica que causa diminui¢do
expressiva da densidade Ossea, ndo esta posicionada como uma contraindicacdo no
tratamento reabilitador de acordo com a literatura, porém, reduzem a taxa de

sobrevivéncia dos implantes [33-35]. Esta desordem do metabolismo &sseo ¢
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classicamente reconhecida como um problema de satide significativo em mulheres, pela
deplecao no fornecimento de estrogeno na fase pdés-menopausa [36-38].

A necessidade de realizacdo de novos estudos que busquem uma otimizac¢ao do
processo de reparo dsseo continuo no complexo implante/tecido dsseo periimplantar em
individuos que tendem a desenvolver uma condi¢do sistémica desfavoravel, como a
osteoporose ¢ de suma importancia, tendo em vista que a expectativa de vida e o acesso
facilitado a tratamentos reabilitadores como implantes dentarios estdo em crescimento

continuo [39-41].
2. Objetivos

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

topograficos e reparacionais.

3. Materiais e Métodos

Para melhor compreensdo dos eventos metodologicos deste relatorio, esta se¢do
foi dividida em duas secdes, de acordo com as etapas e tipos de andlises. Assim, as
andlises de caracterizacao topografica foram determinadas como Estudo in vitro (3.1) e o
item 3.2 para o estudo animal (ex-in vivo, para as analises de cultura de células primarias

e in vivo, para as analises do reparo 0sseo periimplantar das ratas).

3.1. Estudo in vitro

Caracterizacao estrutural “baseline”

No periodo de caracterizacgao estrutural baseline, trés discos e implantes de cada
superficie: sem texturizagdo de superficie (Usinado/Controle), com texturizacdo por
duplo ataque acido (AC) e com texturizagdo de superficie com a oxidag¢@o por plasma
eletrolitico (PEO), foram analisadas pela microscopia eletronica de varredura (MEV) para
caracterizac¢ao da superficie e a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi empregada
para avaliacdo da composi¢ao quimica dos tratamentos.

Andlises quimicas elementares em volumes pequenos (ordem de 1 pm?) foram
realizadas por meio da técnica de EDS utilizando um espectrometro. A observacao do

espectro inteiro de raios X de modo simultdneo permitiu a andlise qualitativa rapida
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(mapeamento) dos principais elementos constituintes das superficies da liga de Ti,
possibilitando comparacdo da composi¢cdo quimica das diferentes superficies analisadas.
O software Image J (National Institute of Health, EUA) foi usado para determinar o

didmetro médio dos poros e/ou compostos depositados para cada tipo de tratamento [42].

Texturizacdo de superficie através da oxidacao por plasma eletrolitico

Os implantes de Ti-6Al-4V fornecidos pela empresa Emfils Implantes
Odontolodgicos (Itu, Sao Paulo, Brasil), com as dimensdes de 2 mm de didmetro € 6 mm
de comprimento, assim como os discos da mesma liga (Ti-6Al-4V) com as dimensdes de
10 mm de diametro e 2 mm de espessura, com superficie usinada foram tratados em um
reator, acionado por um sistema elétrico composto pelos seguintes componentes: fonte de
alimentacdo alternada com tensdo de saida variavel, um transformador, um circuito de
retificacdo, um disjuntor, um amperimetro e um voltimetro. Um osciloscopio foi utilizado
para verificar a forma da onda ap0s a retificag@o. O sistema de processamento € composto

pelo porta-eletrodos e a cuba eletrolitica.

Através do sistema elétrico, os eletrodos foram alimentados com tensdao DC de até
1000 V e corrente maxima de 1,5 A. Um variador de tensdo AC, acoplado na fonte permite
o ajuste no valor desejado de tens@o. No decorrer do tratamento, a temperatura da solucao
eletrolitica foi medida com um termdmetro portatil. Os pardmetros de oxidagdo sdo a
densidade de corrente de 50 mA/cm? e tensdo 250-400 V. O tempo de oxidagdo foi de 5

minutos e a temperatura durante a oxidagdo mantida a 15 +/- 2 °C.

A solugdo eletrolitica foi preparada dissolvendo Ca(NO3),.4H,O, NH4H>PO4 (3,6
x 104 M) em 1L de agua destilada, com relagdo molar sendo 1.67, a fim de promover a
incorporagdo de diferentes ions na superficie especificada, com deposi¢do de célcio e

fosforo durante 10 minutos [29, 30]. (Fig. 1)
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Figura 1- Sistema integrado para criagdo de faiscas elétricas (MAO) através da
oxidagdo por plasma eletrolitico e incorporagado pela técnica biomimética de ions
cdlcio e fosfato (Procedimento realizado na Faculdade de Engenharia — UNESP
Sorocaba-SP).

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada no Laboratério de
Plasma Tecnoldgico da Faculdade de Engenharia da UNESP de Sorocaba e analisou a
caracterizacdo da superficie dos discos e implantes de Ti-6Al-4V com superficie
USINADA, AC e texturizada por PEO (grupo teste). A espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) foi empregada para avaliar a composi¢do quimica dos tratamentos de

superficie. Andlises quimicas elementares em volumes pequenos (ordem de 1 pm?) foram
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realizadas por meio da técnica de EDS utilizando um espectrometro. A observacdo do
espectro inteiro de raios X de modo simultineo permitiu a andlise qualitativa rapida
(mapeamento) dos principais elementos constituintes das superficies dos implantes,
possibilitando comparacdo da composi¢cdo quimica das diferentes superficies analisadas.
O software Image J (National Institute of Health, EUA) foi usado para determinar o

didmetro médio dos poros e/ou compostos depositados para cada tipo de tratamento.

Energia livre de superficie e Angulo de contato

A andlise da energia livre de superficie foi realizada somente nos discos AC e
PEO e mensurada de acordo com o protocolo sugerido por [43] e foi obtida com auxilio
de um gonidmetro (Ramé-hart Instrument co., NJ, EUA). Os discos foram lavados com
detergente liquido neutro e enxaguados com agua deionizada até a completa remocao de
qualquer traco de detergente. Foram submetidos a dois banhos ultrassdnicos, o primeiro
com uma solu¢do de metanol e 4gua destilada (1:1) por 10 minutos e o segundo com agua
destilada por 10 minutos, e entdo deixados para secar naturalmente.

Para determinagdo da energia livre de superficie, foi mensurado o angulo de
contato formado entre a superficie do disco e uma gota séssil de cinco liquidos teste,
Diiodometano, Etilenoglicol, Formamida, Glicerol e dgua destilada e deionizada. Esta
mensuracdo foi realizada em trés gotas de cada liquido em ambiente com temperatura de
21 £ 1 °C e umidade controlada (Figura 2).

Cada gota séssil (15 pL) foi depositada na superficie do disco por meio de um
dispensador automatico acoplado ao gonidmetro. A imagem obtida foi capturada
imediatamente pelo aparelho e os angulos de contato formados pelos liquidos na
superficie do substrato foram mensurados automaticamente por meio do sofiware Ramé-
hart DROPimage Standard (Ramé-hart Instrument co., NJ, EUA). O software do
equipamento fez os calculos e forneceu os valores do componente polar e apolar, bem

como da energia livre de superficie [43].

&
A A
Figura 2 - Imagem ilustrativa demonstrando o angulo de contato criado entre a agua

(L) com a superficie (AC / PEO) em relagdo ao ar (G).
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Perfilometria (Rugosidade de superficie)

A andlise de rugosidade de superficie (Ra - média aritmética) foi mensurada nos
grupos AC e PEO por meio de um perfilometro com deslocamento (cut-off) de 500 pm
em tempo constante de 12 segundos. Trés mensuragdes foram obtidas para cada disco de

Ti-6Al1-4V e a média calculada [44].

3.2. Estudo Animal (ex-in vivo e in vivo)
Comité de Etica

O projeto foi submetido a0 Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— FOA/UNESP, o qual apresentou aprovacgao por meio do parecer nimero 01040-2016
(Como ja mostrado no relatorio parcial desta pesquisa).

Para a realizag¢do do estudo, foram utilizadas 57 ratas Wistar (Rattus novergicus)
sendo 38 ratas com 6 meses de idade (Grupos OXV e SHAM) e 19 ratas senis (18 meses
de idade: Grupo SENIL), divididas para realiza¢cdo do estudo ex-in vivo (n=48) e in vivo
(n=9), com peso corporal variando de 250 a 300 gramas, de uma cepa mantida no Biotério
do Central da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA) — UNESP.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas, num
ambiente com temperatura estavel (22 £ 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas
claro e 12 horas escuro), alimentados com ra¢do solida (Racdo Ativada Produtor®,
Anderson & Clayton S.A. — Laboratdério Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)
durante todo o experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas antecedentes

aos procedimentos cirargicos.

Inducio de osteoporose

Assim, 38 ratas jovens adultas com 6 meses de idade (Rattus novergicus albinus
Wistar), fémeas, foram aleatoriamente divididas em dois grupos (n=16 por grupo in vivo
e 3 por grupo ex-in vivo) previamente determinadas (SHAM e OVX), para a indugdo da
osteoporose através da técnica de ovariectomia bilateral, simulando pacientes entre 25 e
30 anos de idade [45, 46] que ja apresentam deficiéncia de estrégeno, hipogonadismo ou
até mesmo que fizeram a cirurgia para histerectomia.

As ratas foram submetidas a cirurgia de ovariectomia bilateral (grupo OVX).

Estas foram anestesiadas com cloridrato de xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) na
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dosagem de 50 mg/kg e Cloridrato de Ketamina (Cloridrato de quetamina injetavel, Fort
Dodge, Satide Animal Ltda.) na dosagem de 5 mg/kg e a seguir, foram imobilizadas sobre
prancha cirtirgica em posi¢ao de decubito lateral, e foi realizada uma incisdo de 1cm nos
flancos, divulsdo por planos do tecido subcutaneo e, em seguida, do peritonio afim de ter
acesso a cavidade abdominal. Em seguida, os ovérios e os chifres uterinos foram
localizados e entdo laqueados com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ — Jhonson &
Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos). Nesta etapa os ovarios foram removidos.
O proximo passo caracterizou-se pela sutura por planos com fio de Poliglactina 910 4.0
(Vicryl™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos) nos planos mais
profundos ¢ fio Nylon 4-0 (Ethicon"™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos) no plano superficial (Figura 3). As ratas do grupo saudavel (osso de densidade
normal: SHAM) passaram pelo mesmo procedimento, porém apenas foi realizada a
exposicao cirtrgica dos chifres uterinos e dos ovarios sem suas respectivas laqueadura e
remocao. A realizagdo da medicagdo pds-operatoria imediata, de acordo com o comité de
¢tica, foi aplicada Dipirona Sodica 500 mg/kg de peso, intramuscular, dose Unica e
antibioticoterapia profilatica com Pentabittico 0,1mg/kg do peso do animal, dose tnica,

intramuscular.

ectomia: (A) Incisdo da
pele; (B) acesso ao plano interno,; (C) divulsdo da camada abdominal; (D) acesso a
cavidade abdominal; (E) exposicdo do chifre uterino e tecido adiposo, (F) Laqueadura
Ldo chifre uterino, (G) ovario removido, (H) reintrodugdo do conteuido abdominal para
o interior da cavidade abdominal; (I) Sutura do plano muscular interno, (J) Sutura do
plano externo.
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Todos os animais continuaram no biotério sendo alimentadas com ragdo e dgua ad
libitum, aguardando por mais 90 dias ap6s ovariectomia, que segundo a FDA americana,
¢ o periodo que contempla a instalagdo da osteoporose em ratas.

Passados 90 dias da indugdo da osteoporose em ratas jovens adultas (SHAM e
OVX) e 10 dias ap6s a ambientalizacdo das ratas senis no biotério (SENIL), os animais
foram submetidos a eutanésia (ex in vivo) e a instalacdo de implantes (in vivo).

Para a confirmagdo da osteoporose, 6 animais de cada grupo foram sedados e
submetidos a decapitagdo através de “guilhotina” para coleta de sangue, para a dosagem

sérica de estogeno (Estradiol — ng/mL), através do método ELISA.

Imunoensaio para dosagem de estrogeno

A concentracdo de estrégeno para as ratas dos grupos experimentais (SHAM,
OVX e SENIL, foi determinada pelo método de ELISA - enzima imunoensaio. Nos Kits
comerciais para dosagem dessas citocinas, os 96 pogos foram recobertos e incubados com
o anticorpo anti-estradiol durante 15-18h a 4°C. Apos esse tempo de incubagdo, a placa
foi lavada com PBS, contendo 0,5% de Tween 20 e incubada com solu¢do bloqueadora
(PBS contendo 1% de BSA), em temperatura ambiente. A placa, entdo, foi lavada e logo
a seguir, incubada com os padrdes e as amostras de plasma em temperatura ambiente.
Apos este periodo, a placa foi lavada e incubada com anticorpo biotinilado a 25°C. A
placa foi lavada, o conjugado Streptavidina-HRP foi adicionado e submetido a agitacdo
(300 rpm) a 25°C. A placa foi lavada e incubada com a solucdo de substrato
(Tetrametilbenzidina). O tampdo “stop” foi adicionado para interromper a reacdo de
coloracdo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro ajustado para o comprimento de

onda conforme as orientagdes do fabricante.

3.2.1 Estudo ex-in vivo

Passados 90 dias da inducdo da osteoporose nas 6 ratas jovens adultas (SHAM e
OVX) e 10 dias apds a ambientalizacdo das ratas senis no biotério (SENIL), foram
submetidos a eutandsia através da sobredosagem anestésica com associacdo de tiopental
sodico (150mg por kg de peso) e lidocaina (10mg por ml) pela via intraperitoneal, seguida
da antissepsia da pele em regido de fémur do animal, os fémures foram removidos através

de tesouras estéreis e laminas de bisturi.
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Os procedimentos do estudo ex-in vivo foram realizados no laboratdrio de biologia
celular da Faculdade de Odontologia, da Universidade de Sao Paulo (USP) Ribeirao Preto
- SP.

Isolamento e cultura de células

Os fémures retirados foram transportados em meio de cultura contendo meio
essencial minimo modificacdo alfa (a-MEM) (Gibco-Life Technologies, EUA)
suplementado com 500 pg/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 3 pg/mL de
fungisona (Gibco-Life Technologies) [47-50].

No fluxo laminar, os fémures foram submetidos a antissepsia € a remogao de
tecidos moles remanescentes. As epifises foram removidas e a medula 6ssea extraida
(Figura 4) por irrigagdo com meio de crescimento (condicdo ndo indutora de
diferenciagdo celular) contendo a-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco-Life Technologies), 50 pg/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 0,3
ug/mL de fungisona (Gibco-Life Technologies).

Figura 4 — Imagem passo a passo da extra¢do da medula ossea do fémur.

As células da medula dssea foram cultivadas em meio de crescimento em garrafas
de 75 ¢cm? (Corning Incorporated, EUA) por 7 dias para permitir a sele¢do das células
tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTMs-MO), por aderéncia ao poliestireno, e a
expansdo das mesmas. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico, sendo realizado as trocas do meio de

cultura 3 vezes por semana.

Plaqueamento das células sobre os discos de Titanio
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Ap0s a expansdo e obten¢do do nimero de CTMs-MO, foi realizado a remogao
dos meios de crescimento das garrafas e submetidas ao processo de lavagem com 20 ml
de PBS filtrado aquecido, por 3 vezes. As células foram tripnizadas das garrafas por meio
da solugdo de tripsina (9,5ml) com EDTA filtrado (500 pl) e colagenase (500 pl), com a
permanecia das garrafas na incubadora por 15 minutos, sendo ap6s esse periodo, realizado
a inativa¢do da enzima com 5 ml de MTS 10% (Meio Total Suplementado) e sendo
confirmado o desprendimento das células através da visualizacdo por microscopio. As
células foram colocadas em tubos para a centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 minutos, €
apos a remoc¢ao do sobrenadante, foram ressuspendidas, homogenizadas e contadas na
camara de Newbauer (hemocitometro).

Os discos de titdnio esterilizados, foram separados e colocados em placas de
poliestireno de 24 pocos, sendo organizado na primeira fileira os discos do grupo Controle
(superficie usinada), na segunda fileira o Grupo AC (superficie tratada com ataque acido
e jateamento), terceira fileira o Grupo PEO (grupo experimental) e a quarta fileira as
células foram colocadas diretamente no plastico, sem a presenca de discos de titanio, para
o controle diario (Figura 5). As células cultivadas de todos os grupos experimentais
(SHAM, OVX e SENIL) foram plaqueadas em cima dos discos de titanio, com 1,8ml de
MTS 10%, juntamente com a concentragao de células de acordo com cada analise a serem

realizadas.

Figura 5 — Imagem representativa do plaqueamento das células nos discos.
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Crescimento e Viabilidade Celular

Para a avaliacdo do crescimento e viabilidade celular, foram plaqueadas uma
concentragdo de 2x10* células por disco, sendo utilizados 4 discos de titinio de cada
grupo (Controle, AC e PEO), para os periodos de 3, 7 e 10 dias. Durante os periodos
testes, as células foram separadas enzimaticamentes dos discos por meio da solug¢do de
tripsina (9,5ml) com EDTA filtrado (500 pl) e colagenase (500 pl). O nimero total de
células e a porcentagem de viaveis e ndo vidveis foram determinadas através do método
da coloragdo em azul de Trypan (Sigma, St.Louis, MO, USA) (Figura 6) e analisadas, a
absorbancia foi lida a 570nm no leitor de placas pQuant (Bio-Tek Instruments Inc.) e os

dados foram expressos como absorbancia.

Figura 6 - Imagem representativa apos remogao das células dos discos para
avaliagdo.’

Analise por PCR em tempo real

Para a analise, foram plaqueadas uma concentragdo de 2x10* células por disco,
sendo utilizados 12 discos de titdnio de cada grupo (Controle, AC e PEO). No periodo do
7° dia, a quantificagdo da expressao génica dos marcadores dsseos através da: runt-related
transcription fator 2 (RUNX2), fator de transcri¢do indispensavel ao comprometimento
de células mesenquimais com a linhagem osteobldstica; Fator de transcri¢do 7 ou Osterix
(SP7 ou OSX) fator de transcri¢do essencial para diferenciagdo terminal de osteoblastos
e formagdo Ossea; Fosfatase Alcalina (ALP) enzima para a disponibilizagdo de fosfato

para o processo de mineralizagdo da matriz extracelular; Sialoproteina dssea (BSP)
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proteina ndo-coldgena da matriz que participa da nucleacdo dos primeiros cristais de
apatita; Osteocalcina (OC) proteina ndo-coldgena da matriz, utilizada como marcador de
osteoblastos maduros; e Osteopontina (OPN) proteina ndo-colagena da matriz
relacionada aos processos de adesdo celular e controle do crescimento dos cristais de
apatita durante o processo de mineralizacao [51-54].

Foi realizada a extragdo do RNA total utilizando o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega, EUA), de acordo com especificagdes do fabricante. Em seguida, o
RNA total serd quantificado a partir de 1 pL de amostra no aparelho NanoVue (GE
Healthcare, EUA) e sua integridade avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.
A fita de cDNA foi confeccionada a partir de 1 pg de RNA total. Esse procedimento sera
feito no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, Alemanha) por meio de reagao
com a enzima transcriptase reversa, utilizando-se o kit SuperScript™ III First Strand
Synthesis Systems (Invitrogen-Life Technologies). As reacdes de PCR em tempo real
foram feitas utilizando o sistema de sondas TagMan (Invitrogen-Life Technologies) no
aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). As reacdes
foram realizadas em duplicata com volume final de 10 uL contendo 5 uL. de TagMan
Universal PCR Master Mix-No AmpErase UNG (2X), 0,5 uL das sondas TagMan para
os genes de interesse (20X TagMan Gene Expression Assay Mix) e 1,125 ng/uL de
cDNA. A reagdo de amplificagdo foi composta por 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos e 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (desnaturacdo e
extensdo). Os resultados foram analisados com base no método comparativo do valor do
ciclo limiar, sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos em que a
amplificacdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia
dos controles negativos e a fase de amplificagdo exponencial das amostras) e os dados

foram normalizados pelo gene constitutivo B-Actina e calibrados pelo grupo Controle.

Analise por imunofluorescéncia

Para a analise por imunofluorescéncia, realizada no periodo do 7° dia, foram
plaqueadas uma concentragdo de 2x10° células por disco, sendo utilizados 2 discos de
titdnio de cada grupo (Controle, AC e PEO). As células foram fixadas durante 10 minutos
em temperatura ambiente usando paraformaldeido a 4% em 0,1 M de tampao fosfato de
sodio (PB), pH 7,2. Para a coloragdo e imunomarcagdo com sialoproteina 6ssea (BSP) e
osteopontina (OPN). Apds a lavagem em PB, as culturas foram processadas para

imunofluorescéncia [55, 56]. O processamento, resumidamente, as culturas foram
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permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 em PB durante 10 minutos, seguido de
bloqueio com 5% de leite desnatado em PB durante 30 minutos. Anticorpos primarios
monoclonais contra BSP (anti-BSP 1: 200, WVID1-9C5, Developmental Studies
Hybridoma Bank, Iowa City, [A), e osteopontina (anti-OPN , 1: 800, MPIIIB10-1,
Hybridoma Bank, Iowa City, [A) foram utilizados, seguido por Alexa Fluor 594
(fluorescéncia vermelha) de cabra conjugado com o anticorpo secundario anti-rato (1:
200, Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR) e Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde)
conjugado de faloidina (1: 200, Molecular Probes), como um marcador de citoesqueleto.
A substituicdo do anticorpo monoclonal primario com PB foi utilizada como controle.
Todos as incubagdes dos anticorpos foram realizadas num ambiente umidificado durante
60 min a temperatura ambiente. Entre cada passo de incubagao, as amostras foram lavadas
em PB (3 x 5 min). Antes das observagdes no microscopio, os espécimes foram lavados
em H>O destilada e os nucleos das células corados com 40,6-diamidino-2-fenil-indole,
di-cloridrato (DAPI, Molecular Probes), na propor¢ao 1: 300, durante 5 minutos. Os
discos foram colocados com a face para cima em laminas de vidro e cobertos com
laminulas de vidro com 12 mm de espessura (Fisher cientifica, Suwanee, GA).

Os espécimes foram examinados em microscopio de epifluorescéncia através do
microscopio optico Leica DMLB, com objetivas no plano N (x 2.5/0,07, x10/0,25,
x20/0,40) e objetivas Fluotar HCX PL (x40/0,75, x100/1,3). As imagens digitais
adquiridas foram processadas com o software Adobe Photoshop (versao 7.0.1, a Adobe

Systems).

Atividade da Fosfatase Alcalina

Para avaliacdo da proteina total e atividade da fosfatase alcalina no periodo do
10°dia, foram plaqueadas uma concentragdo de 2x10* células por disco, sendo utilizados
4 discos de titanio de cada grupo (Controle, AC e PEO).

A determinacdo do conteudo de proteina total foi realizada por meio da
modificacao do método de Lowry [57]. As proteinas foram extraidas com 0,1% de lauril
sulfato de sodio (Sigma) durante 30 minutos e misturados numa propor¢do de 1: 1 com
solu¢do de Lowry (Sigma) durante 20 minutos a temperatura ambiente. O extrato foi
diluido em reagente fenol de Folinand Ciocalteau (Sigma) durante 30 min a temperatura
ambiente. A absorbancia medida a 680 nm utilizando um espectofotometro (Cecil
CE3021, Cambridge, Reino Unido). O teor total de proteina foi calculado a partir de uma

curva padrdo e expressa em mg/ml.
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A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi analisada nos mesmos fragmentos
utilizados para a determinacao do teor total de proteinas como a liberacao de timolftaleina
a partir da timolftaleina monofosfatase, usando um kit comercial (labtest Diagnostica,
MG, Brasil). Resumidamente, 50 pl de timolftaleina monofosfato sendo misturada com
0,5 mL de 0,3 M de tampao de dietanolamina, com pH 10,1, durante 2 minutos a 37° C.
A solugdo foi adicionada a 50 pl dos fragmentos obtidos a partir de cada poco durante 10
minutos a 37° C. Para a revelagdo da cor, foram adicionados 2 ml de 0,09 M de Na,COs
e 0,25M de NaOH. Apds 30 min, a absorbancia foi medida a 590 nm e a atividade da
ALP calculada a partir de uma curva padrao, utilizando timolftaleina para dar uma gama
de 0,012-0,4 mmol timolftaleina em h/ml. Os dados foram expressos como a atividade da

ALP normalizados para o contetido total de proteina [57].

Analise da formacao de osso mineralizado semelhante a nédulos

Para a avaliacdo da mineralizagdo no periodo de 21 dias, foram plaqueadas uma
concentragdo de 1,5x10* células por disco, sendo utilizados 5 discos de titAnio de cada
grupo (Controle, AC e PEO).

No periodo final, as culturas foram lavadas 3 vezes com PBS aquecido e fixadas
com formalina tamponada a 10%, durante 24 h a temperatura de 4°C. Apo6s o periodo de
24 horas, foi realizada a retirada da formalina e realizado a desidratacdo numa série
graduada de alcoois e coradas com 2% de vermelho de alizarina (Sigma), em pH 4,2,
durante 10 minutos em temperatura ambiente. Assim, os espécimes foram fotografados
por camera digital de alta resolucdo (Canon EOS Digital Rebel camera, sensor de 6.3
MegapixelCMOS, em uma Canon EF 100 mm F 2.8 / macro). A extra¢do do vermelho
de alizarina foi realizada através da colocacao de 150 pl de acido acético a 10% em cada
pogo, sob agitagdo suave por 30 minutos. Em seguida, a camada celular foi raspada e a
solu¢do foi transferida para eppendorf de 1,5ml e agitado em vortex por 30 seguntos. Foi
realizado o aquecimento a 85°C durante 10 minutos para o rompimento dos nddulos, o
resfriamento foi realizado em gelo durante 5 minutos e em seguida os tubos foram
centrifugados a 20.000g durante 15 minutos. Em uma placa de 96 pocos (ELISA), o
sobrenadante foi transferido juntamente com a adi¢ao de 40 pl de hidréxido de amonia a
10%, sendo por fim realizado a leitura no leitor de placas pQuant (Bio-Tek Instruments
Inc.) e os dados foram expressos como absorvancia, em um comprimento de onda de

405nm.
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Devido a andlise através corante de Vermelho de Alizarina para ensaios de
mineralizagdo, foram incluidos discos de cada grupo (Controle, AC e PEO) sem células

como utilizagdo de controle.

Analise Estatistica

Para a realizacdo da andlise estatistica, todos os resultados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk), com valor de significancia de p
<0.050, sendo utilizando o programa estatistico SigmaPlot 12.3 (Exakt Graphs and Data
Analysis, San Jose, California, USA). A analise dos resultados do PCR em tempo real foi
realizada através do teste estatistico Kruskal-Wallis um fator. Para avaliagdo dos
resultados obtido através da Viabilidade Celular, foi utilizado o teste ANOVA dois
Fatores. Para os resultados obtidos através da Atividade da Fosfatase Alcalina e Nodulos

de Mineralizagdo, foi utilizado o teste ANOVA um fator.

3.2.2 Estudo in-vivo

Instalacio de implantes

Neste periodo (90 dias apds a ovariectomia (OVX) e cirurgias SHAM e 10 dias
apos a ambientagdo das ratas senis no biotério), os animais foram sedados e foi realizada
a tricotomia na por¢ao medial da tibia direita e esquerda e, antissepsia da regido incisada
com Polivinil Pirrolidona Iodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante,
Rioquimica, Sao José do Rio Preto), associado a PVPI tépico. Com uma lamina nimero
15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japao) foi realizada uma incisdo de aproximadamente
1,5 cm de comprimento na regido de metafise tibial esquerda e direita e a seguir, o tecido
mole foi divulsionado em espessura total e afastado com o auxilio de descoladores de
periosteo, expondo o 0sso para receber os implantes.

Assim, foram utilizados implantes de Ti-6A1-4V com superficie texturizada por
ataque dacido/jateamento conforme disponibilidade da empresa do Setor — Emlfils
Implantes Odontolégicos (dcidos nitrico, detergente neutro, alcool 95%, secagem,
jateamento com 6xido de aluminio, alcool 99%, acido nitrico, detergente neutro, agua
destilada, alcool 95%, secagem e embalagem), de acordo com os pardmetros da empresa
do Setor que forneceram os implantes (grupo AC), ou implantes com superficie
texturizada com PEO e incorporadas com CA/P. As dimensdes dos implantes foram:
didmetro de 2,0 mm e altura de 6,0 mm, esterilizados por raios gama. Para tanto, a
fresagem foi realizada com fresa espiral de 1,4 mm de didmetro montada em motor

elétrico (BLM 600®; Driller, Sao Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob
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irrigacdo com solucgdo isotonica de Cloreto de Sédio a 0,9% (Fisiologico®, Laboratorios
Biosintética LTDA®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), e contra-angulo com reducgao 20:1
(Peca angular 3624N 1:4, Cabeca 67RIC 1:4, KaVo®, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co.,
Biberach, Germany), com travamento e estabilidade inicial (Figura 7).

Cada animal recebeu 2 implantes, sendo 1 em cada metéfise tibial. Portanto, cada
animal recebeu os dois implantes que foram testados neste estudo: com texturizagdo
controle (AC) ou teste (PEO com incorporacdo de Ca/P). A escolha das tibias para a
instalacdo de implantes do grupo controle ou teste foi realizada de forma aleatoria, por
meio do website: www.randomization.com.

Os tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vyecril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José¢ dos Campos, Brasil)

com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon,

Johnson, Sao José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo.

Figura 7- Etapas cirurgicas do procedimento de instalagdo de implantes. (A) Tricotomia,
(B) antissepsia com PVPI; (C) Acesso cirurgico a metdfise tibial; (D) e (E) Procedimento
cirurgico de preparacgdo da tibia para instalagdo dos implantes e leito osseo receptor do
implante; (F) Instalagdo do implante com a chave digital; (G) Reposi¢cdo dos tecidos
incisados e sutura por planos, (H) Sutura em pele.

Andlises do reparo dsseo periimplantar
Processamento laboratorial para tecidos descalcificados
Andlise histolégica

Os animais foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica (Tiopental
sodico na dosagem de 150 mg/kg associado a lidocaina 2% pela via intraperitoneal) aos

42 dias apos a instalacdo dos implantes, em que foram retiradas as areas da regido da
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cirurgia experimental para a realizagdo da analise histologica dos cortes em parafina.
Logo apos a eutandsia, os animais tiveram as tibias com os implantes instalados fixadas
em formol e sofreram descalcificagdo em EDTA (10%) por 8 semanas. Neste momento,
os implantes foram removidos por movimento anti-horario com chave digital hexagonal
1,2 mm. Assim, as pe¢as foram desidratadas numa sequéncia de alcoois de 70 a 100%.
Apos estas etapas, a diafanizagdo foi realizada com xilol para posterior inclusdo em
parafina para obtencdo de corte com 5 pm de espessura e montados em laminas
histologicas. As laminas pares apds a microtomia foram destinadas para a coloragdo em

hematoxilina e eosina (HE) e as impares para as reagcdes de imunoistoquimica.

Imunoistoquimica

Apo6s a descalcificacdo dos tecidos periimplantares e confeccdo das laminas
histologicas que estavam incluidas em parafina, para as reagcdes de imunoistoquimica, a
atividade da peroxidase enddgena foi inibida com perdxido de hidrogénio. A seguir, as
laminas passaram pela etapa de recuperagdo antigénica com tampao fosfato citrato (pH
6.0). Os anticorpos primarios policionais, produzidos em cabra, utilizados foram contra
fosfatase resistente ao tartarato (TRAP; SC 30832; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX
- U.S.A.), osteoprotegerina (OPG; SC 21038; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX -
U.S.A.), receptor ativador do fator nuclear kapa B ligante (RANKL; SC 7627; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A.), osteocalcina (OC; SC 18319; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX - U.S.A.), com o objetivo de analisar as respostas celulares
quanto ao processo de reabsorcdo dssea (TRAP), remodelagdo (OPG e RANKL) e

mineralizagdo (OC).

Foi utilizado o anticorpo secundério biotinilado anti-cabra produzido em coelho
(Pierce Biotechnology), o amplificador foi a avidina e biotina (PK 6100; kit elite, Vector
Laboratories) e a diaminobenzidina (Dako, Denmark, SC — U.S.A.) como cromgeno.
Apos essa estapa, foi realizada a contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer. Para cada
um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressdo das proteinas semi-
quantitativamente (analise qualitativa ordinal) pela atribui¢do de diferentes “scores” de
acordo com o numero de células imunomarcadas no processo de reparo alveolar. A
analise foi realizada em microscopio optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland),
por meio de escores que representardo: auséncia de marcagdo (0); marcagdo leve (1),

marcacdo moderada (2) e marcacdo intensa (3), sendo consideradas positivas as
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marcagdes com diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar controles

negativos para avaliar a especificidade dos anticorpos [58, 59].

Processamento laboratorial para tecidos calcificados

Os animais foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica (Tiopental
sodico na dosagem de 150 mg/kg associado a lidocaina 2% pela via intraperitoneal) aos

60 dias ap0s a instalagdo dos implantes.
Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

Para a analise tridimensional estrutural do tecido 6sseo, os outros 16 animais
pertencentes aos grupos SHAM, OVX e SENIL, tiveram as pegas (tibias) removidas,
reduzidas e armazenadas em alcool 70%, em que primeiramente foram submetidas a
andlise por varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital
computadorizada. As pecgas foram escaneadas pelo microtomografo SkyScan (SkyScan
1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 8 pm de espessura
(90Kv e 111pA), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de rotagdo de 0.05 mm. As
imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram armazenadas e
reconstituidas determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011;
Versao 1.6.6.0).

No software Data Viewer (SkyScan, Versdao 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstruidas para adequacao do posicionamento padrio 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 Versdo
1.12.4.0), foi definida uma area circular ao redor de todo o implante (ROI) delimitada por
0,25 mm em torno de todo o implante. Esta 4rea ficara definida como Area Total (0,25mm
de margem ao redor dos implantes- ROI 2,38mm x 2,38mm) (Figura 8). O software CTAn
analisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershould). Apds o ajuste e
remocao dos tons de cinza da area correspondente do implante (Figura 9), o threshould
utilizado na andlise foi de 45-255 tons de cinza, que possibilitard a obtencao do volume

de osso formado ao redor dos implantes.
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Figura 8 - Demarcacgdo da ROI no software CTAnalyzer. O quadro vermelho mostra
uma aproximagdo para melhor visualiza¢do da area ao redor do implante
correspondendo a regido dssea mais critica (medular).

Figura 9 — Selecdo da drea de interesse (ROI).

Portanto, seguindo os pardmetros volumétricos sugeridos pela Academia
Americana de Pesquisa em Osso Mineralizado, foram obtidos os parametros referentes a
quantidade do tecido dsseo (BV.TV= porcentagem do volume dsseo) e qualidade do
tecido 6sseo (Tb.Th= espessura do trabeculado dsseo, Tb.SP= separacdo das trabéculas

Osseas, Tb.N= numero das trabéculas e To (tot) = porcentagem de porosidade total ).
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Teste biomecdnico dos implantes (contra-torque)

Para a andlise biomecanica, ap0s a realizagdo das microtomografias, metade das
tibias foram estabilizadas em morsa de mesa e com uma chave digital hexagonal de
1,2mm adaptado ao hexdgono do implante, o torquimetro digital foi acoplado.

Um movimento anti-horario foi aplicado movimento aumentando-se o torque
reverso até a rotagdo do implante no interior do tecido 6sseo, rompendo-se completamente
a interface osso/implante, momento em que o torquimetro registrou o pico maximo de

torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm).

Andlise molecular do reparo periimplantar (PCR em tempo real)

Imediatamente apds a remocdo dos implantes referentes as pegas da andlise
biomecanica, as tibias foram removidas e reduzidas com disco de aco montado em baixa
rotagdo, respeitando pelo menos 0,5 cm em cada face do espago periimplantar,
preservando este 0sso que estava em contato com as espiras dos implantes. Os animais,
apos a coleta dos fragmentos Osseos foram submetidos a eutanasia, por meio de
sobredosagem anestésica.

A reacdo de cadeia de polimerase em tempo real (PCR) foi realizada com o
objetivo de avaliar a expressdo génica de marcadores relacionados ao processo de reparo
6sseo ao redor dos implantes instalados na tibia dos animais. Foram utilizadas placas de
PCR, previamente desenhadas pelo fabricante e que permitem a expressdo de genes
relacionados ao processo de reparo tecidual, presentes nas respostas exsudativas,
proliferativas e reparadoras até a etapa de mineralizagdo da matriz extracelular do tecido
6sseo (OPG, RANKL e OC) (Applied Biosystems).

Cada fragmento Osseo, representado pelo osso periimplantar em reparagdo foi
cuidadosamente lavado em PBS e posteriormente congelado em nitrogénio liquido para
que o RNA total seja extraido com o reagente Trizol (life Technologies: Invitrogen,
Carslbad, CA, USA). Apos a analise da integridade, pureza e concentragdo do RNA, foi
confeccionado o cDNA utilizando 1pg de RNA através da reagdo de transcriptase reversa
(M-MLYV transcriptase reversa: Promega Corporation, Madison, WI, USA). Os cDNAs
das amostras foram pipetados juntamente com o Tagman Fast Advanced Mastermix
(Applied Biosystems) na placa de PCR Array para detec¢do de genes envolvido no
processo de reparo 6sseo (Tagman Array Fast 96 well plate, Applied Biosystems). O PCR

em tempo real foi realizado num sistema de detec¢do para PCR em tempo real Step One
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Plus (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 50°C (2 minutos), 95°C (10
minutos) e 40 ciclos de 95°C (15 segundos), 60°C (1 minuto), seguido pela curva de
desnaturacdo padrdo. A expressdo génica relativa foi calculada em referéncia a expressao
das proteinas ribossdmicas mitocondriais € normalizada pela expressdo génica dos
fragmentos Osseos dos alvéolos em reparacdo dos diferentes periodos experimentais

(método AACT). O ensaio foi realizado em quadruplicata.

Microscopia Confocal a laser (dindmica do osso periimplantar)

Ap0s a realizagdo das microtomografias, a outra metade das pegas retornou para
o término do processamento laboratorial dos tecidos calcificados, passando pela etapa de
desidratacdo a partir da sequéncia crescente de alcoois 70, 80, 90, 95 e 100,
gradativamente, com troca de solu¢do a cada 3 dias. As pecas em desidratagdo fordo
colocadas em agitador orbital (KLine CT — 150, Cientec — Equipamentos para
Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil) todos os dias durante 4 horas. Ao término da
desidratacdo, as pecas foram imersas em mistura de alcool 100 e resina fotopolimerizavel
Techno Vit® (Alemanha, Heraeus Kulzer GmbH Division Technik Philipp-Reis-Str. 8/13
D-61273 Wehrheim) em diferentes concentracdes, até a utilizagdo apenas da resina como
meio de imersdo. As pecas foram incluidas na resina Technovit, que foi fotopolimerizada
e em seguida, realizado o protocolo para processamento do Exakt (Cutting System,
Apparatebau, Gmbh, Hamburgo, Alemanha). O corte e o desgaste das pecas foram
realizados utilizando um sistema de corte e em politriz automatica (Exakt Cutting System,
Apparatebau, Gmbh, Hamburgo, Alemanha) até a obtencdo de seccdo de

aproximadamente 80 pm de espessura.

A partir da obten¢do das laminas, estas foram levadas para a andlise em
microscopico confocal a laser Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha). As imagens obtidas a partir de diferentes sec¢des das tibias na
regido ao redor dos implantes, foram comprimidas a fim de obter o melhor ajuste. Depois
da selecdo da espessura, todos os cortes foram obtidos e operados por meio do z-stack,
que permitiu obter o melhor ajuste de imagens que representara a sec¢do de cada animal
dos grupos experimentais. As imagens iniciam desde o inicio da fluorescéncia, o que
representa na nossa metodologia, o inicio da calcificagdo (precipitacdo de calcio na matriz
organica). Estas imagens possuem a dimensdo de 1x1 mm? e correspondentes a sec¢des

Oticas de 512 por 512 pixels. Secgdes de 2um foram escaneadas por 2,5min. Assim, 28
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cortes foram obtidos para cada 56pum de varredura. Os filtros de barreira utilizados foram
o BP 530/30 nm e 590 LP, combinados com a ativagao do “double dochroic” 488/568
nm, ¢ o fotomultiplicador foi ajustado em 534 para calceina e 357 para alizarina. Os
codigos 534 e 357 nm representam os filtros que permitiram visualizar os fluorocromos.
Eles sdo localizados no microscépio e quando a luz da ldampada de merctrio passa por
essas barreiras e alcanca os cortes dos espécimes, ¢ possivel visualizar as cores dos
fluorocromos. Um dos filtros possibilitam a visualizag¢do da calceina (filtro azul) e o outro
filtro, a alizarina (filtro verde). As imagens obtidas por microscopia confocal foram
reconstituidas através de software para a manipulagdo do microscépio confocal (Leica

CTR 4000 CS SPE, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany).

Os fluorocromos sdo componentes quimicos que tem a propriedade de se ligar ao
calcio no momento da precipitacdo na matriz organica, assim permitindo mensuragao da
neoformacado dssea. O periodo de aplicacdo dos fluorocromos foram aos 14 dias, sendo
aplicado a calceina (verde) representando o osso velho. O segundo fluorocromo injetado
foi a alizarina, no periodo de 42 dias, marcando em fluorocromos vermelhos,
representando o osso novo. A dindmica do tecido 6sseo € representada pelo turnover
6sseo, que ¢ observado através da renovagdo dssea representada pelos fluorocromos
vermelhos. Quanto maior a prevaléncia de fluorescéncia vermelha, maior ¢ a formagao
de osso novo, enquanto que a fluorescéncia verde representa o osso velho. Essa dinamica
permite observar as duas situagdes no mesmo corte, portando, observar o que ¢ novo do

que ¢ velho.

O osso da tibia (regido periimplantar) apresentam duas sobreposi¢des de
fluorocromos (calceina e alizarina), cada sobreposi¢cdo representa uma precipitacdo de
calcio de acordo com cada um dos periodos (14 e 42 dias), assim mostrando a conversao
de osso velho para osso novo (Figura 10). Essas imagens foram salvas no formato TIFF
a e analisadas no sofiware ImageJ (Processing Software and Image Analysis, Ontario,
Canada), usando a ferramenta “color threshold”, cada imagem foi padronizada de acordo
com a tonalidade, saturagdo e brilho. Primeiro, a calceina foi destacada, e a ferramenta
“mensure” foi utilizada para prover a drea em pm?®. O mesmo procedimento foi realizado
para a alizarina, obtendo dados da dinamica do osso alveolar. O turnover dsseo, nessa
abordagem metodoldgica, foi representado pela diferenca entre osso velho (verde) e osso
novo (vermelho). Além disso, foi calculado a taxa de aposi¢cdo mineral (Mineral
apposition rate - MAR) a partir das imagens sobrepostas (vermelho/verde), por meio da

ferramenta “straight” também do software Image J, mensurando a distancia em pum entre
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o inicio da precipitacdo da calceina até o outro extremo da precipitacdo do vermelho de

alizarina.

Figura 10 - Imagens fluorescentes obtidas por microscopia confocal a laser mostrando
a precipitag¢do de calceina - cor verde (A), vermelho de alizarina - cor vermelha (B) e a
sobreposi¢do de ambos os fluorocromos - caldeina/alizarina (C), para a quantificagcdo
dos fluorocromos aos 14 e 42 dias apos a instalagdo dos implantes.

Histometria

As mesmas pegas que foram montadas nas laminas histologicas dos tecidos
calcificados dos grupos pertencentes ao estudo de reparo 6sseo ao redor dos implantes
em tibias, apds a analise em microscopia confocal foram lavadas em agua deionizada e
coradas com vermelho de alizarina ¢ azul de Stevenel. Histometricamente, foram
calculadas a extensdo linear de contato entre o tecido 6sseo neoformado e a superficie do
implante (ELCOI) bilateralmente e da area de osso neoformado (AON) na espira mais
central de cada lado do implante. Como cada implante presente na [dmina foi uma unidade
para a andlise, as leituras foram realizadas nos dois lados do implante, de forma que sua
média serd considerada como valor representativo da unidade. Assim, apoés a
fotomicrografia das laminas histoldgicas e salvas em arquivo TIFF, essas foram
analisadas no software Image J (Processing Software and Image Analysis, Ontario,
Canada), que por meio da ferramenta “straight”, calculando o perimetro de osso formado
na interface osso/implante (ELCOI) em pixels®. E para o calculo de AON, a ferramenta
“free hands” foi utilizada para mensurar a 4area de osso neoformado na regido

correspondente a espira mais central do implante em pixels (Figura 11) [60].
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Figura 11 — Imagem representativa de laminas coradas com vermelho de alizarina e azul
de Stevenel para analises histométricas: ELCOI e AON. (A) figura que representa o corte
de tecidos calcificados da area de interesse a ser utilizado. (B e C) regido periimplantar
— drea de interesse para andlise (drea negativa: implante; e osso em contato com o
implante) mais central. (D) regido de interesse (triangulo formado na interface do osso
com o implante, da regido correspondente a espira mais central, selecionada através do
programa Image J e através da ferramenta de desenho livre ‘‘free hands”. (E)
mensuragdo da drea de osso neoformado, regioes coradas pelo vermelho de alizarina.

Analise Estatistica

Para a realizagdo da andlise estatistica nos parametros proteicos da
imunoistoquimica (OPG, RANKL, OC e TRAP), foi aplicado teste Kruskal-Wallis e pos-
teste Dunn para as comparagdes que mostraram diferengas significantes.

Para os dados obtidos pela microtomografia, BV.TV., Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp e
Po.(tot), foi realizado a andlise estatistica pelo T- test, sendo realizado teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e Equal Variance Test. E para a anélise do torque-reverso
foi utilizado o teste Mann-Whitney.

Para a analise molecular por PCR (OPG, RANKL e OC), o teste ANOVA 2 fatores
foi aplicado na interagdo para os animais jovens (SHAM e OVX), enquanto que para as
ratas Senis foi aplicado o teste ANOVA 1 fator. Para as diferengas estatisticas, o pos-teste

Tukey foi aplicado em seguida.
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A andlise do dinamismo 0Osseo periimplantar pela marcacdo de Calceina e
Alizarina, foram utilizados os testes ANOVA um fator, Kurskal-Wallis um fator, € ndo
comparagdo dos fluorocromos (Calceina e alizarina) foi utilizado o teste ANOVA dois
fatores.

Os resultados obtidos pela histometria (ELCOI e AON), foram analisados pelos
testes ANOVA um fator, Shapiro-Wilk e Equal Variance Test.

Todos os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-
Wilk), com valor de significancia de p <0.050, sendo utilizando o programa estatistico

SigmaPlot 12.3 (Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, California, USA).

4. Resultados
4.1 Estudo in vitro

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

Independente da magnitude do aumento avaliado na MEV (300 ou 2000x), a
representacdo das fotomicrografias mostrou para o grupo teste (PEO), a obtencdo de
superficie porosa, como poros visualmente homogéneos, com a geometria semelhante a
"vulcao" (Figuras 12 e 13).

o

SEl 3kV WD10mmSS25 x300 o0um
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Figura 12 - Imagem representativa da microscopia eletrénica de varredura (MEYV) na

o |
~ N

Fmagnitude de 300x da liga Ti-6A1-4V com a superficie texturizada por meio da PEO.

magnitude de 2.000x da liga Ti-6A1-4V com a superficie texturizada por meio da PEO.

O mapeamento da composicdo quimica elementar desta superficie (PEO) pela

técnica de EDS confirmou as proporc¢des de Ti, Al e V na composi¢do dos espécimes,

inclusive com a incorporagdo de Ca e P, como ilustrado nas figuras 14 e 15, por meio das

porcentagens de massas dos constituintes da liga.

Cc* 1.72
0 32.40
Al* 1.18
P 9.88
Ca nd
Ti* 3.38
V= 51.45
Total 100.00

Chemical formula

mass%

3.97
56.08
1.21
8.83
nd
1.95
27.97
100.00

Atom% Sigma Net K ratio Line
0.01 3970 0.0003888 K
0.09 84176 ©.0242463 K
0.08 1961 0.0005727 K
0.24 4706 0.0016382 K
0.76 1182 ©.0018734 L
0.99 24845 0.0299016 L

Figura 14- Dados representativos da Espectroscopia de Energia Dispersiva da
superficie da liga Ti-6A1-4V texturizada por PEQO.
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Figura 15 - Imagem representativa do mapeamento dos constituintes da liga Ti-6A1-4V
com a superficie texturizada por meio da PEO pela técnica de EDS.

O mapa de cores da distribui¢ao dos metais nos espécimes mostrou distribui¢ao

homogénea dos constituintes dos espécimes, uma vez que nao foi observada qualquer

concentragdo dos metais ou ions em toda a area analisada dos espécimes (Figuras 16 e

17).
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Figura 16 -Mapa de cores mostrando a distribui¢cdo dos constituintes da liga Ti-6A1-4V
com a superficie texturizada por meio da Oxidag¢do por Plasma Eletrolitico (PEO) pela
técnica de EDS.
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Figura 17 - Mapa de cores mostrando a distribui¢do dos constituintes da liga Ti-6A1-4V
com a superficie texturizada por meio da oxida¢do por plasma eletrolitico (PEO) pela
técnica de EDS.

Nas figuras 18, 19 e 20 € possivel avaliar por meio da MEV/EDS, a topografia de
superficie dos discos e implantes usinados (USINADOS), AC e PEO, em diferentes
magnificagdes, tanto no periodo baseline bem como apds a remog¢ao dos implantes (no

estudo in vivo).
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Figura 18 - Imagem representativa da microscopia eletronica de varredura (MEV)/EDS
nas magnitudes de 50x, 300x, 2.000x e 10.000x dos discos da liga Ti-6A1-4V com a
superficie usinada (antes da texturiza¢do) e texturizadas por AC e PEQO.
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Figura 19 - Imagem representativa da microscopia eletronica de varredura (MEV)/EDS
nas magnitudes de 50x, 300x, 2.000x e 10.000x dos implantes de liga Ti-6AI-4V com a
superficie usinada (antes da texturizag¢do) e texturizadas por AC e PEQO, no periodo
baseline.
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Figura 20 - Imagem representativa da microscopia eletronica de varredura (MEV)/EDS
nas magnitudes de 50x, 300x, e 2.000x e mapa de cores dos implantes de liga Ti-6A1-4V
com as superficies texturizadas por AC e PEO, no periodo de caracteriza¢do das
superficies (antes da remogdo) e apos o torque reverso (biomecdnica: remog¢do dos
implantes)
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Energia livre de superficie e 4ngulo de contato

A energia livre de superficie dos espécimes analisados evidenciou variacao dos
resultados de 55,12 £ 0,01 a 61.17 + 0,01. Estes valores sugerem que o processo de
texturizagdo empregado (PEO) promove hidrofilicidade na superficie das amostras.
Independente do periodo analisado nas amostras PEO (antes ou apo6s a esterilizagdo em
raios gama), mesmo apresentando apds a esterilizacdo, diminuicdo da energia de
superficie e aumento do angulo de contato, sempre as amostras do grupo PEO

apresentaram resultados melhores com comparagdo ao jateamento e ataque acido (AC),
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um método comercialmente disponivel, aqui considerado como grupo controle (positivo).

Estes dados podem ser observados e comparados nas Figuras 21 a 22.
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Figura 21 - Energia de superficie e angulo de contato com a agua feito logo apos o
tratamento com PEO.

100

90 [T""]Componete Dispersivo 1004 a
I Componente Polar
80 a

70
60
50 b
40
30
20
10
0.

Energia de Superficie (m/Nm)
Angulo de contato (6)

Jateado PEO  PEO apos esterilizacéo Jateado PEO PEO apés esterilizagao

Figura 22 - Energia de superficie e angulo de contato - Amostras Jateadas/dcido (AC),
PEO e PEO apos esterilizagdo.

Perfilometria (Rugosidade de superficie)

Os dados médios representativos dos valores de Ra, Rq, Rt e Rz podem ser
visualizados na figura 18. Independente do parametro de rugosidade analisado, ndo houve
diferengas entre os dois métodos de texturizagdo analisados (PEO e AC) (p>0,05, teste
ANOVA). A rugosidade média (Ra), padrao de comparagdo nos estudos de caracterizagao
topografica superficial, apresentou valores médios para as amostras acido/jateadas na
ordem de 0,38 + 0,03 um? e para o grupo PEO, 0,39 + 0,05 um? (Figura 23).
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Figura 23 — Valores médios e desvio padrao representativos da rugosidade de
superficie para os discos acido/jateados (AC) e PEO: Ra (p =0,701) / Rq (p = 0,929) /
Rt (p =0,555)/ Rz (p = 0,614).

4.2 Imunoensaio para dosagem de estrogeno

A dosagem de estrégeno, apos os procedimentos de ovariectomia (OVX), da
cirurgia ficticia (SHAM) ou para a senilidade das ratas mostrou para o grupo SHAM os
maiores valores, seguida do grupo SENIL e o menor valor para OVX (p= 0,0003) (Figura
24).
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Figura 24 - Imagem grdfica da dosagem média de estrogeno pelo método ELISA para
os grupos SHAM, OVX e SENIL.

4.3 Estudo ex-in vivo
Crescimento e Viabilidade Celular

Os valores representativos atribuidos na andlise de crescimento e viabilidade

celular, foram separados por grupos dos animais (SHAM, OVX e SENIL).

Na comparagdo entre os grupos testes de superficies no grupo SHAM, a
significancia estatistica foi encontrada nos grupos PEO x AC e PEO x CONTROLE,
ambos apresentaram p<0.001, e na compara¢do dos grupos AC x CONTROLE nao

apresentou diferenca estatistica (p 0.673).

O fator de comparagdo TEMPO (3,7 e 10 dias) intergrupo CONTROLE nao
apresentou significancia estatistica. No grupo AC, houve apenas significancia estatistica
(p 0.003) na comparagdo entre 3 e 10 dias. O grupo PEO a significancia estatistica foi

presente na comparacao entre 3 x 10 dias (p 0.001) e 7 x 10 dias (p 0.001) (Figura 25).
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Figura 25 — Viabilidade Celular para o Grupo SHAM. Periodo de 3 dias: Superficie
CONTROLE 0,13240,028; Superficie AC 0,107+0,016, Superficie PEO 0,102+0,012.
Periodo de 7 dias: Superficie CONTROLE 0,157+0,022; Superficie AC 0,148+0,012;
Superficie PEO 0,119+0,009. Periodo de 10 dias: Superficie CONTROLE 0,159+0,010;
Superficie AC 0,168+0,001; Superficie PEO 0,135+0,017.

No grupo OVX, a significancia estatistica foi encontrada nos grupos PEO x AC
(p 0.001) e PEO x CONTROLE (p 0.002), na comparagao dos grupos AC x CONTROLE

ndo apresentou diferenga estatistica (p 0.970).

O fator de compara¢ao TEMPO intergrupo CONTROLE, apresentou significancia
estatistica na comparagdo 3 x 10 dias (p 0.001) e 7 x 10 dias (p 0.001). No grupo AC,

houve apenas significancia estatistica (p 0.028) na comparag¢ao entre 3 e 10 dias. O grupo
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PEO a significancia estatistica foi presente na comparacao entre 3 x 10 dias (p 0.014) e 7
x 10 dias (p 0.010) (Figura 26).

Viabilidade Celular - Grupo OVX
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Figura 26 — Imagem grdfica - Viabilidade Celular para o Grupo SHAM. Periodo de 3
dias: Superficie CONTROLE 0,132+0,028; Superficie AC 0,107+0,016; Superficie PEO
0,102+0,012. Periodo de 7 dias: Superficie CONTROLE 0,157+0,022; Superficie AC
0,148+0,012; Superficie PEO 0,119+0,009. Periodo de 10 dias: Superficie CONTROLE
0,159+0,010; Superficie AC 0,168+0,001,; Superficie PEO 0,135+0,017.

No grupo SENIL, a significancia estatistica foi encontrada nos grupos PEO x AC
(p 0.001) e PEO x CONTROLE (p 0.001), na comparagao dos grupos AC x CONTROLE

ndo apresentou diferenga estatistica (p 0.473).

O fator de compara¢ao TEMPO intergrupo CONTROLE, apresentou significancia
estatistica na comparagdo 7 x 10 dias (p 0.006). No grupo AC, houve significAncia
estatistica em todas as comparagdes de tempo. O grupo PEO a significancia estatistica foi

presente na comparacao entre 3 x 10 dias (p <0.001) e 7 x 10 dias (p 0.004) (Figura 27).
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Viabilidade Celular - Grupo Senil
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Figura 27 — Imagem grdfica - Viabilidade Celular para o Grupo SENIL. Periodo de 3
dias: Superficie CONTROLE 0,149+0,018; Superficie AC 0,117+0,008; Superficie PEO
0,083+0,005. Periodo de 7 dias: Superficie CONTROLE 0,139+0,006; Superficie AC
0,146+0,008; Superficie PEO 0,097+0,013. Periodo de 10 dias: Superficie CONTROLE
0,171+0,004; Superficie AC 0,177+0,017; Superficie PEO 0,131+0,010.

Analise por PCR em tempo real

Como resultado da expressdo génica dos 6 genes analisados nas CTMs-MO no
grupo SHAM (Figura 28), os discos com tratamento de superficie PEO apresentou maior
expressdao da Runx2 (p 0,102) e OPN (p 0,156). A superficie AC apresentou expressao
maior nos genes SP7 (p 0,156), ALP (p 0,102), BSP (p 0,102) e OC (p 0,102).
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Figura 28 — Expressdo génica por PCR em Tempo Real para o Grupo SHAM.
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As CTMs-MO do grupo OVX (Figura 29) apresentou nos discos com o tratamento
de superficie AC maior expressdo dos genes Runx2 (p 0,102), ALP (p 0,102), BSP (p
0,102), OC (p 0,102) e OPN (p 0,102). O gene SP7 (p 0,102) apresentou maior expressao

na superficie PEO.
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Figura 29 — Imagem grafica —Expressao Génica por PCR em Tempo Real para o Grupo

orX.
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O grupo SENIL (Figura 30), apresentou maior expressdo génica da Runx2 (p
0,102), ALP (p 0,102) e OC (p 0,089) no grupo de discos CONTROLE. O grupo de
superficie de discos AC apresentou maior expressao nos genes SP7 (p 0,102), BSP (p

0,102) e OPN (p 0,102).
Runx2 SP7
1% 100
14 4
0 -
12
] kvl
S _ : 2
5 1,0 T 5 s 60
o o
& 08 ﬁ
g 06 - g 401
] u
04 -
20 4
0.2 4
00 T 0 -
CONTROLE AC PEQ CONTROLE
[ Média: 10200 [0 Méda: 1,0400
[ Meédia: 0.1721 Meda: 85,5146
B Meédia: 02295 Méda: 459482
ALP BSP
12 14
10 T 12
7 10 4 I
8 08 e
5 S
5} O 081
§ 08 1 @
g £ o5
o
o 0.4 o
04
02 4 02
00 — 00 -
CONTROLE CONTROLE AC PEQ
[ Meédia- 10000 [ Media: 1,0005
Media: 0,3477 HEE Média 1.1340
Média 0,1638 S Media: 0,1252
ocC OPN
12 50
10 4 1
101
S 08 2
& £
o (C]
8 08 - 8
:
20 4
2 04 o
w Ve
5] 10 4
0.0 — - ! 0 -
CONTROLE AC PEQ CONTROLE
=1 Média: 10010 [ Méda: 1,000
@ Meda® 39,6095
Médka: 26,1769

Figura 30 — Imagem grafica —Expressao Génica por PCR em Tempo Real para o Grupo
SENIL.
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Analise por Imunofluorescéncia

As proteinas osteopontina (OPN) e sialoproteina 6ssea (BSP) foram expressas
através da coloragdo vermelha, com presencga de marcagdo nas regides do nucleo celular
(coloragdo azul) e no citoesqueleto celular (coloragdo verde) (Figuras 31 a 33).

OPN - CON@LE BSP - CONTROLE
L\

g BSP-AC
.

»

Figura 31 — Grupo SHAM: Expressdo da proteina OPN como granulos no citoesqueleto
e nucleo celular (A, C e D); Expressdo da proteina BSP predominante no citoesqueleto
celular (B), nenhuma expressdo da BSP (D) e pouca expressdo no nucleo (F).
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OPN'=CONTROLE-
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OPN - PEO -~ BSP - PEO

=

Figura 32 - Grupo OVX: Expressdo da proteina OPN como granulos no citoesqueleto e
nucleo celular (4); Pouca expressdo de OPN (C) e nenhuma expressdo detectada (E);
Expressdo da proteina BSP predominante no citoesqueleto celular e no nucleo (B,D e F).
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Figura 33 - Grupo SENIL: Expressdo das proteinas OPN e BSP no citoesqueleto e
nucleo celular (A e B); pouca expressdo das proteinas OPN e BSP (C e D); nenhuma
expressdo das proteinas (E e F).
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Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina apresentou um perfil diferente entre as culturas,
ocorrendo em maior expressao na superficie PEO no grupo SHAM e uma maior expressao
na superficie controle no grupo OVX.

A avaliagdo da ALP no grupo de células SHAM, apresentou diferenca estatistica
na comparacao dos grupos PEO x AC (p < 0.002) e nos grupos PEO x Controle (p <
0.014). Nao apresentando diferenca na comparacao entre os grupos Controle x AC (p >
0.079).

O grupo de células OVX, houve diferenca na comparacdo entre os grupos
Controle x AC (p <0.004) e Controle x PEO (p< 0.003), ndo apresentando diferenca
estatistica na comparagao das superficies PEO x AC (p>0,884).

Para o grupo de células SENIL, as comparacdes entre os grupos nao

apresentaram diferenga estatistica significativa (p > 0.082) (Figura 34).
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Figura 34 — Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) no periodo de 10 dias para os grupos
SHAM, OVX e SENIL.

Analise da formacao de osso mineralizado semelhante a nédulos

A superficie PEO apresentou uma formacao de osso mineralizado maior em todos
os grupos de cultura celular (SHAM, OVX e PEO).

Para a avaliacdo da mineralizacdo no grupo de células SHAM, a andlise
apresentou significancia na comparacao dos grupos PEO e AC (p < 0.05) e nas demais

comparagdes entre grupos, ndo houve diferenca estatistica significante (Figura 35).
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Figura 35 — Grdfico da formagdo de nodulos de mineraliza¢do Grupo SHAM. Discos dos
grupos Controle, AC e PEO com formac¢do de nodulos de mineralizacdo coradas com
Vermelho de Alizarina.

No grupo de células OVX, a andlise estatistica apresentou significancia na
comparac¢do dos grupos PEO x AC (p <0.001) e nos grupos PEO x Controle (p < 0.001),
ndo sendo encontrado diferenga estatistica significante na comparagdo dos grupos
Controle x AC (Figura 36).
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Figura 36 — Grdfico da formagdo de nodulos de mineralizagao Grupo OVX. Discos dos
grupos Controle, AC e PEO com formac¢do de nodulos de mineraliza¢do coradas com
Vermelho de Alizarina.

Andlise no grupo de células SENIL, a analise estatistica apresentou significAncia
na comparag¢do dos grupos PEO x AC (p < 0.05) e nos grupos PEO x Controle (p < 0.05),
ndo sendo encontrado diferenga estatistica significante na comparagdo dos grupos
Controle x AC (Figura 37).
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Figura 37— Grdfico da formagdo de nodulos de mineraliza¢do Grupo SENIL. Discos dos
grupos Controle, AC e PEO com formac¢do de nodulos de mineralizacdo coradas com
Vermelho de Alizarina.

Como controle do experimento de mineralizagao, os discos dos grupos Controle,
AC e PEO, foram submetidos ao experimento, sem a preseng¢a de células para verificacao
do grau de retencdo do corante. Ambos os grupos ndo apresentaram um grau de reten¢do

significativo do corante (Figura 38).
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CONTROLE AC PEO

Figura 38 — Discos sem células cultivadas dos Grupos Controle, AC e PEO coradas com
Vermelho de Alizarina para avaliagdo do grau de retengdo do corante.

4.4 Estudo in-vivo
Parametros histologicos (coloracio HE)

As fotomicrografias histologicas mostraram que na regido de interface
correspondente as espiras dos implantes, houve neoformagao de tecido dsseo nos grupos
experimentais analisados (SHAM, OVX e SENIL). Os grupos AC para as ratas SHAM e
OVX apresentaram neoformagdo de tecido Osseo nas por¢des mais altas (picos) da
interface osso/implante, enquanto que nas por¢des mais baixas (vales) da interface
osso/implante uma presenca maior de formacdo de tecido conjuntivo organizado. No
grupo de ratas SENIL a neoformagdo de tecido 6sseo em toda a topografia da regido
correspondente a espira dos implantes, com pouca quantidade de tecido conjuntivo
organizado, tanto para AC quanto para PEO.

No grupo PEO, ao comparar com o grupo AC, apresentou melhor formacao e
maturacdo de tecido dsseo nos picos e vales e pouca presenga de tecido conjuntivo para

SHAM e OVX, e esta diferenca foi mais discreta para o grupo SENIL (Figura 39).
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AUMENTOS SHAM OvVX SENIL
J—{ x AC PEO AC PEO

Figura 39 - Fotomicrografia dos grupos experimentais (SHAM, OVX e SENIL) em fun¢do dos métodos de texturizag¢do dos implantes (AC e PEO)
na andlise histologica pela colora¢do de Hematoxilina e Eosina (HE) nos aumentos de 12x e 40x.
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Parametros imunoistoquimicos

Grupo SHAM AC: OPG (1) — Marcagao leve nas células do tecido 6sseo, junto as
espiras dos implantes; RANKL (1-2) — Havia mais marca¢des do que o observado para
OPG, no entanto, ndo foi possivel caracterizar como moderada. OC (1) — Marcagao leve,
discreta nas células do tecido 6sseo; TRAP (1-2) - Nao chega a ser moderada, mas ha

uma quantidade importante de osteoclastos marcados positivamente.

Grupo SHAM PEO: OPG (1) — Marcagao leve, junto as células do tecido 6sseo
junto as espiras dos implantes; RANKL (2) - Marcacdo moderada, mostrado a presenca
desta proteina junto ao tecido dsseo em reparacao; OC (1-2) - Conjuntivo marcado com
Osteocalcina; TRAP (2) - Marcacdo moderada indicando presenca de osteoclastos em

atividade de reabsor¢do dssea (Figuras 40 a 43).

OPG

Figura 40 - Fotomicrografias do grupo experimental SHAM em fung¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarca¢do positiva para proteina
Osteoprotegerina (OPG). Grupo SHAM AC: I (marcagdo leve); Grupo SHAM PEO: 1
(marcagdo leve). Grupo SHAM AC: I (marcagao leve); Grupo SHAM PEQO: I (marcagdo
leve). (Aumentos originais 12x e 40x). *marcagoes: setas em vermelho.
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RANKL

Figura 41 - Fotomicrografias do grupo experimental SHAM em fun¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarca¢do positiva para proteina
RANKL. Grupo SHAM AC: 1-2 (marca¢do leve a moderada); Grupo SHAM PEQO: 2
(marcag¢do moderada). Aumentos originais 12x e 40x. * marcagoes: setas em vermelho.

Figura 42 - Fotomicrografias do grupo experimental SHAM em fun¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina
Osteocalcina (OC). Grupo SHAM AC: I (marcagdo leve); Grupo SHAM PEO: I-2
(marcagdo leve a moderada). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcagoes: setas em
vermelho.
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TRAP

Figura 43 - Fotomicrografias do grupo experimental SHAM em fung¢do dos métodos de
texturiza¢do (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina TRAP.
Grupo SHAM AC: 1-2 (marcagdo de leve a moderada); Grupo SHAM PEQO: 2 (marcagdo

moderada). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcagoes: setas em vermelho.

Grupo OVX AC: OPG (0-1) — marcacdo bastante discreta para esta proteina;
RANKL (1) - discreta marcagao para RANKL; OC (0-1) — marcagdo bastante discreta
para esta proteina no campo analisado; TRAP (1-2) — marcagdo quase moderada para
osteoclastos em atividade de reabsorgao.

Grupo OVX PEO — OPG (2) — marca¢do moderada para esta proteina, junto a
osteoblastos proximos as espiras dos implantes; RANKL (0-1) - marcacdo ausente a leve
na interface osso-implante; OC (1-2), marca¢do de leve a moderada para osteocalcina,
mostrando marcac¢do desta proteina no tecido 6sseo em reparagdo; TRAP (1-2) —
marcagdo quase moderada para osteoclastos em atividade de reabsor¢do (Figuras 44 a
47).
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OPG

Figura 44 - Fotomicrografias do grupo experimental OVX em fung¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina
Osteoprotegerina (OPG). Grupo OVX AC: 0-1 (marcag¢do ausente a leve);, Grupo OVX
PEO: 2 (marca¢do moderada). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcagoes: setas em
vermelho.

RANKL

Figura 45 - Fotomicrografias do grupo experimental OVX em fung¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina
RANKL. Grupo OVX AC: I (marcagdo leve); Grupo OVX PEQ: 0-1 (marcagdo ausente

a leve). Aumentos originais 12x e 40x. *marcagoes. setas em vermelho.
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ovX

Figura 46 - Fotomicrografias do grupo experimental OVX em func¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarca¢do positiva para proteina
Osteocalcina (OC). Grupo OVX AC: 0-1 (marcagdo ausente a leve); Grupo OVX PEO:

1-2 (marcagdo leve a moderada). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcagoes: setas em
vermelho.

TRAP

Figura 47 - Fotomicrografias do grupo experimental OVX em fun¢do dos métodos de
texturiza¢do (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina TRAP.
Grupo OVX AC: 1-2 (marcagdo leve a moderada); Grupo OVX PEQO: 1-2 (marcagdo leve
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a moderada); Grupo OVX PEO: 1-2 (marcag¢do leve a moderada). Aumentos originais
12x e 40x. *marcacoes: setas em vermelho.

Grupo SENIL AC: OPG (1) — marcacdo bastante discreta para esta proteina;
RANKL (1-2) - marcacao leve para moderada para RANKL; OC (1) — marca¢ao bastante
discreta para esta proteina no campo analisado; TRAP (1-2) — marcacdo quase moderada
para osteoclastos em atividade de reabsor¢ao.

Grupo SENIL PEO — OPG (1-2) — marcacdo leve para moderada para esta
proteina; RANKL (1-2) - marcacdo moderada mais presentes na interface osso-implante;
OC (1), marcagdo de leve para osteocalcina; TRAP (1) — marcagdo leve para osteoclastos

em atividade de reabsor¢do na interface do implante (Figuras 48 a 51).

OPG

SENIL

Figura 48- Fotomicrografias do grupo experimental SENIL em fun¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina
Osteoprotegerina (OPG). Grupo SENIL AC: 1 (marcagao leve); Grupo SENIL PEO: -
2 (marcagdo leve a moderada). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcagoes: setas em
vermelho.
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RANKL

SENIL

Figura 49 -Fotomicrografias do grupo experimental SENIL em fun¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina
RANKL. Grupo SENIL AC: -2 (marcagdo leve a moderada); Grupo SENIL PEO: [-2
(marcagdo leve a moderada). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcagoes: setas em
vermelho.

ocC

SENIL

Figura 50- Fotomicrografias do grupo experimental SENIL em fun¢do dos métodos de
texturizagdo (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina
Osteocalcina (OC). Grupo SENIL AC: 1 (marcagdo leve); Grupo SENIL PEO: 1
(marcagdo leve). Aumentos originais 12x e 40x. *Marcacgoes: setas em vermelho.
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TRAP

Figura 51 - Fotomicrografias do grupo experimental SENIL em fun¢do dos métodos de
texturiza¢do (PEO e AC) representando a imunomarcagdo positiva para proteina TRAP.
Grupo SENIL AC: 1-2 (marcagdo leve a moderada); Grupo SENIL PEO: I (marcagdo

leve). Aumentos originais 12x e 40x. *marcagoes: setas em vermelho.

Os valores representativos do escores atribuidos na analise imunoistoquimica para

as proteinas OPG, RANKL, OC e TRAP podem ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Representagdo dos escores atribuidos na andlise imunoistoquimica para as
proteinas OPG, RANKL, OC e TRAP para cada grupo experimental.

“Gwpos | o6 | e | _oc | Twar
1 1-2 1 1-2
1 2 1-2 2
0-1 1 0-1 1-2
2 0-1 1-2 1-2
1 1-2 1 1-2
1-2 1-2 1 1-2
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Para OPG, somente a interacio OVX AC vs OVX PEO mostrou significancia
estatistica (p<0,05), com maior marcag¢ao para OVX PEO, enquanto que para os demais,
houve similaridade das marcagdes para esta proteina (p>0,05). Para RANKL, o grupo
SHAM PEO apresentou maior intensidade de imunomarcacao em comparagdo ao grupo
SHAM AC (p<0,05), enquanto que para as demais comparagdes, houve similaridade das
marcagdes para esta proteina (p>0,05). Para OC, as comparagdes estatisticas nao
mostraram significancia (p=0,0716), entretanto a imunomarcagdo para os grupos PEO
(SHAM e OVX) foi um pouco mais moderada em relacdo aos demais grupos, que
apresentaram levemente marcadas para a maioria das amostras e até com auséncia de
marcacao para algumas amostras do grupo OVX AC. Para TRAP, todas as comparagdes
foram bem similares entre os grupos (p=0,3916).

Assim, independente das proteinas avaliadas, o comportamento imunoistoquimico
das respostas reparacionais no osso de ratas do grupo SENIL foi similar tanto para a

superficie AC quanto PEO (p>0,05).

Parametros microtomograficos (micro CT)
A representagdo tridimensional do osso periimplantar escaneado pela

microtomografia podem ser visualizadas na Figura 52.
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Figura 52 — Imagem representativa da reconstrugdo obtida pela microtromografia. (A)
Reconstrugao, (B) Corte medial do implante; (C) Selecdo da regido de interesse (ROI);
(D) Implante com drea de osso neoformado apés selegio do ROI; (E e F) Area de osso
neoformado analisado.

Na analise do parametro BV.TV na comparativa dos tratamentos de superficies
(AC e PEO) nao apresentaram significancia estatistica nos grupos SHAM (p=0,726),
OVX (p=0,428) e SENIL (p=0,411) (Figura 53).

A porosidade total — Po (tot), apresentou-se levemente maior nos grupos SHAM
PEO, OVX AC e SENIL PEO (Figura 52). A comparagao entre AC e PEO nao apresentou
significancia estatistica nos grupos SHAM (p= 0,350), OVX (p= 0,428) e SENIL (p=
0,408).
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Figura 53 - Resultados grdficos dos pardmetros microtomogrdficos: Bv.Tv (porcentagem

do volume osseo) e Po(tot) (porcentagem da porosidade total).

Em relagdo aos pardmetros numeros de trabéculas (Tb.N), espessura das

trabéculas (Tb.Th) e separagdo das trabéculas osseas (Tb.Sp), houve similaridade entre

os tratamentos de superficies (AC e PEO) (p>0,05) (Figura 54).
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Analise Biomecanica (torque reverso)

Na andlise intragrupos (OVX e SHAM), os valores de torque reverso (N.cm)
foram maiores para os grupos PEO (SHAM= 7,25+/- 1,7 N.cm; OVX=5,75+/- 1,7 N.cm)
em comparagdo aos grupos AC (SHAM= 4+/- 0,81 N.cm; OVX= 2+/- 1,4 N.cm)
(p<0,05). O torque reverso mostrou similaridade estatistica nas ratas do grupo SENIL,

independentemente do tipo de texturizagdo (p=0,299, Mann-Whitney) (Figura 55).

An- lise de Torque reverso

Senil PEO & \ |
*
.% Senil AC
g OVX PEO - N\ —
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(3 SHAM PEO &\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ S
* %k %
SHAM AC
0 2 zlt els zla 1|o 1I2 1I4 1I6 1I8 20

Torque reverso (N.cm)
Figura 55 - Andlise de Torque reverso: Representacdo grdfica dos valores médios e desvio padrao (N.cm) para
os grupos experimentais (SHAM, OVX e SENIL).

* Grupo SENIL: comparacado dos tratamentos de superficie (AC e PEO) p= 0,229.
** Grupo OVX: comparagdo dos tratamentos de superficies (AC e PEO) p<0,05.

*** Grupo SHAM: comparag¢do dos tratamentos de superficies (AC e PEO) p<0,05.
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Andlise molecular do reparo periimplantar (PCR em tempo real)

As respostas celulares do tecido dsseo periimplantar foram comparadas por meio
da interagdo SHAM vs OVX (AC e PEO) e AC vs PEO para ratas senis. A representacao
grafica destas comparacgdes podem ser visualizadas na figura 56.

Tanto para OPG, RANKL e OC no grupo OVX, as maiores expressoes génicas
relativas foram encontradas no grupo AC (p<0,05). Parar o grupo SHAM, os maiores
valores foram para o grupo PEO (p<0,05).

Para as ratas senis, a comparagdo AC vc PEO evidenciou maior expressao génica
de OPG e OC na superficie AC (p<0,05) e, a proteina RANKL se mostrou similar em

amba sas superficies (p>0,05).
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Figura 56 - Analise molecular — PCR em tempo real: Representacdo grdfica dos valores
médios e desvio padrdo da expressdo génica relativa para os grupos experimentais
(SHAM, OVX e SENIL) em fun¢do das proteinas OPG, RANKL e OC.
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Microscopia Confocal a laser (dindmica do osso periimplantar)

A representacdo das imagens escaneadas em microscopia confocal a laser pode

ser visualisada na Figura 57.

Figura 57 - Imagem da microscopia confocal a laser dos grupos experimentais.
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Na analise do dinamismo ésseo periimplantar, a marcagdo por Calceina foi maior
nos grupos SHAM AC, OVX PEO e SENIL AC. Em comparagdo dos tratamentos de
superficies (AC e PEO) intragrupos, ndo houve significancia estatistica para SHAM (p=
0,299), para OVX (p=0,614) e para SENIL (p= 0,100) (Figura 58).

10 Area de Fluorocromos - Calceina

257
* * 3k * %k ¥

Area de Fluorocromos em Pixel?

T

SHAM AC SHAM PEO OVXAC OVXPEO SENIL AC SENIL PEO

EEE SHAM AC: 0,8910
SHAM PEO: 0,4410
B OVX AC: 0,4440
OVX PEO: 0.7090
B SENIL AC: 1,9730
SENIL PEO: 0,5630

Figura 58 — Area de Fluorocromos - Calceina: Representacdo grdfica dos valores
médios e desvio padrado (pixel?) para os grupos experimentais (SHAM, OVX e SENIL).

* Grupo SENIL: comparacado dos tratamentos de superficie (AC e PEO) p= 0,294.
** Grupo OVX: comparagdo dos tratamentos de superficies (AC e PEO) p=0,614.

*4% Grupo SHAM: comparagdo dos tratamentos de superficies (AC e PEO) p=0,100.

A marcacgdo de Alizarina apresentou-se similar nos grupos SHAM e OVX, sendo
maior evidenciada no grupo SENIL PEO. Em comparagao dos tratamentos de superficies
(AC e PEO) intragrupos, nao houve significancia estatistica para SHAM (p= 0,685), para
OVX (p=0,899) e para SENIL (p= 0,627) (Figura 59).

90



10 Area de Fluorocromos - Alizarina

2.5 A

2,0

1.0 A

Area de Fluorocromos em Pixel
2
1

0.5 1

+
NN A

SHAM AC SHAM PEO OVXAC OVXPEO SENIL AC SENIL PEO

0.0

EEER SHAM AC: 0,1690
SHAM PEO: 0,1260
B OVX AC: 0,2600
OVX PEO: 0,2380
& SENIL AC: 0,6170
SENIL PEO: 1,0880

Figura 56 - Area de Fluorocromos - Alizarina: Representacdo grdfica dos valores médios
e desvio padrdo (pixel?) para os grupos experimentais (SHAM, OVX e SENIL).

* Grupo SENIL: comparacado dos tratamentos de superficie (AC e PEO) p= 0,685.
** Grupo OVX: comparagdo dos tratamentos de superficies (AC e PEO) p=0,899.

*4% Grupo SHAM: comparagdo dos tratamentos de superficies (AC e PEO) p=0,627.

A comparagdo de Calceina vs Alizarina nos grupos experimentais, ndo foi
evidenciada significancia estatistica para os tratamentos de superficies (AC e PEO):
SHAM (p = 0,242), OVX (p=0,624) e SENIL (p= 0,387). Porém, a interacdo dos
fluorocromos (Calceina vs alizarina) nos grupos experimentais, houve significancia
estatistica no grupo SHAM (p=0,026), com maior precipitacdo de Calceina. Os grupos
OVX (p=0,203) e SENIL (p=0,441) ndo apresentaram diferenca na significancia
estatistica (Figura 60).
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Analise de Fluorocromos -Calceina x Alizarina

Grupo SHAM Grupo OVX

Area de Fluorocromos em PixeFP
< o :
Areade Fluorocromos em PixeF

=

ACcslesine ACdzzine PEQcslesine PEOdzans

7

0,0
ACcalesine ACdzaina PEQcslesine PEC dzana

Area de Fluorocromos em PixeF

B AC calosina: 0,8910
& ACslzanina: 0,160
PEQ cacainz 0,440
PEO dizaninz 0,1260

B AC calosina: 0,440
B ACalzanina: 02600
PEOQ cdcsinz 07090
PEQ dizaninz 0,230

Grupo SENIL

ACcaleeine ACdzaina PEQcslesine PEC dzana

B AC calosina: 1,570
& ACalzanins: 06170
PEO calcainz 0,560
PEO dizaninz 1,080

Figura 60 - Andlise de Fluorocromos: Representagdo grdfica dos valores médios e desvio padrdo (pixel?) na comparagado de Calceina vs
Alizarina nos grupos experimentais (SHAM, OVX e SENIL).
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Em relacdo a taxa de aposi¢ao mineral (MAR) didria, houve uma similaridade dos
tratamentos de superficies (AC e PEO) nos grupos OVX e SENIL, e uma maior tendéncia
no grupo SHAM PEO em relagdo ao grupo SHAM AC. Porém nao foi evidenciada
significancia estatistica na comparagdo dos tratamentos de superficies (AC e PEO)
intragrupos SHAM (p=0,211), OVX (p= 0,795) e SENIL (p=0,771) (Figura 61).

Mineral apposition rate - MAR
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Figura 61 — Taxa de aposi¢ao mineral (MAR — mineral apposition rate): Representa¢cdo
grafica dos valores médios e desvio padrao (pixel/dia) nos grupos experimentais (SHAM,
OVX e SENIL).
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Histometria

A representagdo das imagens obtidas para a histometria pode ser visualisada na

Figura 62.

A andlise da extensdo linear de contato entre o tecido 6sseo neoformado e a
superficie do implante (ELCOI) ndo mostraram significancia estatistica (Anova um fator)
ao comparar as superficies AC e PEO, nos grupos SHAM (p= 0,758), OVX (p=0,374) e
SENIL (p= 0,258) (Figura 63 A).

Para a anélise da area de osso neoformado (AON) na espira mais central de cada
lado do implante, também nao apresentou significancia estatistica (ANOVA um fator) ao
comparar o tratamento de superficies AC e PEO, nos grupos SHAM (p= 0,682), OVX
(p=0,751) e SENIL (p= 0,695) (Figura 63 B).

Figura 62 — Imagens dos grupos experimentais para anadlise histométrica.
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Figura 63 — (A) - Andlise da extensdo linear de contato entre o tecido dsseo neoformado e a superficie do implante (ELCOI) nos grupos
experimentais (SHAM, OVX e SENIL). (B) andlise da area de osso neoformado (AON) na espira mais central de cada lado do implante nos grupos
experimentais (SHAM, OVX e SENIL).
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5. Discussao

A alteragdo na topografia de superficie dos implantes osseointegraveis tem como
objetivo melhorar suas propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo em fluidos
biologicos e a as respostas biologicas reparacionais do tecido 6sseo. Estudos recentes,
demonstram que assim como outros materiais usados em condicdes fisiologicas, sua
exposi¢do a fatores mecanicos e bioldgicos podem prejudicar a sobrevivéncia do implante
e o sucesso do tratamento [61]. As ligas de titdnio, como a liga Ti-6Al-4V vem sendo
associadas a liberagc@o de vanadio na corrente sanguinea e urina, € o aluminio mostrou-se
presente no tecido cerebral em pacientes com Alzheimer. Esses elementos ocasionam
uma iniciacdo da cascata inflamatoria, levando a ostedlise, efeitos neurologicos € uma
resposta negativa na viabilidade celular [61-64].

Estudos anteriores de caracteriza¢do de superficie através do PEO, demonstram
que nas superficies tratadas através do método, produz uma camada de 6xido que confere
uma maior resisténcia ao desgaste e a corrosdo, produz uma protecdo térmica e a
possibilidade de uma boa aderéncia de ions importantes para a osseointegra¢do, como a
associacdo de Ca e P. Essa incorporacdo de Ca e P mostraram uma estrutura cristalina
mais homogeénea, além de poros largos (aparéncia semelhante a vulcao, comprovado pela
MEV, além de promover propriedades antibacterianas nos testes microbioldgicos [2, 24,
25, 29].

Marques et al. (2015) relatam uma melhor proliferacdo de células tronco
mesenquimais nos testes de cultura de células em superficies tratadas por PEO [29]. O
teste de viabilidade celular encontrada em nosso estudo mostrou resultados positivos para
a proliferacdo de células tronco mesenquimais derivadas da medula ¢ssea (CTMs-MO)
nos discos tratados com o PEO. Em todos os grupos testes de CTMs-MO (SHAM, OVX,
SENIL) apresentou um crescimento progressivo dentro dos tempos de 3, 7 e 10 dias.

As CTMs provenientes de medula 6ssea possuem a capacidade de diferenciagdo
em osteoblastos, apesar dos possiveis disturbios osteogénicos, assim mesmo ¢ melhor do
que comparar com outras fontes doadoras, como CTMs de tecido adiposo [48]. A
diferenciagdo das CTMs em osteoblastos foi avaliada através da expressdo génica no 7
dia, através do PCR em tempo real. Os genes avaliados (Runx2, SP7, ALP, BSP, OC e
OPN) apresentaram um comportamento diferente nos grupos de CTMs-MO (SHAM,
OVX e SENIL), porém a comparagdo entre os grupos testes de superficies (CONTROLE,
AC e PEO) em cada grupo celular (SHAM, OVX e SENIL) ndo apresentaram diferencas
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estatisticas significantes, mostrando que a superficie do Ti ¢ favoravel para a atracdo de
células da linhagem ostoblastica, como j& consagrado na literatura.

A expressao de Runx2 e SP7, fatores iniciais essenciais para que ocorra a
formagdo de osteoblastos, foram presentes nos grupos AC e PEO nos grupos SHAM e
OVX, nao sendo muito expressiva no grupo SENIL. Como marcador da diferenciacdo de
CTMs-MO em Osteoblastos, a ALP foi expressa nos grupos AC e PEO nos grupos
SHAM e OVX, tendo uma leve diminui¢ao no grupo SENIL. Os genes BSP, OC e OPN,
caracteristicos de uma “etapa final” responsaveis pelo inicio da mineralizagdo apresentou
em uma visdo geral dos grupos SHAM, OVX e SENIL, melhores resultados nos grupos
AC e PEO. Através dessas andlises do PCR e com os dados obtidos pela
imunofluorecéncia, houve uma leve tendéncia de melhores respostas nas CTMs-MO
SHAM para o grupo AC, melhores respostas nas CTMs-MO OVX para o grupo PEO, e
no grupo SENIL, caracteristicas semelhantes dos grupos AC e PEO.

Conforme o processo de diferenciagdo celular e a mineralizagdo avangam, ocorre
um aumento na Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP), assim como encontrado nos
resultados realizados no 10° dia, em ambos os grupos celulares pela superficie PEO,
seguida pela superficie AC.

As formagdes de nddulos de mineralizagdo sdo consideradas como indicadores
finais da diferenciacdo osteogénica “in vitro” e sua quantificagdo demonstra a atividade
metabolica das células diferenciadas no processo da osteogénese [65, 66]. Em nosso
estudo a superficie PEO apresentou maior formagao de nddulos de mineralizagdo aos 21
dias, em todos os grupos celulares (SHAM, OVX e SENIL), resultados similares
encontrados na literatura. O estudo de Kazek-Kesik (2015), demonstra que essa atividade
de producdo de coldgeno e mineralizagdo das células, sdo facilitadas devido as
caracteristicas da superficie promovidas pelo PEO [19, 67].

Os parametros obtidos pela histologia na avaliagdo in vivo, demonstrou que houve
uma melhor formagdo e maturagdo do tecido 6sseo na superficie PEO, ao comparar com
a superficie AC nos grupos experimentais SHAM e OVX, enquanto no grupo SENIL,
houve um comportamento similar na formacdo e maturacdo do tecido Osseo nas
superficies (AC e PEO).

Ao complementar com os resultados obtidos pela andlise imunoistoquimica, nos
demostram que hd um equilibrio ao comparar todos os grupos e superficies, referente ao
processo de reabsor¢do Ossea avaliado através da TRAP. O dinamismo da remodelagao
Ossea avaliado pela OPG e RANKL, assim como a mineralizagdo (OC) ocorre uma

diminui¢do no grupo OVX, mesmo ndo sendo estatisticamente significativo, ha uma
97



Relatorio final (2) — Auxilio a Pesquisa Regular

resposta pouco melhor na superficie PEO ao comparar com superficie AC neste grupo. A
remodelagdo (OPG e RANKL) nos grupos SHAM e SENIL ocorrem com uma
similaridade nos tratamentos de superficies, assim como no processo de mineralizagao
(OC).

No estudo de He et al. (2017), a avaliagao de implantes de titdnio comercialmente
puro tratados com PEO ao comparar com implantes sem o tratamento, demonstraram nas
andlises microtomograficas e histométricas, que os implantes com superficies
modificadas demonstram uma melhor bioatividade em comparagdo com superficies de
titdnio puro, porém os autores relatam que a metodologia aplicada, embora com bons
resultados na correlacdo da microtomografia e histometia, ha necessidade de estudos
complementares histologicos e de biomecanica [68].

Em nosso estudo, as analises dos tecidos calcificados corroboram com os
resultados encontrados na histologia. A quantificagdo através da porcentagem do volume
6sseo (Bv.Tv) e a porosidade total (Po(tot)) ndo apresentou diferencas estatisticas nos
tratamentos de superficies intragrupos experimentais. Porém, no modelo experimental
OVX, a superficie AC apresentou uma menor porcentagem de volume 6sseo e maior
porosidade ao comparar com a superficie PEO, o que ndo ocorreu nos outros grupos
experimentais (SHAM e SENIL). Em relacdo a qualidade 6ssea, caracteristica das
trabéculas (Tb.Th/ Tb.Sp /Tb.N) foram semelhantes em todos os grupos.

Assim como na analise microtomografica, a andlise biomecanica através do torque
reverso, mostrou maiores torque de remogdo dos implantes com a superficie PEO em
todos os grupos (SENIL >SHAM >0VX) e menores torques na superficie AC, sendo o
grupo OVX o menor (SENIL >SHAM >0VX).

Os tratamentos de superficies testados nesse estudo demonstram que possuem
uma grande capacidade de promog¢do da formacdo dssea independente dos tipos Osseos
experimentais (SHAM, OVX e SENIL), tanto na area de contato osso e implante
(ELCOI), quanto para a area de osso neoformado (AON) entre as espiras do implante.

A incorporagdo de Ca e P no tratamento de superficie, assim como outros
biomateriais como o Zinco (Zn) através do PEO, demonstrou no estudo de He et al.
(2018) que o tratamento de superficie com Ca, P ou Zn podem acelerar a formagdo e a
remodelagdo 6ssea, encurtando o periodo de osseointegragdo com melhor forca de ligagao
osso implante [69].

Em nosso estudo, a dindmica do tecido 6sseo representada pelo turnover 6sseo,
observado através dos fluorocromos mostrou-se similares nos grupos experimentais.

Uma maior prevaléncia de fluorescéncia vermelha (alizarina) representa uma maior ¢ a
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formagdo de osso novo, aparentemente houve uma maior presenca de Alizarina no grupo
SENIL PEO, porém sem apresentar significancia estatistica. A interacdo dos
fluorocromos Calceina vs Alizarina apresentou-se estatisticamente significante no grupo
SHAM, sendo representado por maior concentragao de Calceina, o qual representa o 0sso
mais velho.

O tratamento de superficie PEO apresentou uma tendéncia melhor na taxa de
aposicao mineral (MAR) nos grupos SHAM e SENIL ao comparar com a superficie AC.
Para o grupo OVX o tratamento AC demonstrou uma tendéncia maior que o PEO, porém
em ambos os grupos ndo foi encontrado uma diferenga estatistica significante.

Estudos vem demonstrando que o tratamento de superficie pelo método PEO
favorece a adi¢do de particulas de Mg, Al, Ti, Ca e P, apresentando melhoria na protecao
quanto a corrosdo e ao desgaste, sendo que a resposta celular inicial ¢ maior com o Ca e
P, em relacdo aos demais, devido uma maior efetividade para a biocompatibilidade e
bioatividade [70]. Segundo Zaporozhets (2017), a incorporagdo desses elementos possui
uma capacidade de controlar melhor a resposta inflamatoria local pela modificagdo do
processo de ativagdo leucocitaria do sangue, mais evidente nos neutrofilos em contato

com a superficie da liga de Ti [71].

Os ions Zn exercem numerosos efeitos positivos sobre o metabolismo dos acidos
nucléicos, sintese proteica e formagao 0ssea, tanto in vitro como in vivo, além de fornecer
propriedades mecanicas superiores e melhor propriedade de corrosdo de materiais,
incorporacdo de ions de Zn juntamente com Ca e P no tratamento por PEO, ainda em
estudo in vitro demonstra alteragdes no potencial de corrosdo e alteragdes em tamanho
dos poros, a medida que a concentracdo de Zn aumenta, diminui a concentragdo de Ca e

P[18].

A eleicdo dos grupos experimentais SHAM, OVX e SENIL, nos demonstrou que
para a avaliacdo do biomaterial testado (AC ou PEO), o modelo osteopordtico promovido
pelo grupo OVX, apresenta-se como um melhor modelo. Os dados obtidos pelo método
ELISA, na avaliagdo de estrogeno demonstraram que para as ratas SENIS, ha uma
diminuicdo em relacdo as ratas SHAM, porém em niveis bem superiores as ratas OVX,
0s quais repercutiram nos processos reparacionais. O modelo OVX foi caracterizado pela
perda de massa Odssea, com maior atividade osteoclastogénica em relagdo a
osteoblastogénese, com resultados reparacionais mais criticos, o que permite melhor

avalia¢do dos biomateriais e modifica¢des topograficas como propostas neste estudo.
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E importante salientar que o estudo da bioatividade de implantes no tecido dsseo
de baixa qualidade, como realizado nesta investigagao, ndo estd relacionado ao tratamento
da osteoporose, por meio de medicagdes que revertam a osteoporose, tais como 0s
antirreabsortivos e os seletivos dos receptores de estrogeno. Estudos prévios [72, 73],
demonstraram que o tratamento sistémico, auxiliou nas respostas moleculares da biologia
do tecido dsseo. Desta forma, o PEO demonstrou que mesmo em situagdes bastante
criticas do metabolismo dsseo (OVX), foi capaz de reunir caracteristicas reparacionais

favoréaveis a osseointegracao.

6. Conclusao

Diante das limitagdes do estudo in vitro e in vivo, os resultados foram
esclarecedores para acreditar que o método de texturizagdo aqui testado, por meio da
Oxidagdo por Plasma Eletrolitico (PEO), favoreceu a formagao dssea, tanto em ossos de
baixa densidade (OVX e SENIL) quanto em ossos considerados como “normais”
(SHAM), inclusive evidenciando maior maturagao 6ssea nos periodos mais tardios aqui

analisados.
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C) Descricao e avaliacao do apoio institucional recebido no periodo

As instalagdes do biotério do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada
(Prédio 5) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP foram utilizadas para o
acondicionamento climatizado dos animais, assim como para a realizacdo dos
procedimentos cirurgicos (ovariectomia, instalacio dos implantes e eutandsia). O
laboratério de processamento laboratorial do mesmo departamento foi utilizado para todo
o protocolo metodoldgico das analises histologica (ratas jovens adultas e por fim, as ratas
senis — 18 meses) e biomecanica. O processamento imunistoquimico foi realizado no
Laboratorio de Tecidos Mineralizados sob a coordenacdo da Profa. Associada Roberta
Okamoto, do Departamento de Ciéncias Basicas da mesma institui¢ao.

Os processamentos de caracterizagdo topografica e o método de texturizagdo por
PEO foram realizados no Laboratério de Plasmas Tecnoldgicos da Faculdade de
Engenharia do Campus de Sorocaba — UNESP, sob as colaboragdes dos Professores Nilson
Cruz (Sorocaba) e Valentim Adelino Ricardo Bardo (FOP-UNICAMP).

A andlise pela microtomografia computadorizada foi realizada no laboratorio
multiusudrio no campus universitario da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP. Os demais procedimentos laboratoriais para tecidos calcificados (microtomia em
EXAKT e analise por microscopia confocal a laser) foram realizados na Faculdade de
Odontologia de Araraquara - FOAR — UNESP, sob a coordenacdo do professor Titular
Elcio Marcantonio Janior.

As andlises de cultura de células primarias foram desenvolvidas na Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto — FORP — USP, sob a supervisao do Prof Titular Adalberto

Luiz Rosa.

D) Participacio em evento cientifico

Os resultados parciais desta pesquisa foram apresentados na categoria “oral”
durante o Congresso Internacional da IADR (International Association for Dental
Research), realizado em Londres — Inglaterra, no periodo de 24 a 28 de julho de 2018. Em
seguida, o certificado de “attendance” e a publicacdo do trabalho no “Special Issue” da

JDR sdo apresentados aqui.
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Peri-implant Osteogenesis of Biomimetic Coating in Osteoporotic Rats

Objectives: To assess the biomechanical and per-implant osteogenesis of a biomimetic coating
containing Ca and P deposited with plasma electrolytic oxidation (PEO) on the implants surface in
osteoporotic rats.

Methods: 40 adults (6 months) Wistar female rats were divided into two groups: Ovx (subjected to
the ovariectomy for osteoporosis induction) and Sham (ovariectomy fictional surgery). After 90
days, each tibia of the animal received one implant (2mm diameter and 4mm length) according to
the coating method: PEO and AC (double etching-acid). All animals were euthanized at 42 days
postoperatively. Half of the tibias were decalcified for histological (hematoxylin/eosin) and
immunohistochemical (osteoprotegerin-OPG, RANKL, osteocalcin-OC and TRAP) analysis, and the
others had the implants removed through reverse torque for the biomechanical analysis. The
quantitative data from reverse torque was analyzed using 2-way ANOVA and post-hoc Holm-Sidak
test (P<0.05).

Results: The mean value of reverse torque (in N.cm) was higher for the PEO groups (Sham=
7.25£1.7; Ovx= 5.75x1.7) in comparison to the AC groups (Sham= 4.00£0.81; Ovx= 2.00£1.4 N.cm)
(P<0.05). The peri-implant osteogenesis in the histological evaluation showed greater newly bone
formation in the PEO groups for both tested conditions (Sham and Ovx). Immunohistochemistry
labeling showed similarity between PEO and AC for OPG, RANKL and TRAP proteins. OC showed
slight labeling for the AC groups when compared to the PEO groups.

Conclusions: PEO seems to be a potential coating method for the future applications in biomedical
implants,
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E) Lista das publicacdes resultantes do auxilio - Relatorio Cientifico Final (2)

Nenhum artigo ainda foi enviado em fung¢a@o das analises serem finalizadas no fim de
janeiro de 2019. Portanto, j& estamos dividindo os resultados nos artigos e enviaremos
para a publica¢do ainda no més de marco do corrente ano. Portanto, a seguir, os trabalhos
apresentados nos eventos, publicacdes em anais ou periddicos € as premiagdes, serdo
listadas.

1) Trabalhos apresentados em eventos.
1.1 NAKASATO, K. L.; MOMESSO, G. A. C.; POLO, TOB; SILVA, W. P. P,
CORDEIRO, J. M.; BARAO, V. A. R.; OKAMOTO, R.; FAVERANI, L.P. Estudo
preliminar do potencial bioativo da texturizagdo de implantes por oxidagdo com plasma
eletrolitico em ratas osteopordticas. Trabalho apresentado na categoria “Painel
Iniciante” ligado a bolsa de iniciagdo cientifica FAPESP (processo 2016/16356-7)
durante a 34° Reuniao Anual da SBPqO em Campinas (3 a 6 de setembro de 2017).

1.2 NAKASATO KL*, MOMESSO GAC, POLO TOB, SILVA WPP, CORDEIRO
JM, BARAO VAR, OKAMOTO R, FAVERANI LP. Avalia¢io histolégica e
biomecanica do osso ao redor de implantes com texturizagdo de superficie produzida
por Oxidacdo Eletrolitica por Plasma e incorporada com Ca e P em ratas osteoporodticas.
Trabalho apresentado na categoria “Painel” ligado a bolsa de iniciacdo cientifica
FAPESP (processo 2016/16356-7) durante a 1° fase do XXIXX Congresso de
Iniciacdo Cientifica da Unesp, em Aracatuba (23 de setembro de 2017).

1.3 BARBOSA S*, SILVA WPP, MOMESSO GAC, POLO TOB, CORDEIRO JM,
SANTOS JMF, BARAO VAR, FAVERANI LP. Caracterizacdo topografica e
histologica da osteogénese ao redor de implantes anodizados por plasma eletrolitico.
Trabalho apresentado na categoria “Oral” durante o 8° Congresso da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba (23 a 26 de maio de 2018).

1.4 BARBOSA S*, SANTOS JMF, MOMESSO GAC, POLO TOB, SILVA WPP,
CORDEIRO JM, BARAO VAR, FAVERANI LP. Analise topografica da texturizacdo
em miniplacas para fixacdo de fraturas dsseas em ratas osteopordticas: Resultados
Preliminares. Trabalho apresentado na categoria “Painel” ligado a bolsa de iniciacdo
cientifica FAPESP (processo 2018/00522-0) durante a 35° Reunido Anual da SBPqO
em Campinas (2 a 4 de setembro de 2018).

1.5 MENDES, BC*; MOMESSO, GAC; DA SILVA, WPP; POLO, TOB; OKAMOTO,
R, FAVERANI, LP. — A influéncia da texturizagdo de superficie do implante pela
oxidacdo por plasma eletrolitico em ratas osteopordticas. Trabalho apresentado na
categoria “Painel” na drea de IMPLANTODONTIA, ligado ao auxilio FAPESP
(processo 2016/20297-6), no 31° Congresso Odontolégico de Bauru “Prof. Dr. José
Mondeli, no dia 17 de maio de 2018, na Faculdade de Odontologia de Bauru- USP.

1.6 MOMESSO, G.A.C.; POLO, T.O.B.; SILVA, W.P.P.; CORDEIRO, J.M.; CRUZ,
N.C.; OKAMOTO, R.; BARAO, V.A.R.; FAVERANI, L.P. Texturiza¢io com
oxidagdo por plasma eletrolitico otimiza o reparo peri-implantar em ratas com 0ssos
de baixa densidade. Trabalho apresentado na categoria “Apresentacio Oral” ligado
ao auxilio (processo 2016/20297-6) durante a 35 Reunido Anual da SBPqO em
Campinas (1 a 4 de setembro de 2018).
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1.7 SILVA, W.P.P.; MOMESSO, G.A.C.; POLO, T.O.B.; CORDEIRO, J.M.; CRUZ,
N.C.; OKAMOTO, R.; BARAO, V.A.R.; FAVERANI, L.P. Analise do reparo 6sseo
periimplantar em ratas osteopordticas em fun¢do da texturizacdo de superficie por
oxidacdo por plasma eletrolitico. Trabalho apresentado na categoria “Painel
Aspirante” ligado ao auxilio (processo 2016/20297-6) durante a 35 Reunido Anual
da SBPqO em Campinas (1 a 4 de setembro de 2018).

2) Publicagdo de trabalhos apresentados

2.1 NAKASATO, K. L.; MOMESSO, G. A. C.; POLO, TOB; SILVA, W. P. P;
CORDEIRO, J. M.; BARAO, V. A. R.; OKAMOTO, R.; FAVERANI, L.P. Estudo
preliminar do potencial bioativo da texturizacdo de implantes por oxida¢do com
plasma eletrolitico em ratas osteopordticas In: 34° Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de pesquisa Odontoldgica, 2017, Campinas. Brazilian Oral Research.,
2017.v.31. p.142 — 142.

2.2 BARBOSA, S.; SILVA, W. P. P.,; MOMESSO, G. A. C; POLO, T. O. B;
CORDEIRO, J. M.; SANTOS, J. M. F.; BARAO, V. A. R.; FAVERANI, L. P.
Caracterizagdo topografica e histologica da osteogénese ao redor de implantes
anodizados por plasma eletrolitico. In: 8° Congresso da Faculdade de Odontologia de
Aracgatuba, 2018, Aracatuba. Arch Health Invest., 2018. V.7. p. 101.

2.3 BARBOSA, S.; SANTOS, J. M. F.; MOMESSO, G. A. C.; POLO, T. O. B.; SILVA,
W. P. P.; CORDEIRO, J. M.; BARAO, V. A. R.; FAVERANI, L. P. Analise
topografica da texturizagdo em miniplacas para fixagdo de fraturas dsseas em ratas
osteoporoticas: Resultados Preliminares. In: 35° Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Pesquisa Odontologica, 2018, Campinas. Brazilian Oral Research.,
2018. V.32. p. 94.

2.4 MENDES, BC; MOMESSO, GAC; DA SILVA, WPP; POLO, TOB; OKAMOTO,
R, FAVERANI, LP. — A influéncia da texturiza¢do de superficie do implante pela
oxidacdo por plasma eletrolitico em ratas osteoporoticas. In: 31° Congresso
Odontoldogico de Bauru “Prof. Dr. José Mondeli, Faculdade de Odontologia de
Bauru- USP. Anais do 31° Congresso Odontoldégico de Bauru, 2018. p. 517.

2.4 MOMESSO, G.A.C.; POLO, T.O.B.; SILVA, W.P.P.; CORDEIRO, J.M.; CRUZ,
N.C.; OKAMOTO, R.; BARAO, V.AR.; FAVERANI, L.P. Texturizagio com
oxidagao por plasma eletrolitico otimiza o reparo peri-implantar em ratas com 0ssos
de baixa densidade In: 35° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de pesquisa
Odontologica, 2018, Campinas. Brazilian Oral Research., 2018. v.32. p.79 — 79.

2.5 SILVA, W.P.P.; MOMESSO, G.A.C.; POLO, T.O.B.; CORDEIRO, J.M.; CRUZ,
N.C.; OKAMOTO, R.; BARAO, V.A R.; FAVERANI, L.P. Analise do reparo 6sseo
periimplantar em ratas osteopordticas em funcdo da texturizagcdo de superficie por
oxidagao por plasma eletrolitico In: 35° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
pesquisa Odontoldégica, 2018, Campinas. Brazilian Oral Research., 2018. v.32.
p.475 —475.

2.6 SILVA, W.P.P.; MOMESSO, G.A.C.; POLO, T.0.B.; CORDEIRO, J.M.; CRUZ,
N.C.; OKAMOTO, R.; BARAO, V.A.R.; FAVERANI, L.P. Anélise do reparo 6sseo
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periimplantar em ratas osteopordticas em funcdo da texturizagcdo de superficie por
oxidagdo por plasma eletrolitico In: 35° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
pesquisa Odontoldgica, 2018, Campinas. Brazilian Oral Research., 2018. v.32.
p.475 —475.

3) Premiagdes com os trabalhos apresentados

3.1 Mengao honrosa com o trabalho intitulado: Avaliagdo histologica e biomecanica do
osso ao redor de implantes com texturiza¢do de superficie produzida por Oxida¢do
Eletrolitica por Plasma e incorporada com Ca e P em ratas osteoporoticas, pelos
autores NAKASATO KL*, MOMESSO GAC, POLO TOB, SILVA WPP, CORDEIRO
JM, BARAO VAR, OKAMOTO R, FAVERANI LP, durante o0 XXIX Congresso de
Iniciagdo Cientifica da Unesp, 2017.

3.2 Primeiro Lugar, da area 1, na modalidade Prémio Myaki Issao com o trabalho
intitulado: Andlise topografica da texturizagdo em miniplacas para fixa¢do de fraturas
osseas em ratas osteoporoticas: Resultados Preliminares. BARBOSA S*, SANTOS
JMF, MOMESSO GAC, POLO TOB, SILVA WPP, CORDEIRO JM, BARAO VAR,
FAVERANI LP, durante a 35° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontoldgica, 2018.

3.3 Mencao honrosa com o trabalho intitulado: Texturiza¢do com oxidagdo por plasma
eletrolitico otimiza o reparo peri-implantar em ratas com ossos de baixa densidade,
pelos autores MOMESSO, G.A.C.; POLO, T.O.B.; SILVA, W.P.P.; CORDEIRO, J.M.;
CRUZ, N.C.; OKAMOTO, R.; BARAO, V.AR.; FAVERANI, L.P, durante a 35°
Reunido Anual da SBPqO.

F) Dissertacio defendida ligada ao auxilio
O presente auxilio teve a seguinte dissertacdo relacionada, conforme os

comprobatdrios abaixo: Pagina de rosto e ata da defesa, em que constam as assinaturas
da banca examinadora.
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CULTURA DE CELULAS OSTEOGENICAS
PRIMARIAS A PARTIR DE OSSO DE BAIXA
DENSIDADE E-ANALISE DO REPARO OSSEO
PERIIMPLANTAR EM RATAS
OSTEOPOROTICAS EM FUNCAO DA
TEXTURIZACAO DE SUPERFICIE POR MEIO DA
OXIDACAO POR PLASMA ELETROLITICO"

Dissertacdo- apresentada: a- Faculdade  de
Odontologia- do- Campus- de Aragatuba: —
Universidade: Estadual Paulista: “Julio- de
Mesquita Filho” - UNESP, para obtengdo-do
Titulo-de- MESTRE ' EM- ODONTOLOGIA
(Area- de' concentragio em- Cirurgia e

Traumatologia Bucomaxilefacial)

Orientador: Prof. -Ass. Dr.-Leonardo Perez Faverani*

Coorientadora: Prof’. Associada Roberta Okamoto*

Aracatuba —SP
2019¢
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp ™

Campus de Aragatuba

ATA N° 432

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE WILLIAM PHILLIP PEREIRA
DA SILVA, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA, DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA - CAMPUS DE ARAGATUBA.

Aos 25 dias do més de janeiro do ano de 2019, as 08:30 horas, no(a) Anfiteatro do CAOE (Campus -
Rodovia), reuniu-se a Comissdo Examinadora da Defesa Publica, composta pelos seguintes
membros: Prof. Dr. LEONARDO PEREZ FAVERANI - Orientador(a) do(a) Departamento de Cirurgia e
Clinica Integrada / Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP, Profa. Dra, DANIELA PONZONI
do(a) Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada / Faculdade de Odontologia de Aragatuba-
UNESP, Profa. Dra, ELLEN CRISTINA GAETTI JARDIM do(a) Faculdade de Odontologia /
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul-UFMS, sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder
a arguigao publica da DISSERTAGAO DE MESTRADO de WILLIAM PHILLIP PEREIRA DA SILVA,
intitulada Cultura de células osteogénicas primarias a partir de osso de baixa densidade e
analise do reparo 6sseo periimplantar em ratas osteoporéticas em fungdo da texturizagio de
superficie por meio da oxidagao por plasma eletrolitico. Apés a exposigao, o discente fol arguido
oralmente pelos membros da Comissao Examinadora, tendo recebido o conceito final: 12/8. _g!go_ i
_ . Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apos lida e aprovada, foi assinada pelos

membros da Comiss@o Examinadora.

: CONFERE COMi O ORIGINAL
’ STRPQIDTA, 29,04 1 2034

“ﬁ"“ﬂ'-' Cristiane Regina Lui Matos
. DANIELA PONZONI Segho Técnica de Pos-Graduagdo
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