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Santos AFP. Estudo in vitro e in vivo da superficie de implantes modificados por feixe
de laser com e sem deposi¢ao de hidroxiapatita. Caracterizagéo topografica, cultura
de células e analise histométrica [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista; 2023.

RESUMO

A proposicao deste trabalho foi avaliar o comportamento biolégico in vitro e in vivo do
tecido 6sseo diante das superficies usinada (MS), modificada por jateamento seguido
de condicionamento acido, disponivel comercialmente (SBAS), modificada por feixe
de laser (LS) e modificada por feixe de laser com recobrimento de hidroxiapatita (HA)
pelo método biomimético sem tratamento térmico (LHS). Foi realizada previamente a
microscopia eletrbnica de varredura acoplada ao sistema de espectrometria de
energia dispersiva de raios X (MEV/EDX) das superficies e estudo in vitro com o
objetivo de avaliar o comportamento da linhagem celular osteogénica murina (MC3T3-
E1) e células estromais derivadas da medula éssea (ST2), mediante exposi¢cao as
superficies experimentais. Para o estudo in vivo, foram utilizados 20 coelhos Albinus
0s quais receberam 40 implantes de 3,75x70mm em leitos cirurgicos fresados na
porcao medial das tibias direita e esquerda, sendo um implante de cada superficie em
cada tibia. Nos 10 animais pertencentes ao periodo de eutanasia de 4 semanas foi
realizada a aplicagao intramuscular dos fluorocromos calceina e alizarina. As tibias
com os implantes foram submetidas a analise microtomografica seguido do
processamento de inclusdo em resina para obtencéo de cortes calcificados e posterior
analise por microscopia confocal a laser. Foi mensurada a extensao linear de contato
entre tecido 6sseo mineralizado e superficie do implante (ELCOMI) e area éssea
neoformada (AON). Os valores obtidos foram levados a analise de variancia e teste ¢
de Tukey, adotando o nivel de significancia de 5%. O MEV mostrou diferengas entre
as superficies. No estudo in vitro, observou-se que o revestimento de HA n&o apenas
reduziu a viabilidade das células MC3T3-E1 e ST2, como provocou a expressao e
liberagdo de interleucina-6 (IL6) pro-inflamatéria. A analise microtomografica
evidenciou diferencga estatistica na porcentagem de volume ésseo (BV/TV), na qual a
superficie LHS foi estatisticamente superior a MS e SBAS no periodo de 2 semanas
e a superficie LS estatisticamente superior a MS no periodo de 2 semanas. A ELCOMI
dos implantes LHS e LS foram estatisticamente superiores a MS e SBAS no periodo
de 2 semanas. No periodo de 4 semanas, houve diferengca estatistica entre as



superficies LHS e LS em relacéo a superficie MS. A analise estatistica da AON dos
implantes mostrou diferencga entre a superficie LHS e MS no periodo de 2 semanas.
Deste modo, conclui-se que a adicao de HA na superficie modificada por laser pode
provocar uma maior resposta inflamatéria e que as modificagdes experimentais LS e

LHS favorecem a deposigao de tecido ésseo periimplantar.

Palavras-chave: Implantes dentarios. Cicatrizacdo. Superficie. Nd-YAG lasers.
Osseointegracao.



Santos AFP. In vitro and in vivo study of the surface of implants modified by laser beam
with and without hydroxyapatite deposition. Topographic characterization, cell culture
and histometric analysis [thesis]. S&do Paulo State University, School of Dentistry,
Aracatuba;2023.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the in vitro and in vivo biological behavior of
bone tissue on surfaces machined (MS), modified by blasting followed by acid etching,
commercially available (SBAS), modified by laser beam (LS) and modified by laser
beam coated with hydroxyapatite (HA) by the biomimetic method without heat
treatment (LHS). Scanning electron microscopy coupled to the energy dispersive X-
ray spectrometry system (SEM/EDX) of the surfaces and an in vitro study were
performed in order to evaluate the behavior of the murine osteogenic cell line (MC3T3-
E1) and stromal cells derived from bone marrow (ST2), upon exposure to experimental
surfaces. For the in vivo study, 20 Albinus rabbits were used, which received 40
implants of 3.75x10mm in surgical beds milled in the medial portion of the right and left
tibias, with one implant on each surface in each tibia. In the 10 animals belonging to
the 4-week euthanasia period, intramuscular application of the fluorochromes calcein
and alizarin was performed. The tibias with the implants were submitted to
microtomographic analysis followed by resin inclusion processing to obtain calcified
sections and subsequent analysis by confocal laser microscopy. The linear extension
of contact between mineralized bone tissue and implant surface (BIC) and newly
formed bone area (NBA) were measured. The values obtained were taken to analysis
of variance and Tukey's t test, adopting a significance level of 5%. The SEM showed
differences between the surfaces. In the in vitro study, it was observed that the HA
coating not only reduced the viability of MC3T3-E1 and ST2 cells, but also provoked
the expression and release of pro-inflammatory interleukin-6 (IL6). The
microtomographic analysis showed a statistical difference in the percentage of bone
volume (BV/TV), in which the LHS surface was statistically superior to the MS and
SBAS in the 2-week period and the LS surface statistically superior to the MS in the 2-
week period. BIC of the LHS and LS implants were statistically superior to MS and
SBAS at the 2-week period. In the period of 4 weeks, there was a statistical difference
between the LHS and LS surfaces in relation to the MS surface. Statistical analysis of
the NBA of the implants showed difference between the LHS and MS surface in the



period of 2 weeks. Thus, it is concluded that the addition of HA to the surface modified
by laser can provoke a greater inflammatory response and that the experimental

modifications LS and LHS favor the deposition of peri-implant bone tissue.

Keywords: Dental Implants. Would healing. Surface. Nd-YAG lasers.

Osseointegration
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revestimento de HA - LHS

Fig. 6 Faloidina com fluorescéncia foi utilizada para a coloragao de F-actina.
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niveis de IL6 de experimentos individuais com a mediana. A analise estatistica
foi baseada em One-way ANOVA e os valores de p corrigidos foram indicado
Fig. 8 Efeito mediado por HA na secregao de IL6 em células ST2. (A) valores
de GAPDH e (B) expressao de IL6. A andlise por RT-PCR foi realizada
conforme descrito em materiais e métodos e os dados representam a
expressao de IL6 usando MS como controle. (C) O imunoensaio mostrou que
HA aumentou a expresséao de IL6 em células ST2. Os dados representam os
niveis de IL6 de experimentos individuais com a mediana. A analise estatistica

foi baseada em One-way ANOVA e os valores de p corrigidos foram indicados
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Fig. 9 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS parédmetro BV/TV. Os dados
representam amostras individuais com a mediana e DP. Diferenga
significante*, **, *** (p<0,05) — Two-way ANOVA e teste de Tukey para
comparacgdes multiplas. *p=0,02, ** p=0,0002, *** p=0,003.

Fig. 10 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS - parametros Tb. N, Tb.
Sp e Tb.Th. Os dados representam amostras individuais com a mediana e DP.
Diferenga significante* (p<0,05) — Two-way ANOVA e teste de Tukey para
comparagoes multiplas. * p=0,01.

Fig. 11 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS - parametro Po.Tot. Os
dados representam amostras individuais com a mediana e DP. Diferenga
significante** (p<0,05) — Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagdes
multiplas. **p=0,001.

Fig. 12 Imagens que representam a dinamica da aposigdo mineral no tecido
observada em microscépio confocal a laser (10 x) com fluorocromo de
calceina (corado em verde) e fluorocromo de alizarina (corado em vermelho).
Fig. 13 Grafico representando as médias diarias do grupo de mineralizagao
ossea p < 0,05, representado por *, **- Two-way ANOVA e teste de Tukey para
comparacgdes multiplas. *p=0,01, **p=0,001. Os dados representam amostras
individuais com a mediana e DP.

Fig. 14 Fotomicrografias representativas de sec¢des, coradas em azul de
Stevenel e fucsina acida com ampliagédo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa,
tecido mineralizado) - superficie MS, representando periodos de 2 (a-c) e 4 (d-
f) semanas, respectivamente

Fig. 15 Fotomicrografias representativas de secdes, coradas em azul de
Stevenel e fucsina acida com ampliagédo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa,
tecido mineralizado) - superficie SBAS, representando periodos de 2 (a-c) e 4
(d-f) semanas, respectivamente

Fig. 16 Fotomicrografias representativas de secdes, coradas em azul de
Stevenel e fucsina acida com ampliagédo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa,
tecido mineralizado) - superficie LS, representando periodos de 2 (a-c) e 4 (d-

f) semanas, respectivamente
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Fig. 17 Fotomicrografias representativas de sec¢bes, coradas em azul de
Stevenel e fucsina acida com ampliagédo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa,
tecido mineralizado) - superficie LHS, representando periodos de 2 (a-c) e 4
(d-f) semanas, respectivamente

Fig. 18 Cortes Histologicos nao-descalcificados da regido cortical superior
(azul de Stevenel e fucsina acida, aumento de 200x). MS, SBAS, LS e LHS
nos periodos de 2 e 4 semanas, respectivamente

Fig. 19 Grafico representando a porcentagem meédia por grupo da extensao
linear entre osso mineralizado e implante (ELCOMI). Os dados representam
amostras individuais com a mediana e DP. Diferenca estatistica p < 0,05,
representado por *, ***** - Two-way ANOVA e teste de Tukey para
comparacgdes multiplas. *p=0,04, **p=0,0002, ***p<0,0001.

Fig. 20 Grafico representando a porcentagem média por grupo da area de
osso neoformado. Os dados representam amostras individuais com a mediana
e DP. Diferenca estatistica p < 0,05, representado por * - Two-way ANOVA e

teste de Tukey para comparagdes multiplas. *p=0,03.
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1 INTRODUGAO’

Quando se trata de reabilitagdo com implantes dentarios é importante garantir,
inicialmente, sua estabilidade no tecido 6sseo. A estabilidade do implante dentario
depende ndo s6 da técnica cirurgica empregada, mas também das caracteristicas
macroscopicas e microscopicas do implante. No inicio dos anos 80, quando
Branemark apresentou ao mundo o conceito de osseointegracéo [1], os implantes
utilizados eram de titanio liso e usinado, sem nenhuma modificacdo na superficie. Os
implantes de titanio possuem a vantagem de ser biocompativeis, apresentar
resisténcia a corrosdo e dureza adequada. Atualmente diversos estudos vém sendo
desenvolvidos a fim de melhorar a resposta bioldgica, acelerando o processo de
osseointegracao e permitindo um contato maior entre o tecido ésseo e a superficie do

implante.

Estes estudos e suas respectivas metodologias quase sempre estdo
relacionados a topografia de superficie [2—4], modificando fisicamente ou fisico-
quimicamente a superficie do implante, langcando mao de técnicas de subtragdo, como
a modificagdo por condicionamento acido, técnicas de adigcdo, como recobrimento
com hidroxiapatita (HA), e as técnicas mistas, que envolvem a técnica de subtracao

seguido da deposi¢cao de biomateriais [5—10].

Para que o processo de osseointegragao ocorra € necessario que o sangue se
espalhe pela superficie do implante instalado, atraindo proteinas para a superficie
[11]. Esse processo € garantido pela molhabilidade do implante, ou seja, a superficie
deve ser hidrofilica [12] para que o0 sangue se distribua com facilidade e
uniformemente para todo o implante. Quanto menor o angulo de contato das
superficies, melhor sera o grau de molhabilidade. As modificagdes na superficie, além
de proporcionar menor angulo de contato, devem ser osteocondutoras para facilitar a
atracdo e agregacdo celular sobre a rede de fibrina promovida pelo coagulo
sanguineo. Estudos prévios publicados utilizaram analise in vitro para avaliar a
resposta biologica frente as modificagdes de superficie e foi observado que o processo
de osteocondugdo favorece a agregacao de algumas proteinas [13—16], as quais

promoveram um aumento da migragdo e adesdo celular, além de favorecer a

Normalizado de acordo com o  peridgdico Clinical  Oral Investigations -
https://www.springer.com/journal/784/submission-quidelines
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proliferacdo e diferenciagao celular sobre a superficie do implante [11]. Além disso,
outros estudos prévios concluiram que a topografia dos implantes influenciou na
regulacédo da resposta inflamatdria e na atuagao dos osteoblastos in vitro, que pode
beneficiar os processos iniciais de reparo ésseo, reduzir a reabsor¢cdo e melhorar a
adesao dos tecidos [11, 16—18].

O tratamento de superficie mais utilizado € o condicionamento acido precedido
ou n&o por jateamento. A técnica € realizada com o emprego de diferentes solugdes,
entre elas acido cloridrico, sulfurico, nitrico e fluoridrico em concentracdes [3, 19] e
tempos de exposicéo variados, sendo sua féormula considerada como um segredo de
industria. Quando houver a associagdo prévia com o método de jateamento, este pode
ser realizado por oxido de titanio, oxido de aluminio, areia, fosfato de calcio entre
outros, fazendo com que haja rugosidade na superficie, permitindo estabilizacdo do
coagulo [20-22]. Entretanto, vem sendo estudados outros métodos de modificagdo de
superficie com resultados promissores, utilizando laser Itérbio (YAG Laser) [5, 6, 8, 9,
23-28]. A modificacado da superficie pelo laser Itérbio pode ou ndo estar associado a
deposicdo de biomateriais. Os primeiros relatos de deposi¢cdo de biomateriais em
superficies de implantes foram pelo método de dispersao por plasma spray de HA
[28]. No entanto, este método apresentava a desvantagem da possibilidade de
ocorréncia de trincas na interface mesmo apds o processo de reparo, devido ao
processo tardio de incorporacédo da HA pelo organismo, acarretando falha do implante
[29]. Assim, novos métodos de deposicédo foram desenvolvidos. Entre eles o método
biomimético que consiste na imers&o do substrato a ser recoberto em solugao sintética
denominada solugéo de fluido corpéreo (SFC ou SBF- Simulated Body Fluid), que
apresenta composigdo quimica e pH semelhantes ao plasma sanguineo e

temperatura similar a do corpo humano [30-34].

Deste modo, as modificagbes na superficie dos implantes possuem papel
fundamental na modulagdo do processo de reparo, acelerando as fases iniciais do
processo de osseointegracéo [10, 24, 35—-40]. Este fato proporcionou um avango da
implantodontia, promovendo um maior nivel de sucesso e seguranga com 0 uso de
implantes dentais, principalmente em condigdes desfavoraveis a osseointegragao,
como o0ssos de baixa qualidade [41] ou condigbes fisiologicas que acarretam
comprometimento do reparo ésseo [42—-45]. Neste sentido, as analises in vitro e in
vivo do comportamento bioldgico frente as modificagdes de superficie sdo de extrema
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relevancia para validagado das metodologias aplicadas em estudos de caracterizagao

topografica.



Proposicdo
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2 PROPOSIGAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento biolégico in vitro da
linhagem celular osteogénica murina (MC3T3-E1) e de células estromais derivadas
da medula éssea (ST2) mediante exposigao as superficies usinada (MS), modificada
por jateamento seguido de condicionamento acido, disponivel comercialmente
(SBAS), modificada por feixe de laser (LS) e modificada por feixe de laser com
recobrimento de HA pelo método biomimético sem tratamento térmico (LHS). Apds
estudo in vitro realizou-se o estudo in vivo para identificar em condigdes fisiologicas e
dentro da cronologia de reparagao periimplantar o comportamento biolégico do tecido
0sseo ao redor de implantes instalados em tibia de coelhos diante das 4 superficies

citadas acima.



Materiais e Meétodos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Superficies Analisadas

Foram utilizados neste estudo implantes de titanio comercialmente puro (Ti-cp),
grau IV com conexdo de hexagono externo, e dimensdes de 3.75x10mm (Titanium
Fix, AS Technology, Sdo José dos Campos, Sao Paulo, Brasil) com 4 tipos diferentes
de superficies. Foram manufarados também discos de Ti-cp, empregados no estudo
de caracterizagado topografica das superficies e estudo in vitro. As superficies
analisadas foram a usinada, a superficie modificada por jateamento seguido de
condicionamento acido disponivel comercialmente (Titanium Fix, AS Technology, Sao
José dos Campos, Sao Paulo, Brasil), e 2 superficies experimentais modificadas no
Grupo de Biomateriais do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista de
Araraquara — UNESP. As superficies analisadas foram:

(MS) — Superficie usinada;

(SBAS) - Superficie modificada por jateamento seguido de condicionamento acido
disponivel comercialmente (Titanium Fix, AS Technology, Sdo José dos Campos, Sao
Paulo, Brasil)

(LS) — Superficie modificada por feixe de laser;

(LHS) — Superficie modificada por feixe de laser seguido da deposi¢cao de HA método

biomimético sem tratamento térmico.

3.2 Preparacao das Superficies Experimentais

3.2.1 Superficie modificada por feixe de laser (LS)

Os implantes de Ti-cp com superficie usinada foram fixados em um torno
rotativo, sob o equipamento de laser Yb: 20W pulsado (Pulsed itérbio Fiber Laser,
Sistema OmniMark 20F, Ominitek Tecnologia Ltda, Sao Paulo, Brasil), com os
parametros de 140mJ nominal de alimentagao e frequéncia de pulso de 20 KHz. O
feixe de laser foi projetado sobre toda a superficie dos implantes em temperatura

ambiente, totalizando um periodo de 90min por amostra.



Pagina |39

3.2.2 Superficie modificada por feixe de laser seguido da deposicdo de HA pelo

método biomimético sem tratamento térmico (LHS)

Apos irradiagao da superficie por feixe de laser, as amostras foram imersas em
50 mL de solugdo de NaOH (5,0 Mol.L-") na estufa por um periodo de 24 horas a 60°C,
para a ativagao da superficie, formando uma camada de titanato de sédio. Apds a
imersao em solucdo alcalina, as amostras foram mantidas na estufa por 3 horas, para
secagem da superficie. Posteriormente, os implantes foram imersos em solugéo de
fluido corpéreo (SFC) modificada [46], que simula os fluidos corpéreos por apresentar
composi¢ao idnica e pH semelhantes aos do plasma sanguineo. Os implantes
permaneceram imersos nesta solugao por um periodo de 4 dias, em estufa a 37°C e
pH 7.25, para se obter um recobrimento composto por HA. A SFC foi trocada a cada
24 horas para que fosse mantida a quantidade de ions em solugéo.

3.3 Caracterizacao Topografica das Superficies

Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura acoplada ao Sistema de

Espectrometria de Energia Dispersiva de raios X — MEV-EDX

A topografia da superficie das amostras foi analisada por meio do microscopio
eletrdnico de varredura (MEV ZEISS, modelo EVO LS15, equipado com detector de
microanalise EDX da marca Oxford modelo Inca X-act, Alemanha), acoplado ao
sistema de espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDX), para andlise semi-
quantitativa da composicado quimica das superficies [5, 6, 8, 9].

3.4 Cultura de Células

A linhagem celular osteogénica murina MC3T3-E1 foi gentilmente cedida por
Oskar Hoffman (Departamento de Farmacologia e Toxicologia, Universidade de
Viena) e células estromais derivadas da medula éssea (ST2) foram isoladas da
medula 6ssea de camundongos (RIKEN Cell Bank, Tsukuba, Japao) [47]. As células
foram expandidas em meio de crescimento e semeadas a 5x10° células/cm? em
placas de 24 pogos e cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,;
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB;
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Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Alemanha), 1% de antibidticos (PS;
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37°C, 5% de CO:2 e 95% de umidade.

3.4.1 Coloracéo de faloidina

As células foram semeadas nos discos e incubadas por 72h. Apés a incubacgao,
as células foram fixadas com formaldeido 4% em PBS por 20min, permeabilizadas
com PBS contendo 0,1% TritonX-100 por 5min e entdo incubadas em faloidina
(Phalloidin CruzFluorTM conjugados, 1:1000 em DMSO e 1% BSA) por 90min a
temperatura ambiente no escuro. Finalmente, os discos foram lavados e montados
em laminas de vidro. As imagens foram capturadas em um microscopio fluorescente
(Echo Revolve MTEL2LL/A, 2019, San Diego, CA 92126 acoplado ao software Echo
system versao 13.4) [47, 48].

3.4.2 Viabilidade celular

As células foram incubadas nos discos em placas de 48 pogos (CytoOne,
Starlab International, Hamburgo, Alemanha). Apés 72h, uma concentragao final de 0,5
mg/mL de uma solugdo de brometo de MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio — (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi adicionado a cada poc¢o da
placa de microtitulacdo por 2h a 37°C. ApOs a remogao do meio, os cristais de
formazan foram solubilizados com dimetil sulféxido (DMSO). A avaliagdo da
densidade Optica foi realizada para 570 nm e expressa como porcentagem da
superficie do MS.

3.4.3 Analise gqRT-PCR e Imunoensaio

O RNA total foi isolado com o kit ExtractMe total RNA (Blirt S.A., Gdansk,
Polonia). Apdés a extragdo do RNA, para andlise quantitativa, foi utilizado o
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo scientific) para medir a concentragao de
RNA medida em ng/uL. A transcricao reversa (TR) foi realizada com o Kit LabQ
FirstStrand cDNA Synthesis (LabQ, Labconsulting, Viena, Austria). A reagdo em
cadeia da polimerase com transcrigdo reversa (RT-PCR) foi realizada (LabQ,



Pagina |41

Labconsulting, Viena, Austria) em um Sistema de Detecgéo de PCR em Tempo Real
CFX Connect™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). As sequéncias de primer
para IL6 sao gctaccaaactggatataatcagga (direto) e ccaggtagctatggtactccagaa
(reverso). Os niveis de mRNA foram calculados normalizando para os genes de
manuten¢cdo GAPDH (aactttggcattgtggaagg — direto; ggatgcagggatgatgttct-reverso)
usando o método AACt. O imunoensaio foi feito com o kit mouse IL6 Quantikine ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

3.4.4 Analise estatistica

Os experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes. Os graficos de pontos
mostram os dados de todos os experimentos independentes com mediana. A analise
estatistica foi baseada em One-way ANOVA com corregdo para comparagdes
multiplas. As analises foram realizadas usando Prism v9 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA). A significancia foi estabelecida em p < 0,05.

3.5 Estudo Experimental in Vivo de Implantes Instalados em Tibia de

Coelhos
3.5.1 Animais e Grupos Experimentais

Para a realizagao deste trabalho foram utilizados 20 (Vinte) coelhos machos,
adultos, variacdo Albinus, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, com aproximadamente 5 (cinco) meses de idade, peso em torno
de 3.1 a 4.3 Kg, mantidos em gaiolas unitarias, ambiente climatizado, alimentados
com ragao solida (Ragéo Procoelho, Primor) e agua ad libitum, durante todo o
experimento. Para determinacdo do poder da amostra foi considerado um nivel de
significancia de 5% (com desvio padrao de 2%), e com um poder de teste de 80%,
sendo definindo alpha como 0,05 e cinco coelhos por grupo foram necessarios para a
finalidade de comparar os diferentes grupos.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), e foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
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de Odontologia de Aragatuba — UNESP, protocolo n° 00554-2018. O projeto foi

delineado de acordo com as diretrizes da ARRIVE guidelines [49].
Os mesmos animais foram enquadrados em quatro grupos experimentais:

1- Grupo Usinado (MS) - Os animais tiveram implantes de 3,75mm de diametro e 10
mm de comprimento de superficie usinada (AS Technology, TitaniumFix, S&o Paulo,
Brasil) instalados aleatoriamente em osteotomia realizada na regido medial da face
lateral da tibia apos fresagem padronizada para implantodontia com 3,0 mm de

diametro e 10 de profundidade.

2- Grupo Jateamento e Condicionamento Acido (SBAS) - Os animais tiveram
implantes de 3,75mm de didametro e 10 mm de comprimento de superficie modificada
por jateamento seguido do condicionamento acido, superficie disponivel
comercialmente (AS Technology, TitaniumFix, S&o Paulo, Brasil) instalados
aleatoriamente em osteotomia realizada na regido medial da face lateral da tibia apos
fresagem padronizada para implantodontia com 3,0 mm de didmetro e 10 de
profundidade.

3- Grupo laser (LS) - Os animais tiveram implantes de 3,75mm de didametro e 10 mm
de comprimento de superficie modificada por laser instalados aleatoriamente em
osteotomia realizada na regido medial da face lateral da tibia apds fresagem
padronizada para implantodontia com 3,0 mm de diametro e 10 de profundidade.

4- Grupo laser recoberto por HA método biomimético sem tratamento térmico (LHS) -
Os animais tiveram implantes de 3,75mm de didmetro e 10 mm de comprimento de
superficie modificada por laser com HA pelo método biomimético sem tratamento
térmico instalados aleatoriamente em osteotomia realizada na regido medial da face
lateral da tibia apds fresagem padronizada para implantodontia com 3,0 mm de
diametro e 10 de profundidade.

Os animais foram enquadrados em 2 periodos de avaliagcdo: 2 e 4 semanas,
compondo 10 animais por periodo, e 5 implantes de cada superficie em cada periodo

que foram usados nas analises microtomografica e histométrica.
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3.5.2. Procedimento Cirurgico

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados na sala cirurgica do
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP. Os procedimentos
cirargicos foram realizados conforme descrito em trabalhos prévios publicados [5-9,
40].

3.5.3 Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum oito horas antes do procedimento
cirargico. Para todos os procedimentos cirurgicos foi realizada anestesia geral por
infiltragdo intramuscular de 50mg/kg de cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge,
Saude Animal LTDA, Campinas, S&o Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina
(Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil LTDA — Osasco, Sao Paulo, Brasil), além da
complementagédo anestésica na regido a ser operada com a infiltragao de 0.3 ml/Kg
Cloridrato de mepivacaina (Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franca).

3.5.4 Acesso Cirurgico

A regido anterior das tibias direita e esquerda foram tricotomizadas e
posteriormente foi realizada a antissepsia pré-operatoria com Polivinil Pirrolidona lodo
degermante (PVP-I 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto),
associado ao PVPI topico. O acesso cirurgico foi realizado por meio de uma inciséo
dermo-periosteal empregando-se uma lamina de bisturi n°.15 (Feather, Feather
Safety , Japan) montada em cabo de bisturi n°.3 (Hu-Friedy, German) na margem
anterior da tibia, iniciada a um centimetro abaixo da articulacdo tibio-femural, medindo
aproximadamente 6 (seis) centimetros de comprimento (Anexo B1a). Apds incisao, o
retalho foi deslocado, com consequente exposicdo proximal da face lateral da tibia,
local de eleigéo para a osteotomia (Anexo B1b).
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3.5.5 Osteotomia

Apoés a exposicao medial da face lateral da tibia realizou-se osteotomia de
3,0mm de diametro e 10mm de comprimento em regido distal do ligamento tibio-
femural. O preparo do leito receptor do implante iniciou-se com a broca em forma de
langa, para romper a cortical 6ssea (Anexo B1c). Em seguida foram utilizadas as
fresas de 2.0mm, piloto de 2,0/3,0mm e fresa de 3.0mm (AS Techonology, Titaniumfix,
Sao Paulo, Brasil), montadas em contra angulo redutor 20:1 (Kavo do Brasil, Joinvile,
Brasil), acoplado em motor elétrico (Kavo do Brasil, Joinvile, Brasil), a uma velocidade
de 1600 rpm, sob irrigagéo constante de solugéao fisiologica a 0.9% (Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil).

3.5.6 Instalagdo dos Implantes

Os implantes foram instalados por meio de chave motor de torque interno para
conexao de hexagono externo (AS Techonology, Titaniumfix, Sdo Paulo, Brasil) que
foi encaixada no médulo de rebordo do implante, montada em contra angulo redutor
20:1 acoplado ao motor elétrico numa velocidade de 18 rpm, e sob irrigagdo constante
de solugéo fisioldgica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Foi instalado um
implante de cada superficie em cada tibia de animal (Anexo B1d,e,f,g). O implante foi
inserido até que o modulo de rebordo assentou na camada cortical externa da regiao
distal da face lateral da tibia. Apds instalacdo do implante foi colocado o parafuso de

cobertura para protegédo do moédulo de rebordo (Anexo B1h).

3.5.7 Sutura

O tecido mole foi reposicionado e suturado por planos. A sutura muscular foi
realizada com fio absorvivel de Poligalactina 910 (Vicryl 5.0, Ethicon, Jhonson, Sao
José dos Campos, Brasil). No plano cutaneo a sutura foi realizada com fio de nylon
5.0 (Ethicon, Jhonson, Sao José dos Campos, Brasil). Apos a sutura, realizou-se
novamente realizada a antissepsia da area com Polivinil Pirrolidona lodo Tépico (PVP-

| 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto) (Anexo B1i).
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3.5.8 Prescricdo Pos-Operatoria

No pos-cirurgico foi administrado via oral diluido em agua 3mg/kg de
Cetoprofeno (Cetoprofeno, Sanofi, Sdo Paulo, Brasil) associado a 5mg/kg de
Cloridrato de Tramadol (Cronidor, Agener Unidao Quimica, Sao Paulo, Brasil) durante
3 (trés) dias. Foi administrado também por via intramuscular 10 mg/kg de
Enrofloxacina (Enrofloxacino, Venco, Londrina, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de
Doxiciclina (Doxiciclina, Venco - Londrina, Brasil ) durante 7 (sete) dias.

3.5.9 Aplicagéo dos fluorocromos

Nesta metodologia de cortes calcificados foram empregados apenas os 10
animais do periodo de 4 semanas, uma vez que nos animais pertentes ao periodo de
eutanasia de 2 semanas nao houve tempo habil para a aplicagdo dos fluorocromos
empregados neste trabalho. A aplicagdo dos fluorocromos foi de acordo com a
metodologia empregada em estudos prévios publicados [50-52]. Para analise de
epifluorescéncia, no periodo de 15 dias apds a instalacdo dos implantes foi
administrado pela via intramuscular 20 mg/kg de calceina. Passados mais 25 dias da
instalacao dos implantes, foi administrado 30 mg/kg de vermelho de alizarina para

cada animal.

3.5.10 Eutanasia e Coleta do Material

Nos periodos de 2 e 4 semanas o0s animais agrupados em numero de 10 por
periodo, 5 por grupo experimental foram mantidos em jejum por oito horas antes do
procedimento de eutanasia. Para tal foi realizada sedagao por infiltragao intramuscular
de 50mg/kg de cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge, Saude Animal LTDA,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratério Calier do Brasil LTDA — Osasco, Sao Paulo, Brasil), além da
complementagédo por anestesia local nas tibias, com a infiltragédo de 0.3 ml/Kg de
Cloridrato de Mepivacaina (Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franga). Os animais foram submetidos a eutanasia por meio de perfuséo no ventriculo
esquerdo de solugao salina fisioldgica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10
(dez) minutos, seguido da perfusdo de paraformaldeido 4% por 40 (quarenta) minutos



Pagina |46

por meio de bomba perfusora peristaltica (Masterflex® Ls, Cole — Parmer Instrument
Company). Apos eutanasia, as tibias direita e esquerda foram removidas, o tecido
mole excedente eliminado, e a pos-fixacdo foi realizada em solugdo de
paraformaldeido 4% a 4°C, durante um periodo de 6 horas. Os implantes foram
avaliados pela analise microtomografica, e, em seguida, foram levados a inclusdo em
resina Technovit, para processamento dos cortes calcificados através de microtomo
especifico (Exakt).

3.6 Forma de Analise dos Resultados
3.6.1 Analise Microtomografica (Micro-Ct)

Apos a eutanasia dos animais, as tibias direita e esquerda, foram fixadas em
solugao de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-
Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 24 horas, seguidos de banho em agua
corrente por 24 horas. Apos a fixagao, as pecas foram armazenadas em alcool 70%,
para a realizagdo da analise microtomografica. A analise microtomografica foi
realizada de acordo com metodologia descrita por trabalho prévio publicado [53]. Por
meio do microtomoégrafo Skyscan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) as pegas foram escaneadas utilizando cortes de 6um de espessura (90Kv e
111uA) com filtro de Al. 0,5mm + Cu 0,038 e passo de rotagédo de 0.5mm, tamanho
do pixel de 2016x1344 ym e com tempo de aquisicdo meédio de 2h e 50min. 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 1.6.10.2), com smoothing de 1, correcdo dos anéis de artefato de 20,
corregao de Beam Hardening de 0% e a faixa de conversao de imagem podera variar
de 0,0 — 0,14. No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.5.2 64-bit), as imagens
foram reconstruidas para serem observadas em trés planos (transversal, longitudinal
e sagital). Em seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan,
2012 BrukerMicroCT Versao 1.15.4.0) foi avaliado e mensurado [46] a porcentagem
do volume 6sseo (BV/TV), espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th), separagéo e
namero de trabéculas (Tb.Sp e Tb.N), valor da porosidade total (Po.tot) e

reconstrucao em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Versao 2.7).
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3.6.2 Preparagdo do material para analise de microscopia confocal a laser e

histométrica

Apoés analise microtomografica as tibias direita e esquerda, contendo os
implantes localizados mais distais a articulagdo tibio-femural foram novamente
colocadas em formalina neutra tamponada a 10% por um periodo de 72h. Em seguida
foi realizada a desidratagdo dessas pecas em concentragdes crescentes de alcoois
(etanol 60-100%) e posteriormente, infiltragdo em resina fotopolimerizavel (Technovit
7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co., Wehrheim, Alemanha). Os blocos contendo
implante e tecido Osseo peri-implantar foram cortados em um ponto central,
empregando-se um microtomo com sistema de corte e desgaste (Exakt
Apparatebeau, Hamburgo, Alemanha). As laminas obtidas apresentaram espessura
de aproximadamente 50 pym.

3.6.3 Microscopia confocal a laser

Nas laminas obtidas das tibias dos 10 animais pertencentes ao periodo de
eutanasia de 4 semanas em todos os quatro grupos experimentais foram capturados
pelo microscopio a laser confocal Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha), utilizando uma objetiva de 10X (original aumentar 100) na
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia, Araraquara.
Foram obtidas assim, imagens dos fluorocromos calceina e vermelho de alizarina
separadamente (osso velho/osso novo) e por fim, estas imagens foram reconstruidas,
fornecendo a sobreposi¢cao dos fluorocromos utilizados para avaliagdo do turnover
0sseo pela taxa de aposi¢do mineral (MAR).

As imagens foram transportadas para o programa computacional analisador de
imagens Image J (Software de Processamento e Analise de Imagem, Ontario, ON,
Canada). Através da ferramenta “free hands”, a area de precipitagao dos fluorocromos
(calceinal/alizarina) foi mensurada. Na analise da aposigdo 6ssea mineral, a partir da
ferramenta straight foram tragadas 5 medidas estendendo-se da margem externa da
calceina em diregdo a margem externa da alizarina, sendo o valor obtido, dividido por
10, que representa o intervalo de dias entre as inje¢des dos dois fluorocromos
analisados [54].
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3.6.4 Analise Histométrica

Todas as laminas contendo os implantes em tecido calcificado dos quatro
grupos experimentais nos periodos de 2 e 4 semanas foram coradas pelo azul de
Estevenel e fucsina acida. As imagens foram analisadas em microscopio Optico
(Diastar, Leica Reichert & Jung products, Alemanha) e capturadas por meio de uma
camera fotografica digital (Leica Microsystems DFC-300-FX, Alemanha), com

resolucao de 1.3 megapixels, acoplada ao microscopio de luz.

As analises histométricas foram realizadas por meio do software de analise de
imagens ImagedJ. Foram calculadas, em porcentagem, a extensao linear de contato
entre o tecido dsseo mineralizado e a superficie do implante (ELCOMI) e a area de
tecido 6sseo presente (AON) entre as 3 espiras mais coronarias, localizadas em 0sso

cortical em cada lado do implante [7-9].

3.6.5 Analise Estatistica

Os valores obtidos nas analises microtomografica, microscopia confocal a laser
(MAR) e histométrica (ELCOMI e AON) foram tabulados e levados ao teste de
Shapiro-Wilk. A analise estatistica foi baseada em One-way ANOVA para MAR e Two-
way ANOVA para as analises microtomografica e histométrica (ELCOMI e AON), com
corregao para comparacdes multiplas. As analises foram realizadas usando Prism v9
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A significancia foi estabelecida em p < 0,05.



‘Resultados



Pagina |50

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao Topografica das Superficies

Anélise por Microscopia Eletrbnica de Varredura acoplada ao Sistema de
Espectrometria de Energia Dispersiva de raios X — MEV-EDX

MS apresentou topografia de superficie lisa, contaminadas com restos de
usinagem (Figura 1a,b,c), enquanto SBAS apresentou uma superficie com crateras,
caracteristico do processo de subtragédo (Figura 2a,b,c). LS (Figura 3a,b,c), e LHS
(Figura 4a,b,c) produziram superficies rugosas com padrao morfolégico mais regular
e homogéneo, semelhantes a favo de mel. A analise por EDX nao revelou qualquer
contaminagao das superficies analisadas, e mostrou picos de Ti para a MS (Figura
1d) e Ti e O para SBAS (Figura 2d). Para a LS, observaram-se picos de Ti e altos
picos de O (Figura 3d). Entretanto a LHS revelou a presenga de picos de Ti, O, Ca e
Na (Figura 4d).

ull Scale 1785 cts Cursor: 0.000

Fig. 1 a, b, ¢, d, e - MEV: MS (250X, 500X, 1000X, 2500X e 5000X). f - EDX MS
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FEIS-UNESP.

500X

EAT=2000k  SgwA=SEN FES- UNESP EHT=2000  SgnalA= SE1 FEs- UNESP
WD=135mm  ProtoNo.= 789 Mag= 500KX WO=135mm  photoo =798 Mag= 1000KX ull Scale 1785 cts Cursor: 0.000 keV]

RF Ul Scale 34739 cts Cursor: -0.405 (0 cts)

Fig. 3 a, b, ¢, d, e — MEV: LS (100X, 500X, 1000X, 5000X e 10000X). f — EDX LS
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SLRRF il Scale 78163 cts Cursor: -0.405 (0 cts)

Fig. 4 a, b, ¢, d, e — MEV: LHS (100X, 500X,1000X, 5000X e 10000X). f - EDX LHS

4.2 Cultura de Células

4.2.1 Coloragéo de faloidina

Para a avaliagdo da morfologia celular através dos filamentos de actina nas células
fixadas nas superficies dos discos, foi realizada a coloracao de faloidina. Em
superficies mais lisas, como MS e SBAS (Fig. 5a,b), observou-se maior numero de
células, mantendo sua morfologia original com longos filamentos de actina. Em
relagdo a LS e LHS (Fig. 5¢,d), ha uma redugéo significativa no numero de células, o
que pode estar relacionado a rugosidade da superficie, uma vez que o padrao de
rugosidade de ambas as superficies experimentais € homogéneo e regular, com
presenca de vales mais profundos, as células podem estar presentes em diferentes
camadas das superficies. No entanto, no LHS ha uma diferenga morfoldgica nas

células, o que sugere que a HA pode ter um certo grau de toxicidade em MC3T3-E1.
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Fig. 5 Faloidina com fluorescéncia foi utilizada para a coloragéo de F-actina. As células foram
observadas por microscopio confocal de varredura a laser. Barra de escala = 200um. (A)
superficie usinada - MS, (B) jateamento seguido de ataque acido - SBAS, (C) superficie a
laser - LS e (D) laser seguido de revestimento de HA - LHS

Em seguida, confirmou-se os efeitos do HA wusando células ST2.
Consistentemente, em superficies mais lisas como MS e SBAS, observou-se maior
numero de células, mantendo sua morfologia original, com longos filamentos de
actina, assim como LS (Fig. 6a,b,c). Em relagdo ao LHS, foram observados os
mesmos resultados presentes em MC3T3-E1, com redugdo do numero de células e
alteragcao da morfologia (Fig. 6d). Esses resultados fornecem fortes evidéncias de que

a HA pode ter um certo grau de toxicidade nas células ST2.
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Fig. 6 Faloidina com fluorescéncia foi utilizada para a coloragéo de F-actina. As células foram
observadas por microscopio confocal de varredura a laser. Barra de escala = 200um. (A)
superficie usinada - MS, (B) jateamento seguido de ataque acido - SBAS, (C) superficie a
laser - LS e (D) laser seguido de revestimento de HA - LHS

4.2.2 Viabilidade celular

Para expandir a avaliagdo do impacto da viabilidade celular HA foi
realizado um ensaio MTT. Os dados obtidos foram inseridos na Tabela 1, na qual
se observa a reducido da viabilidade celular nas superficies LS e LHS, mais

precisamente em LHS.

Tabela 1 Viabilidade celular de células MC3T3-E1 e ST2.

Tipo celular /superficies MC3T3-E1 ST2

SBAS 176.8 90.2 140.8 103.5
LS 109.3 81.1 78.5 144.1
LHS 83.0 56.4 61.0 46.1

Tabela 1. A viabilidade celular é representada pela produgdo de formazan indicada em

percentagem de MS como controle.
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4.2.3 Analise gRT-PCR e Imunoensaio

Para determinar a resposta inflamatéria de MC3T3-E1 a diferentes superficies,
as células foram incubadas sobre os discos por 48h. O aumento da expressao de IL6
foi observado quando as células MC3T3-E1 foram expostas a HA presente na
superficie LHS (Fig. 7a,b). Resultados consistentes foram observados no nivel de
proteina, onde HA aumentou a expresséao de IL6 em células MC3T3-E1 (Fig. 7c). Os

dados do nanodrop estao presentes no Anexo B2.
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Fig. 7 Efeito mediado por HA na secregao de IL6 em MC3T3-E1. (A) valores de GAPDH e (B)
expressao de IL6. A analise por RT-PCR foi realizada conforme descrito em materiais e
métodos e os dados representam a expresséo de IL6 usando MS como controle. (C)
Imunoensaio mostrou que HA aumentou a expressdo de IL6 em MC3T3-E1. Os dados
representam os niveis de IL6 de experimentos individuais com a mediana. A analise estatistica
foi baseada em One-way ANOVA e os valores de p corrigidos foram indicados.

Em seguida, confirmou-se a resposta inflamatoria das células ST2 a diferentes
superficies. O mesmo protocolo foi realizado em células ST2 e foi observado o
aumento da expresséao de IL6 quando as células ST2 foram expostas ao HA presente
na superficie do LHS (Fig. 8a,b). Resultados consistentes foram observados no nivel
de proteina, onde HA aumentou a expressédo de IL6 em células ST2 (Fig. 8c). Os
dados do nanodrop estao presentes no Anexo B2. Esses resultados fornecem fortes

evidéncias da atividade pré-inflamatéria da HA em LHS.
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Fig. 8 Efeito mediado por HA na secregéo de IL6 em células ST2. (A) valores de GAPDH e
(B) expresséao de IL6. A analise por RT-PCR foi realizada conforme descrito em materiais e
métodos e os dados representam a expressado de IL6 usando MS como controle. (C) O
imunoensaio mostrou que HA aumentou a expressado de IL6 em células ST2. Os dados
representam os niveis de IL6 de experimentos individuais com a mediana. A analise estatistica
foi baseada em One-way ANOVA e os valores de p corrigidos foram indicados.

4.3 Estudo Experimental in Vivo de Implantes Instalados em Tibia de

Coelhos

4.3.1 Anélise Microtomografica (Micro-CT)

numero,

Foram avaliados 5 parametros: porcentagem de volume 6sseo (BV/TV),

separacdo e espessura de

trabéculas

(Tb.N, Tb.Sp e Tb.Th,

respectivamente) e valor da porosidade total (Po.Tot). Os dados das médias e desvios

padrao dos 5 parametros foram apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS * desvio padrao (DP).

Grupos

MS 2
SBAS 2
LS 2
LHS 2
MS 4
SBAS 4
LS 4
LHS 4

BVITV
Media DP
88,7 2,53
90,2 0,61
93,0 0,55
955 3,14
95,0 0,73
936 2,87
93,1 1,53
943 1,36

Th. N
Media
4,7
5,3
4,8
4,8
6,1
4,9
4,6
5,1

DP
0,55
0,18
0,11
0,17
1,67
0,11
0,05
0,29

Tb. Th
Media DP
0,17 0,028
0,16 0,004
0,19 0,005
0,19 0,013
0,16 0,043
0,19 0,010
0,19 0,009
0,18 0,007

Th. Sp
Média DP
0,066 0,027
0,083 0,012
0,068 0,007
0,058 0,012
0,061 0,019
0,054 0,003
0,064 0,001
0,084 0,030

Po. Tot
Média DP

6,8 2,53
9,7 0,61
6,9 0,55
44 3,14
49 0,73
51 1,43
6,8 1,53
56 1,36

Tabela 2. Média dos valores dos parametros obtidos na Micro-CT: BV/TV, Tb. N, Tb.Th, Tb.Sp € Po.Tot.

Nivel de significancia (p<0,05) - Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas.

Os valores obtidos na porcentagem de volume 6sseo mostraram-se mais
heterogéneos, obtendo-se diferenga estatisticamente significante entre a superficie



Pagina |57

MS (88,7 + 2,53) e as superficies LS (93,0 + 0,55) e, e entre a LHS (95,5 + 3,14) e a
superficie SBAS (90,2 + 0,61), no periodo de 2 semanas (Figura 9). Ndo houve
diferencga estatistica significante entre as superficies no periodo de 4 semanas.

%k %k %k

105- T
100-
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Fig. 9 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS parametro BV/TV. Os dados representam
amostras individuais com a mediana e DP. Diferenga significante™ "~ (p<0,05) — Two-way
ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. *p=0,02, ** p=0,0002, *** p=0,003.

No parametro Tb. N, houve diferenga estatistica apenas entre a superficie MS
(6,1 £1,67) e a superficie LS (4,6 £ 0,05) no periodo de 4 semanas (Figura 10a). Em
relagao aos parametros Tb.Sp (Figura 10b) e Tb.Th (Figura 10c) ndo houve diferenga

estatistica entre as superficies.
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Fig. 10 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS - parametros Tb. N, Tb. Sp e Tb.Th. Os
dados representam amostras individuais com a mediana e DP. Diferenca significante” (p<0,05)
— Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. * p=0,01.
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Em relagcdo a porosidade total (Po.Tot), houve diferenga estatistica apenas
entre as superficies SBAS (9,7 £ 0,61) e LHS (4,4 + 3,14), no periodo de 2 semanas
(Figura 11).
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Fig. 11 Resultados Micro-CT- MS, SBAS, LS e LHS - parametro Po.Tot. Os dados
representam amostras individuais com a mediana e DP. Diferenga significante (p<0,05) —
Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagdes multiplas. **p=0,001.

4.3.2 Microscopia confocal a laser

As imagens obtidas por microscopia confocal a laser estdo representadas na
figura 12, onde estao representadas as superficies nas colunas e as marcagdes dos
fluorocromos nas linhas, sendo Alizarina, Calceina e sobreposicdo de ambos os

fluorocromos, respectivamente.

Observou-se que houve uma maior marcagao da alizarina na superficie LHS,
mostrando que houve uma dinamica maior de tecido neoformado entre as espiras do

implante, quando comparado as outras superficies.

Nas imagens com a sobreposi¢cao dos fluorocromos, observou-se que as linhas
de margem entre a alizarina e calceina encontram-se mais definidas, espessas e
regulares e concentradas entre as duas primeiras roscas do implante nas superficies
experimentais LS e LHS quando comparadas ao padrao obtido em MS e SBAS, onde

as linhas de margem encontram-se mais distribuidas entre as 3 primeiras roscas, e
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mais longe uma das outras.

Fig. 12 Imagens que representam a dinamica da aposi¢do mineral no tecido observada em
microscopio confocal a laser (10 x) com fluorocromo de calceina (corado em verde) e
fluorocromo de alizarina (corado em vermelho).

Os dados obtidos na analise da taxa de mineralizacdo 6ssea (MAR) foram
anotados, tabulados e submetidos a analise estatistica. As médias e desvio padréo
estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3 Médias da taxa de mineralizagao 6ssea (MAR).

Grupo Média DP
MS 1,092 0,301
SBAS 1,225 0,152
LS 1,546 0,172
LHS 1,685 0,205

Tabela 3. Nivel de significancia (p<0,05) - One-way ANOVA e teste de Tukey para comparagbes

multiplas.

Houve diferenga estatisticamente significante entre as superficies MS e as
superficies LS e LHS (Figura 13), mostrando que houve uma maior quantidade de

tecido 6sseo neoformado nas superficies tratadas.
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Fig. 13 Grafico reQrQ§entando as medias diarias do grupo de mineralizagado 6ssea p <0,05,
representado por * - One-way ANOVA e teste de Tukey para comparagbes multiplas.
*p=0,01, **p=0,001. Os dados representam amostras individuais com a mediana e DP.

4.3.3 Analise Histologica e Histométrica

No periodo de 2 semanas, observa- se um padrdo semelhante entre as
superficies MS (Figura 14a,b,c ) e SBAS (Figura 15a,b,c), nas quais o tecido ésseo
encontra-se bem distribuido entre as 3 primeiras roscas do implante, porém, com
baixo contato osso/implante. No periodo de 4 semanas, tanto em MS (Figura 14d,e,f)
quanto em SBAS (Figura 15d,e,f), observa-se uma migragéo do tecido ésseo, o qual
encontra-se mais compacto e maduro, concentrado nas duas primeiras roscas do
implante, com a presenga de algumas areas de tecido conjuntivo imaturo entre as

trabéculas 6sseas.
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Fig. 14 Fotomicrografias representativas de se¢des, coradas em azul de Estevenel e fucsina
acida com ampliagéo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa, tecido mineralizado) - superficie
MS, representando periodos de 2 (a-c) e 4 (d-f) semanas, respectivamente
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Fig. 15 Fotomicrografias representativas de se¢des, coradas em azul de Estevenel e fucsina
acida com ampliagéo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa, tecido mineralizado) - superficie
SBAS, representando periodos de 2 (a-c) e 4 (d-f) semanas, respectivamente

No periodo de 2 semanas, as superficies LS (Figura 16a,b,c) e LHS (Figura
17a,b,c), apresentaram um padrao diferente de MS e SBAS, sendo a formagéao de
tecido 6sseo de dentro para fora, no qual o sangue fica retido entre as rugosidades de
superficie e favorece o processo de reparo. Observa-se também que o tecido ésseo
se encontra concentrado nas duas primeiras roscas, além de ter maior maturagao
tecidual e alto grau de contato osso/implante. No periodo de 4 semanas (Figuras
16d,e,f, e 17d,e,f), observa-se que houve uma manuteng¢ao do contato entre o osso e
a superficie do implante bem como a manutengdo do volume &sseo maduro,

concentrado nas duas primeiras roscas do implante.
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Fig. 16 Fotomicrografias representativas de se¢des, coradas em azul de Estevenel e fucsina
acida com ampliagéo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa, tecido mineralizado) - superficie
LS, representando periodos de 2 (a-c) e 4 (d-f) semanas, respectivamente
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Fig. 17 Fotomicrografias representativas de se¢des, coradas em azul de Estevenel e fucsina
acida com ampliagéo de 1,6 x (azul, tecido conjuntivo; rosa, tecido mineralizado) - superficie
LHS, representando periodos de 2 (a-c) e 4 (d-f) semanas, respectivamente

Em aumento de 200x (Figura 18), podemos observar em todas as superficies,
tanto em 2 quanto em 4 semanas, a presencga de tecido ésseo neoformado, com
lacunas preenchidas por osteoblastos (setas vermelhas) e algumas lacunas vazias
indicando osso em processo de remodelagao (setas azuis). Em MS e SBAS, observa-
se maior presenga de tecido conjuntivo imaturo (corado pelo azul de Estevenel)
interposto entre o0 0sso e o implante e entre as trabéculas 6sseas (setas amarelas),
quando comparadas as superficies LS e LHS, onde observa-se presenga de tecido
0sseo entre as rugosidades das superficies (setas verdes), o que garante maior

estabilidade ao implante.
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Fig. 18 Cortes Histologicos ndo-descalcificados da regido cortical superior (azul de Stevenel
e fucsina acida, aumento de 200x). MS, SBAS, LS e LHS nos periodos de 2 e 4 semanas,
respectivamente
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4.3.4 Analise estatistica

A ELCOMI dos implantes LS e LHS foi estatisticamente superior (p<0,05) a MS
e SBAS no periodo de 2 semanas. No periodo de 4 semanas, houve diferenca
estatistica entre as superficies tratadas (LS e LHS) e a superficie usinada (MS). Os
valores da média e desvio padrdo em porcentagem da ELCOMI de todas as
superficies e periodos estao na tabela 4 e representados na figura 19.

Tabela 4 Média e desvio padrao da extensao linear entre osso mineralizado e implante
(ELCOMI).

PERIODO GRUPOS
(SEMANAS)
MS SBAS LS LHS
2w 32672 346+9,9 57,9+ 10,0 62,5+ 3,3
4w 38,6 +9,2 51,2+4,7 60,5 + 62,4 +
7,6 7,5

Tabela 4. Nivel de significancia (p<0,05) - Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagbes
multiplas.
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Fig. 19 Grafico representando a porcentagem média por grupo da extenséo linear entre osso
mineralizado e implante (ELCOMI). Os dados representam amostras individuais com a
mediana e DP. Diferenca estatistica p <0,05, representado por "~ - Two-way ANOVA e
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teste de Tukey para comparagdes multiplas. *p=0,04, **p=0,0002, ***p<0,0001.

A AON dos implantes LHS foi estatisticamente superior (p<0,05) apenas a MS
no periodo de 2 semanas. O padrao de area 6ssea neoformada foi semelhante entre
as outras superficies analisadas em ambos os periodos. Os valores da média e desvio
padrao em porcentagem da AON de todas as superficies em ambos os periodos estao
na tabela 5, e representados na figura 20.

Tabela 5 Média e desvio padrao da area 6ssea neoformada (AON).

PERIODO GRUPOS
(SEMANAS)
MS SBAS LS LHS
2w 64,5+ 12,1 66,2 + 13,5 76,8 +5,8 80,8 + 6,3
4w 69,2 + 76,6 + 76,3+7.4 76,9 +
8,4 9,7 5,9

Tabela 5. Nivel de significancia (p<0,05) - Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagbes
multiplas.
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Fig. 20 Grafico representando a porcentagem média por grupo da area de osso neoformado.
Os dados representam amostras individuais com a mediana e DP. Diferenca estatistica
p < 0,05, representado por - Two-way ANOVA e teste de Tukey para comparagdes muiltiplas.
*p=0,03.
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5 DISCUSSAO

Os trabalhos iniciais de osseointegracdo desenvolvidos por Branemark et al.
[55] foram realizados usando titanio comercialmente puro (Ti-cp) com superficie
usinada. Estes implantes eram instalados em regiao de osso de boa qualidade com o
aguardo do periodo de cicatrizagao de 3 a 4 meses para mandibula, e de 4 a 6 meses
para maxila [56]. No entanto, estudo clinico prévio publicado [57] evidenciou um indice
de sucesso de 81% em implantes instalados em maxila, que causou preocupagao aos
pesquisadores. Este fato estimulou novas medidas para aumentar o nivel de sucesso
e seguranga na osseointegracgao, principalmente em condi¢gdes desfavoraveis, como
em situacdes de osso de baixa qualidade e ou comprometido. Entre estas medidas

destacou-se a modificagao da superficie do implante.

As modificacbes de superficie de implantes de titanio promovem importantes
alteracdes de superficies que favorecem a deposicéo de tecido 6sseo [4-10, 27, 40,
58]. Uma superficie quando modificada, apresenta diferentes padrdes de rugosidade
que permitem a neoformacéo de tecido 6sseo em contato direto com a superficie,
mesmo em periodos iniciais, como 2 semanas, aumentando a estabilidade do
implante. Varias metodologias foram desenvolvidas para a modificagao da superficie
entre elas plasma spray de titanio [59], condicionamento acido [22], jateamento e
associacdes [60], oxidacao anddica [61] e modificacdo por feixe de laser [25].
Destaca-se a metodologia de ablagéo por laser por ser um método limpo, reproduzivel
e que promove a modificagao fisico-quimica da superficie [39]. Estudos mostraram
que a ablagao por laser na superficie possibilita a formagdo de uma camada rica em
oxigénio e a incorporagao de nitrogénio durante a rapida fus&o e solidificagédo do titanio
[6]. Além do mais, o padrdo de rugosidade homogéneo e regular favorece a
osseointegragdo, aumentando a area de contato osso/implante e aumentando os

valores de torque de remocéo [5-10, 40].

Estudos prévios avaliaram o padrdao morfolégico das superficies tratadas e
mostraram que a porcentagem de area 6ssea mineralizada formada sobre a superficie
do implante esta relacionada a topografia de superficie [6, 46, 62, 63]. Quando se
relaciona os achados na literatura com os resultados obtidos no presente estudo
observa-se que de fato as superficies modificadas topograficamente apresentam um
padrao rugoso homogéneo e bem definido tendem a mostrar resultados mais
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favoraveis quando comparadas as superficies nao-tratadas. Na analise por MEV/EDX
observa-se que as superficies LS e LHS apresentaram superficies rugosas,
homogéneas, semelhantes a favos de mel e, consequentemente, maior area de

contato osso/implante em andlise quantitativa (ELCOMI).

A topografia da superficie e a rugosidade dos implantes dentarios podem ter
um impacto significativo no comportamento das células osteogénicas in vitro [64] e
entender as caracteristicas ideais da superficie para promover a fixagcéo, proliferagao
e diferenciacao celular é importante para melhorar o sucesso dos tratamentos com
implantes dentarios. Por conta disso, considerou-se relevante avaliar a resposta
inflamatdria de células expostas a superficies tratadas com deposicdo de HA. Para
tanto, utilizou-se a linhagem de células osteogénicas murinas MC3T3-E1 que tem sido
frequentemente utilizada para elucidar as respostas de células 6sseas a biomateriais
[65] e células estromais derivadas da medula dssea (ST2), devido a sua capacidade
proliferativa e capacidade para se diferenciar em multiplos tipos de células [46].
Estudos publicados anteriormente usaram células MC3T3-E1 cultivadas em placas de
titdnio nano-HA e observaram que o HA aumentava a expressdo de genes
osteogénicos, como o fator de transcrigdo 2 relacionado ao runt (RUNX2),
osteocalcina (OCN) e osteopontina (OPN) [66] e a atividade da fosfatase alcalina
(ALP) [67]. No entanto, estudos tém demonstrado que as particulas de materiais
utilizados como substitutos 6sseos, como o HA, podem induzir a liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios como fator de necrose tumoral-alfa (TNFa),
interleucinas (IL) IL1a, IL1B, IL6, IL8 e prostaglandina E2 (PGEZ2) in vitro em células

humanas [68].

No presente estudo, foram apresentadas evidéncias convincentes de que o HA
foi capaz de alterar a morfologia celular das células MC3T3-E1 e ST2, conforme
mostrado nas Figuras 5 e 6, em que foi possivel observar nas superficies MS e SBAS
uma maior confluéncia de células, quando comparadas as superficies LS e LHS. Este
fato por si s6 pode ser perfeitamente justificado pela presenga de rugosidade com
padrao homogéneo e regular nestas superficies, permitindo que as células penetrem
mais profundamente, dificultando parcialmente a visibilidade da confluéncia celular.
Destaca-se que em estudos prévios publicados [5, 9] as superficies LS e LHS
apresentaram maiores valores de rugosidade média e em secgéo transversal, quando

comparados a superficie usinada e por duplo ataque acido.
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Quando comparado a morfologia das células presentes em cada superficie,
pode-se observar que em LHS a forma das células esta levemente alterada, com baixa
nitidez e fluorescéncia dos filamentos de actina. Um estudo anterior avaliou
superficies revestidas com cHA em comparacao com poliestireno de cultura de tecidos
(TCPS) em MC3T3-E1 para desenvolver técnicas para obter uma superficie
uniformemente lisa que permaneceria aderida durante a cultura celular com
revestimentos de cHA [69]. Os resultados obtidos mostraram que no TCPS as células
estavam bem espalhadas, atingiram a confluéncia em 48h, com morfologia
paralelepipédica tipica de osteoblastos, semelhante aos resultados obtidos nas
superficies MS e SBAS do presente estudo (Figuras 5a,b e 6a,b), enquanto no cHA,
as células foram menos espalhadas e alongadas, mantendo a morfologia mesmo no
periodo de 48h, semelhante aos resultados obtidos na superficie LHS do presente
estudo (Figuras 5d e 6d).

De acordo com nossos achados, a HA também foi capaz de reduzir a
viabilidade celular em ambas as linhagens celulares utilizadas neste estudo. Na tabela
1, pode ser observado claramente que nas superficies SBAS e LS a viabilidade celular
média foi superior a 95% para células MC3T3-E1 e 110% para células ST2, e em LHS
a viabilidade celular média ndo atingiu 70% em nenhum dos dois tipos celulares,
mostrando que o HA é potencialmente toxico para as células MC3T3-E1 e ST2 em um
periodo de incubacdo de 72h. Resultados semelhantes foram apresentados
anteriormente [69], onde foi observado que a taxa de fixagao de células MC3T3-E1 foi
menor no cHA (49 £ 3%) do que no TCPS (83 £ 8%), sem afetar a proliferagao celular,
uma vez que o numero de células aumentaram no periodo de 48h quando comparado
a 4h de incubagao. Outros estudos que compararam discos tratados apenas com HAp
e com compositos HAp/fosfato de calcio soluvel (HAp/SCaP) e observaram que a
aderéncia e proliferagdo de MC3T3-E1 foi maior na combinagdo HAp/SCaP [65]. Em
contraste, estudos mostraram a biocompatibilidade da nano HAp e uma maior
proliferacdo de MSCs em comparagao com a superficie somente de Ti ou superficie
de revestimento de HA [70].

Para confirmar a possivel agcado pro-inflamatoria do HA presente na superficie
do LHS, foram realizados qRT-PCR e imunoensaio para IL6. Os resultados s&o
apresentados nas Figuras 7 e 8, que representam os valores de GAPDH, utilizado

como gene de referéncia devido a sua estabilidade, expressao génica de IL6 e nivel
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de proteina, respectivamente. Os valores de GAPDH representados nas Figuras 7a e
8a indicam o numero de ciclos necessarios para a identificacdo das moléculas de
cDNA. Estudos demonstraram que o valor de Cq (ciclo de quantificagao) varia entre
17 e 37 ciclos [71], o que significa que quanto mais ciclos forem necessarios, menos
moléculas de cDNA estardo presentes na amostra. Os valores de GAPDH para LHS
foram estatisticamente maiores em ambas as linhagens celulares, comprovando que
a quantidade de RNA extraido na superficie de LHS e, consequentemente cDNA, foi
estatisticamente menor do que nas demais superficies. No presente estudo, optou-se
pelo uso de IL6 devido aos seus efeitos sobre as células da linhagem hematopoiética
e células da linhagem mesenquimal [72]. A expressao do gene IL6 obtida em gRT-
PCR de células MC3T3-E1 e ST2 é apresentada nas Figuras 7b e 8b,
respectivamente. Observa-se que houve diferenga significativa na superficie do LHS
quando comparado ao SBAS e LS em ambos os tipos celulares. Resultados
consistentes foram observados no nivel de proteina, onde a expressao de IL6 na
superficie LHS foi estatisticamente superior a outras superficies em ambos os tipos
de células (Figuras 7c e 8c).

No presente estudo as analises realizadas in vivo objetivaram avaliar os
periodos precoces (2 e 4 semanas) do reparo 6sseo periimplantar, no intuito de
complementar resultados obtidos em estudos prévios, que avaliaram o reparo
periimplantar nos periodos de 4, 8 e 12 semanas [5, 6, 8, 9]. Assim, os resultados
encontrados nesta pesquisa mostraram que as modificagdes fisico-quimicas ocorridas
em LS e LHS foram importantes, favoraveis e benéficas, permitindo maiores valores
de taxa de aposicao 6ssea e de contato 6ésseo periimplantar. No entanto, destaca-se
que estes valores descritos acima encontrados no periodo de 2 semanas, talvez nao
sejam definitivamente suficientes para permitir um carregamento oclusal muito
precoce. Pode-se inferir que o processo de reparo Osseo periimplantar € tempo
dependente, embora algumas superficies apresentem maior tempo dependéncia,
como é o caso de MS e SBAS.

Parametros microtomograficos foram avaliados no presente estudo e foi
observado no periodo de 2 semanas que a superficie LHS apresentou porcentagem
de volume 6sseo (BV/TV) estatisticamente superior a MS e SBAS e a superficie LS
superior a MS. Estes achados corroboram com os achados obtidos nas analises
ELCOMI e MAR em que as superficies LS e LHS aceleraram as fases iniciais do
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processo de reparo 6sseo periimplantar. Quando avaliado a porosidade total (Po.tot),
a superficie SBAS mostrou a formacdo de um osso mais poroso, apresentando
diferenga estatistica com a superficie LHS. Nos demais parametros (numero,
separagao e espessura de trabéculas) ndo foram encontrados diferengas entre as
superficies analisadas.

A ELCOMI em tecidos mineralizados tem sido uma metodologia “padrao ouro”
para avaliagao da formacado ossea periimplantar [60, 73]. No presente estudo foi
possivel observar que a ELCOMI em porcentagem de LS (57,94 + 10,04 e 60,50 +
7,64 em 2 e 4 semanas respectivamente) e LHS (62,56 + 3,31 € 62,40+ 7,58 em 2 e
4 semanas respectivamente) foram estatisticamente superiores a MS (32,68 + 7,22) e
SBAS (34,69 + 9,93) no periodo de 2 semanas e a MS (38,67 + 9,24) no periodo de 4
semanas. Estes achados corroboram com os resultados encontrados na microscopia
confocal a laser que avalia entre outras analises a taxa de aposigao 6ssea (MAR). A
MAR é obtida através de mensuragdes realizadas em imagens com sobreposi¢céo de
fluorocromos calceina e alizarina. [46] Neste sentido, a MAR de LHS foi
estatisticamente superior a MS e SBAS, bem como LS estatisticamente superior a MS
no periodo de 4 semanas. Nao foi possivel aplicar esta metodologia no periodo de 2
semanas, por nao haver tempo habil para aplicacdo dos 2 marcadores
epifluorescentes, por se tratar de um periodo muito precoce de avaliagao.

Nossos achados tém implicagbes clinicas relevantes. A utilizagcdo de
biomateriais no revestimento de implantes dentarios visa facilitar e acelerar o processo
de reparagao 0ssea, favorecendo assim o processo de osseointegracdo. Respostas
favoraveis foram observadas em estudos in vitro, onde o HA presente nas superficies
dos discos de titanio favoreceu a diferenciacdo celular em osteoblastos, além de
aumentar a expressao de ALP [67, 74, 75], OCN e OPN [66]. No entanto, quando
mudamos a abordagem para avaliar os efeitos inflamatorios, como nos resultados
obtidos no presente estudo, observamos que o HA presente nessas superficies pode
aumentar significativamente a expressao de IL6, mostrando uma possivel toxicidade

nos periodos iniciais.

Estudos in vivo também mostraram que implantes tratados com laser seguido
de deposicdo de HA obtiveram resultados promissores, com maiores valores de
torque reverso e maior quantidade de osso neoformado nos periodos iniciais, quando

comparados a implantes usinados e implantes tratados com jateamento seguido de
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acido duplo ataque [17]. Bem como este estudo, o qual mostrou que a modificacédo da
superficie do implante por laser com ou sem recobrimento de HA sem tratamento
térmico proporcionou importantes modificagdes fisico-quimicas, permitindo uma
modelagem anabdlica mais rapida e com melhores niveis de contato osso/implante.
Logo, pode-se inferir que com o uso destas superficies torna-se viavel o carregamento
precoce dos implantes ou uso de implantes com estas superficies em situagdes
desfavoraveis, como tecido 6sseo de baixa densidade e em situagcbes de 0sso

comprometido.

As limitacbes deste estudo devem ser destacadas. Considerando que
experimentos in vitro foram realizados, padrdes simulados foram criados para
mimetizar organismos complexos, mas eles ndo representam a situagdo clinica.
Existem varias técnicas de deposicédo, com diferentes derivados de fosfato tricalcico e
no presente estudo, apenas o revestimento HA sem tratamento térmico e laser foi
testado, uma vez que estudos prévios publicados mostraram que a LHS foi a
superficie que apresentou maiores valores de torque de remocéao [5] e contato ésseo
periimplantar [9]. No entanto, novos estudos podem ser necessarios no intuito de
avaliar diferentes tamanhos e formas de particulas de HA, bem como métodos de
deposigao, ligas de titanio e avaliagdes de periodos iniciais e tardios, para entender
em quais condi¢des, especificamente, o HA é benéfico para as células e quais
métodos devem ser evitados. Podemos destacar também o comportamento das
superficies experimentais LS e LHS mediante tempo de bancada, uma vez que o
tempo de bancada de MS e SBAS ja esta bem documentado pela literatura [76].
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6 CONCLUSAO

Deste modo, conclui-se que, por mais que a adi¢ao de HA na superficie LHS
tenha provocado um aumento na expressao de IL6, as modificagdes experimentais
em LS e LHS foram importantes, favoraveis e benéficas, permitindo maiores valores
de taxa de aposicao 6ssea e de contato ésseo periimplantar in vivo.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica na Experimentagdo Animal

(CEUA)

uuwnumz ESTADUAL PAULISTA /SN
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CAMPUS ARACATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo do processo de
reparo ao redor de implantes com superficies modificada por laser com e sem
recobrimento de hidroxiapatita. Estudo biomecdnico, por MEV e
imunohistoquimica em coelhos”, Processo FOA n° 00554-2018, sob
responsabilidade de Francisley Avila Souza apresenta um protocolo experimental de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal e sua execugao foi
aprovada pela CEUA em 20 de Julho de 2018,

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 10 de Janeiro de 2020.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 10 de Fevereiro de 2020.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Evaluation of the repair process around
implantes with laser modified surfaces with and without deposition of HA.
Biomechanical, MEV and immunohistochemistry study in rabbits”, Protocol
FOA n° 00554-2018, under the supervision of Francisley A\_rila Souza presents an
experimental protocol in accordance with the: Ethical Principles of Animal
Experimentation and its implementation was apptzc'»'ved by CEUA on July 20, 2018.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: Januafy 10,,2020."
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT Febmartw 2020.

CEUA- Comlssdio de Etica no Uso doAnImalt
idade de O "daA,‘v‘
Fuuldm de Medicina Veterindria de Aragatuba
Rua José Bonifdcio, 1193 - Vila Mendonga - CEP: 16015-050 - ARACATUBA SP
Fone (18) 3636.3234 Email CEUA: couaffoa.unesp br
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ANEXO B - llustragdoes das fases cirurgica e/ou laboratorial da
metodologia experimental ou algo equivalente. Outras ilustragoes,
tais como: graficos, tabelas com os dados dos trabalhos e outras

informagdes que nao fazem parte do artigo a ser enviado para

publicacao

Figura complementar 1. a- incisdo na face lateral da tibia; b- descolamento
dermoperiosteal; c- fresagem escalonada para preparo do alvéolo cirurgico; d-
instalagdo de implante MS; e- instalacdo de implante SBAS; f- instalacdo de
implante LS; g- instalagdo de implante LHS; h-instalagcdo do parafuso de

cobertura e posicionamento dos implantes; i- sutura por planos.
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Figura complementar 2. Quantificagédo de microvolume NanoDrop de RNA em

ng/ul. (a) linhagem celular osteogénica murina MC3T3-E1 e (b) células estromais

derivadas da medula 6ssea ST2. Os dados representam a qualidade medida por

A260 de experimentos individuais com a mediana. A analise estatistica foi

baseada em One-way ANOVA e os valores de p corrigidos foram indicados.



