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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO DA MODIFICACAO DE SUPERFICIES DE TITANIO
NA OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES DENTARIOS EM TiBIA DE
COELHOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos fisico-quimicos, biomecanicos e
bioldgicos da osseointegracdo de implantes com superficies de jateamento seguida do
ataque 4cido disponivel comercialmente (SLA), superficies modificadas por
recobrimento com hidroxiapatita isolada (HA), com hidroxiapatita com adi¢cdo de
magnésio (MG) e com hidroxiapatita e adicdo de zinco (ZN) nos periodos de 2 ¢ 4
semanas. Na andlise in vitro, houve diferenga na caracteristica topografica de todos os
grupos experimentais. No grupo SLA, foi possivel observar um maior dngulo de contato
quando comparado as outras superficies. As superficies experimentais mostraram-se
viaveis para o crescimento de células osteoblaticas. Para andlise in vivo, 24 coelhos
receberam 96 implantes cone morse de 3,5x10mm na por¢ao medial das tibias direita e
esquerda, sendo dois implantes de cada superficie em cada tibia. Nos periodos de 2 e 4
semanas os animais foram anestesiados e medidos o coeficiente de estabilidade e torque
remo¢dao no implante localizado mais proximal a articulagdo tibio-femural. Em 4
semanas, os valores de ISQ do grupo ZN (81 + 2,45) foram estatisticamente superiores
em relacdo ao grupo controle SLA (68,33 £ 10,69). No periodo de 2 semanas, os valores
médios de torque de remocao dos grupos HA (50 £ 4,62) e ZN (53 = 5,97) foram
superiores ao grupo controle SLA (33 + 6,53). No periodo de 4 semanas, os valores de
torque do grupo ZN (58,5 £ 12,22) foram superiores a SLA (34 + 7,82). A porcentagem
do volume 6sseo dos grupos MG (24,6 + 3,82) foi superior aos grupos SLA (41,89 +
0,29) e HA (39,76 £+ 1,32), no periodo de 2 semanas, e ZN (16,76 £ 0) foi maior que
SLA. A superficie 6ssea foi estatisticamente superior nos grupos MG (427,5+ 48,35) e
ZN (404,01 £ 67,89) em relagdo ao grupo HA (674,52 £ 18,80). O numero de trabéculas
do grupo SLA (5,34 £ 0,08) foi maior em comparagdo ao grupo ZN (3,69 + 0,69) em 2
semanas, no mesmo periodo grupo HA (6,79 £ 0,27) também foi inferior em relacdo aos
grupos MG (4,02 £ 0,33) e ZN. As superficies modificadas com recobrimento de
hidroxiapatita isolada, e sua associacdo com ions de Mg2+ e Zn2+ se mostraram

favoraveis para a osseointegragao.

Palavras-chave: Implantes dentérios; Propriedades de superficie; Osseointegracao



ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY OF TITANIUM SURFACES MODIFICATION IN
OSSEOINTEGRATION OF DENTAL IMPLANTS IN RABBITS TIBIA

The aim of this study was to evaluate physicochemical, biomechanical and biological
aspects of the osseointegration of implants with blast surfaces followed by
commercially available acid etching (SLA), surfaces modified by coating with isolated
hydroxyapatite (HA), coating with hydroxyapatite with addition of magnesium (MQG)
and covered with hydroxyapatite and addition of zinc (ZN) in periods of 2 and 4 weeks.
In in vitro analysis, there was a difference in the topographic characteristics of all
experimental groups. In the SLA group, it was possible to observe a greater contact
angle when compared to other surfaces, indicating lower wettability. The experimental
surfaces proved to be viable for the growth of osteoblastic cells. For in vivo analysis, 24
rabbits received 96 3.5x10mm morse taper implants in the medial portion of the right
and left tibias, with two implants on each surface in each tibia. In periods of 2 and 4
weeks, the animals were anesthetized and the removal torque and stability coefficient on
the proximal implant to the tibiofemoral joint were measured. Microtomographic
analysis was performed on implants located distal to the tibiofemoral joint. At 4 weeks,
the ISQ values of the ZN group (81 £ 2.45) were statistically higher compared to the
SLA control group (68.33 + 10.69). Over the 2-week period, the mean removal torque
values of the HA (50 £ 4.62) and ZN (53 = 5.97) groups were higher than the SLA
control group (33 + 6.53). In the 4-week period, the torque values of the ZN (58.5 +
12.22) group were higher than SLA (34 £+ 7.82). The percentage of bone volume in the
MG group (24.6 £ 3.82) was higher than the SLA (41.89 £ 0.29) and HA (39,76 £ 1,32)
groups, in the 2-week period, and ZN (16.76 £ 0) was higher than SLA. The bone
surface was statistically higher in the MG (427.5+ 48.35) and ZN (404.01 £+ 67.89)
groups compared to the HA group (674.52 + 18.80). The number of trabeculae in the
SLA group (5.34 £ 0.08) was higher compared to the ZN (3.69 + 0.69) group in 2
weeks, in the same period the HA group (6.79 £ 0.27) was also lower in relation to the
MG (4.02 £ 0.33) and ZN groups. Surfaces modified with isolated hydroxyapatite
coating, and their association with Mg2+ and Zn2+ ions, proved to be favorable for

osseointegration.

Key words: Dental implants; Surface properties; Osseointegration
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1- INTRODUCAO!

As reabilitacdes orais através de implantes dentarios sdo bem estabelecidas e
apresentam alta taxa de sucesso clinico quando bem indicadas'. Para isso, desde o
advento da osseointegracdo, inumeras pesquisas possibilitaram alteragdes macro e
microestruturais nos implantes a fim de otimizar este processo permitindo uma maior
previsibilidade nestes tratamentos®?>.

A interagdo das células frente a superficie do implante tem papel fundamental
para a sua integragdo ao tecido 6sseo*. Diante disso, diferentes tipos de modifica¢do de
superficies tém sido propostos para melhorar as propriedades fisico-quimicas
superficiais e induzir respostas bioldgicas no tecido 6sseo receptor, através da alteracdo
da topografia, molhabilidade e energia superficial’. O aumento da rugosidade
superficial, leva ao aumento da 4area de contato, maiores interagdes celulares, e
consequentemente melhor estabilidade do implante e menor tempo de osseointegragao®.

As modificac¢des superficiais dos implantes podem ser realizadas por técnicas
subtrativas, aditivas ou associacdo de ambas. No mercado atual, dentro das técnicas
subtrativas, o jateamento seguido do ataque com substancias dcidas ¢ o mais comum por
se tratar de uma técnica que traz um alto nivel de previsibilidade para o tratamento’®.
Estudos mostram que a altera¢do promovida por este método promove um aumento da
adesio e proliferagio celular, e consequentemente maior neoformagdo dssea’.

A adicdo de biominerais sobre superficies dos implantes de titdnio como método
de adicdo ¢ amplamente estudada, no intuito de, através das propriedades desses
minerais, criar uma superficie ativa que promova interagdes favoraveis com o tecido
6sseo. Diferentes métodos podem ser utilizados para o recobrimento de superficies
metalicas. A técnica de spray de plasma ¢ uma das mais empregadas e que gerou
grandes expectativas para a formacdo de filmes finos de hidroxiapatita, entretanto foi
observado que apresenta algumas desvantagens, como a necessidade do uso de altas
temperaturas que podem alterar as propriedades fisicas dos materiais, equipamentos
caros, dificuldades na reprodutibilidade, dificuldade de adesdo do filme e
homogeneidade do recobrimento, podendo levar o insucesso dos implantes na
osseointegra¢do!®, Outro método utilizado é o crescimento de hidroxiapatita sobre
metais por meio da exposi¢ao a solu¢do SBF (Simulated Body Fluid), que simula o ph e

a composicao idnica do fluido corpéreo. Este € um método biomimético, baseado no

! Normalizado de acordo com a revista Clinical Implant Dentistry and Related Research (Anexo B).
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processo natural de biomineralizagdo, possibilitando a precipitacdo de cristais de
hidroxiapatita semelhantes ao processo in vivo'l»12,

Os fosfatos de calcio sdo os principais biomateriais para reposi¢do e regeneracao
do tecido dsseo devido a sua biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade,
baixa biodegradabilidade, apresentam boas propriedades osteocondutoras, e semelhanga
com a fase mineral do tecido 0sseo!®. Dentre eles, a hidroxiapatita ¢ o biomineral mais
utilizado como substituto 6sseo ou para o revestimento de superficie de implantes,
devido ao seu composto inorganico principal que é encontrado em vérios tecidos
mineralizados e caracteristicas fisicas e quimicas favoraveis para osseointegragio’.
Estudo prévio mostrou resultados superiores de contato osso-implante e area de tecido
6sseo para implantes com recobrimento com hidroxiapatita comparados a superficies
usinada e com ataque acido'4.

Para que a neoformagdo e mineralizagdo Ossea ocorram, a fosfatase alcalina ¢
fundamental, sendo uma enzima expressa em altos niveis por osteoblastos, responsavel
pela hidrolise de ATP e geragdo de fosfato, precursor da hidroxiapatita in vivo'>. Esta
enzima ¢ dependente da presencga dos ions divalentes magnésio (Mg2+) e zinco (Zn2+)
para a sua expressdo e ativagdo, sendo observada uma maior proliferacdo e

16.17 & maior atividade da fosfatase alcalina em

diferenciagdo de células indiferenciadas
sua presenga'®. Seguindo este raciocinio, tem-se a hipotese de que liberagdo local destes
ions presentes na superficie de implantes deve estimular enzimas osteogénicas
especificas, promovendo um potencial osteoindutor nesta superficie através da
diferenciagdo celular.

O magnésio ¢ um composto inorganico essencial para o tecido 6sseo, atuando
diretamente no seu crescimento e formagdo de trabéculas'®. Dentre suas propriedades
destacam-se sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecanicas
similares ao tecido 0sseo®’. Sua liberagdo pode auxiliar nas propriedades
osteoimunomodulatorias, produzindo ambiente anti-inflamatoério e auxiliando na
osteoindugdo pela sinalizagdo de BMP-22!. Além disso 0 Mg2+ induz a produgdo de
6xido nitrico pelas células endoteliais, fator principal utilizado para a inducdo da
angiogénese?’. Estes fatores levantam a hipOtese de que a presenca do magnésio pode
promover a aceleracdo dos eventos da osseointegragao.

O zinco ¢ um metal que apresenta importante papel nutricional por ter efeitos em
fungdes fisiologicas especificas no crescimento, gravidez, lactagdo e fungdo cerebral?.

Dentre elas, esta substancia pode apresentar atividades essenciais no tecido 6sseo como
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a acdo na diferenciagdo celular em osteoblastos; sintese de osteocalcina; e interagdo com
outros hormonios relacionados ao crescimento Osseo?. Estudo mostra que o
recobrimento de implantes dentarios pode promover atividade antimicrobiana, o que
poderia prevenir a infec¢do e consequente perda desses implantes®. Outro estudo
concluiu que a modificagdo do recobrimento silicato de célcio com o zinco exibiu
melhora do processo de osseointegragdo em coelhas osteopordticas e promoveu
aumento na proliferagdo e diferenciagdo osteoblastica, bem como na deposicdo de
matriz mineralizada in vitro®S.

Sendo assim, sabendo das boas propriedades que a Hidroxiapatita, Magnésio e o
Zinco podem oferecer localmente no tecido dsseo, avaliar o processo de osseointegragao
de implantes de titanio de superficie tratada com o recobrimento por HA, Mg2+ e Zn2+
faz-se relevante. Pensando nas vantagens que estes tratamentos de superficie de
implante poderiam oferecer clinicamente, a aceleragdo e melhora do processo de
osseointegragdo permitiriam o recebimento de cargas sobre o implante mais

precocemente.

2- OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectos fisico-quimicos, biomecanicos e
biologicos da osseointegra¢do de implantes com superficies modificadas por jateamento
seguido do ataque 4cido disponivel comercialmente (SLA), superficies modificadas por
jateamento e ataque acido disponivel associadas ao recobrimento com hidroxiapatita
isolada (HA), recobrimento com hidroxiapatita com adicdo de magnésio (MG) e
recobrimento com hidroxiapatita e adicdo de zinco (ZN) nos periodos de

osseointegragdo de 2 e 4 semanas em tibias de coelhos.

3- MATERIAIS E METODO

Preparacdo dos Discos e Implantes com Superficies Modificadas

A modificagdo de superficie das amostras de HA, Mg2+, Zn2+ foi realizada por
técnica previamente utilizada no Laboratério de Fisico-Quimica de Superficies e
Coloides (DQ/FFCLRP-USP), sob supervisio da Profa. Ana Paula Ramos. A
metodologia esta descrita em trabalhos recentes do grupo!>?7.
Para a modificagdo das superficies foram utilizados 24 discos de Ti de 8mm de

didmetro x 1,5mm de altura, com o tratamento de superficie de jateamento seguido de
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ataque acido para andlise in vitro, bem como, 96 implantes com plataforma tipo Cone

Morse de 3,5 mm de didmetro por 10mm de comprimento (DSP Biomedical, Campo

Largo, Parana, Brasil), com o mesmo tratamento de superficie, sendo estes divididos em

4 grupos, recebendo o seguinte delineamento experimental (tabela 1):

Tabela 1. Delineamento experimental. Distribuicdo dos grupos experimentais quanto ao

numero de animais, nimero de implantes e discos em cada periodo de avaliagao.

Grupo

Numero de
animais por
periodo

Numero de
implantes por
periodo

Periodos de
avaliacao
in vivo

Discos
para
analise in
vitro

SLA - Jateamento
seguido do ataque
acido

6

12 (2 por tibia)

2 e 4 semanas

6

HA - Jateamento
seguido do ataque
acido +
recobrimento com
hidroxiapatita
1solada

12 (2 por tibia)

2 e 4 semanas

MG - Jateamento
seguido do ataque
acido +
recobrimento com
hidroxiapatita
modificada com
magnésio

12 (2 por tibia)

2 e 4 semanas

ZN - Jateamento
seguido do ataque
acido +
recobrimento com
hidroxiapatita
modificada com
Zinco

12 (2 por tibia)

2 e 4 semanas

TOTAL

24 animais

96 implantes

2 e 4 semanas

24 discos

Limpeza das superficies

Os implantes e discos inicialmente foram submetidos a uma limpeza de plasma

de baixa pressdo com nitrogénio (Plasma Cleaner PDC — 32G, Harrick Plasma, Ithaca,

Nova York, EUA) durante 3 minutos, com o objetivo de limpeza e ativagcdo da

superficie, tornando-a mais hidrofilica.
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Monocamadas de Langmuir e Filmes de Langmuir-Blodgett (LB)

Na cuba de Langmuir (Insight-Brasil, 216 cm?) a deposicdo de filmes de
Langmuir-Blodgett (LB) sobre as superficies foram obtidas por isotermas 7 - A (pressao
de superficie/area de superficie) em 25°C +0,5°C. Foi distribuido 1.0 mmol L' de
lipidio dihexadecil fosfato (DHP) dissolvido em cloroféormio: metanol (3:1, v/v), sobre
subfases contendo solugdo de 1.0 mmol L' de CaCl, (Grupo HA), de CaMg (grupo
MG), de CaZn; (grupo ZN). Os ions foram incluidos na solu¢do da subfase para
promover a adesdo entre as camadas fosfolipidicas de DHP nos filmes de LB e para
servir como fonte primaria de ions de calcio para o crescimento mineral!327,

As monocamadas foram transferidas para a superficie dos implantes e discos por
meio da imersdo e emersdo da monocamada de DHP. Foram realizados 2 ciclos de
descida das amostras, as quais iniciaram e encerraram os ciclos mergulhadas dentro da
monocamada. A pressio de deposi¢do (pressdo superficial) foi de 30mN/m!. A
Velocidade da barreira foi de 0,42mm/s, e a velocidade de deposicdo (taxa de
imersao/retirada) 0,038mm/s. Assim, sobre a superficie dos implantes foram formados
os filmes hidrofilicos com 4 camadas lipidicas, ou seja, 2 bicamadas lipidicas,
terminando com o grupo hidrofilico, isto ¢, com o grupo fosfato do DHP (fosfolipidio)

exposto na camada superior.

Revestimento mineral e caracterizacdo dos filmes

Para o revestimento das superficies com os biominerais, apos a incorporagdo dos
filmes LB, as amostras foram submersas em solu¢do de CaCl,, MgCl; ou ZnCl, por 12
horas, e depois em solu¢ao tampao KH>PO4/NaOH (pH 7,5) por mais 12 horas, e esse
ciclo foi repetido 3 vezes consecutivas, com o objetivo de garantir a ligagdo de ions
calcio, magnésio e zinco as cargas negativas do fosfolipideo nos filmes LB e aumentar a
saturagdo local na interface.

Para o crescimento biomimético de hidroxiapatita isolada e modificada por Zn2+
ou Mg2+, as amostras com as superficies modificadas com filmes LB foram
mergulhadas em solugdo SBF (Simulated Body Fluid) a 37°C por 24 horas'""!2, esse
procedimento confere a bioatividade da superficie, mimetizando a formacao da camada
da apatita em superficies de materiais apds a implantacdo in vivo. Ao final, as amostras

foram submersas em agua milli Q®, e secas com ar de nitrogénio.
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Armazenamento e esterilizacdo

Todos os implantes foram armazenados nos recipientes originais € 0s grupos
foram identificados genericamente como G1, G2, G3 e G4 para haver o cegamento dos
avaliadores e reduzir o risco de viés, apenas um autor (F.R.V.) teve o conhecimento da
identificacdo das amostras. As amostras foram enviadas diretamente para a empresa
comercial envolvida no estudo, a semelhanca da preparagcdo de esterilizacdo comercial
convencional.
ANALISE LABORATORIAL E IN VITRO DAS SUPERFICIES
EXPERIMENTAIS

Andlise da morfologia das superficies modificadas

A morfologia das superficies foi avaliada pela microscopia eletronica de
varredura (MEV) (SuperScan SS-550, Shimadzu Corporation, Japan) (FFCLRP-USP).
As amostras foram previamente recobertas com um filme fino de ouro por pulverizacdo

catddica pelo equipamento Bal-Tec, SCD-050 Sputter Coater (FFCLRP).

Molhabilidade e Energia Livre de Superficie

Medidas de angulo de contato (0) para as superficies foram obtidas com o
equipamento DataPhysics Contact Angle System OCA 20 (DQ/FFCLRP). Este
equipamento possui uma camera CCD que coleta imagens da gota depositada sobre a
superficie de interesse. As imagens obtidas foram tratadas por um software que
automaticamente extrai a tangente e o angulo formado entre a gota e a superficie, em
intervalos de tempo pré-determinados. A energia livre de superficie foi calculada a
partir dos valores de 0 entre liquidos de diferentes polaridades e a superficie solida,
utilizando a equagdo de Owens-Wendt- Kaeble?® que divide a energia superficial total
em suas componentes dispersivas e polares.

Medidas de 0 foram obtidas para os liquidos: 4gua deionizada, diiodometano

(Sigma-Aldrich, PA) e formamida (J. T. Baker, PA).

Cultura de osteoblastos in vitro

Este procedimento, tal como os demais envolvendo mineralizagdo de células
osteoblasticas foram desenvolvidos em colaboracdo com o Laboratéorio de
Nanobiotecnologia Aplicada: Sistemas miméticos de biomembranas sob supervisdo

Prof. Tit. Pietro Ciancaglini (DQ- FFCLRP/USP).
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Foram utilizadas células pré-osteoblasticas eternizadas de linhagem murina
MC3T3-E1 (American Type Culture Collection-ATCC™) que foram inicialmente
cultivadas em meio essencial minimo (a-MEM, Gibco) suplementadas com 10% de
soro fetal bovino e 1% (v/v) de penicilina e estreptomicina. Apds a confluéncia as
células foram tripsinizadas, ressuspensas em a-MEM e pipetadas em placas de 24 pogos
contendo os discos de Ti com os recobrimentos, em uma densidade de 2x10*
célula/poco, e posteriormente encubadas em 37°C, 5% de pressdo CO2 e 95% de ar
atmosférico. O meio osteogénico foi produzido por acido ascoérbico e B-glicerofosfato,
que sdo responsaveis pela diferenciagdo celular. O meio foi trocado de 2-3vezes por
semana. As células foram mantidas por 24 horas aderindo a superficie da placa.

A metodologia para os testes de viabilidade celular foi determinada pelo método
do MTT (3[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-brometo difenil tetrazolium) nos periodos de 7 e
14 dias. Este ensaio ¢ apropriado para se determinar espectrofotometricamente o
namero total de células, como fun¢do da atividade mitocondrial intacta, ou seja, células
vivas.

O método do MTT ¢ simples e confiavel e produz resultados reprodutiveis. A
componente chave ¢é o corante (3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-brometo  difenil
tetrazolium) ou MTT. Solugdes de MTT dissolvidas em meio ou em solugdes salinas,
balanceadas na auséncia de indicador vermelho de fenol, sio de cor amarelada. A
dehidrogenase mitocondrial das células viaveis atua sobre o anel tetrazolium,
produzindo cristais de formazam de cor purpura, os quais sdo insoliveis em solug¢do
aquosa. Os cristais sdo entdo dissolvidos em isopropanol acidificado. O produto obtido
¢ monitorado espectrofotometricamente em 560 e 690 nm através de um sistema Elisa
de andlise de multiplaca (Freshney, 2016). Um aumento ou diminui¢do no numero de
células resulta em uma mudanca concomitante na quantidade do formazan formado,
indicando assim o grau de citotoxicidade. Cada teste deve incluir um branco, contendo
meio completo sem células.

Inicialmente, as células foram lavadas com tampao Hank’s e adicionados 80 puL
da solugdo de MTT (5 mg/ml em Hank’s) em 420 pL de meio de cultura sem soro fetal
bovino. As células foram incubadas por 4h, entdo retirou-se a solucdo de MTT e
adicionou-se 500 uL de isopropanol acidificado (HCI 0,004 mol.L-1) para completa

solubilizagdo do formazan formado. A viabilidade celular foi expressa como a
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porcentagem da média em triplicata em compara¢do com o controle (pogo limpo) em

cada dia de cultura (100%).

ESTUDO IN VIVO DA OSSEOINTEGRACAO DAS SUPERFICIES
EXPERIMENTAIS
Delineamento Experimental

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), ¢ submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP, recendo o parecer de aprovado. O projeto foi delineado de
acordo com as diretrizes da ARRIVE guidelines 2.0%.

O célculo amostral foi realizado através do programa SigmaPlot 12.0, sendo
considerado o contato osso-implante (BIC) como desfecho primario de estudo
publicado por Queiroz et al. 20174, considerando um nivel de significincia de 5%, €
com um poder de teste de 80%, sendo definido alpha como 0,05, sendo necessarios 6
animais por grupo. Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 24 coelhos adultos,
machos, varia¢do albinus, com aproximadamente 5 (cinco) meses de idade, peso em
torno de 3 a 4 Kg, mantidos em gaiolas unitdrias, ambiente climatizado, alimentados
com ragdo solida (Racdo Procoelho, Primor) e agua ad libitum, durante todo o
experimento.

Apos a randomizagao no site Research Randomizer
(https://www.randomizer.org/), os animais receberam randomicamente 96 implantes
sendo 2 implantes do mesmo grupo por tibia, podendo um mesmo animal receber
implantes de diferentes grupos entre as tibias (24 implantes por grupo) de plataforma
cone morse de 3,5mm de didmetro e 10 mm de comprimento (DSP Biomedical, Campo
Largo, Parana, Brasil), em osteotomia realizada na regido da face medial das tibias
direitas e esquerdas apos fresagem padronizada para Implantodontia com 3,0 mm de
didmetro e 10mm de profundidade.

Os animais foram enquadrados em 2 periodos de avaliagdo: 2 e 4 semanas,
compondo 6 (seis) animais por grupo em cada periodo, e 12 implantes de cada
superficie em cada periodo que foram usados nas andlises biomecanica (analise de
frequéncia por ressondncia e remoc¢do por torque reverso), e avaliacdo

microtomografica.
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Procedimento Cirurgico
Os procedimentos cirargicos foram realizados no Nucleo de Experimentacdo em
Coelhos (NECO) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba/UNESP, seguindo a

metodologia conforme descrito em trabalhos prévios publicados'# 0.

Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum por oito horas previamente ao
procedimento cirurgico. Realizou-se a anestesia geral por infiltracdo intramuscular da
associacdo de 50mg/kg de cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge, Saude Animal
LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratorio Calier do Brasil LTDA — Osasco, Sao Paulo, Brasil), além da anestesia
local da regido a ser operada com a infiltragdo de 0.3 ml/Kg de cloridrato de

mepivacaina (Mepiadre, DFL, Rio de Janeiro, Brasil).

Acesso Cirurgico

A tricotomia da face medial das tibias direita e esquerda foi realizada, seguida da
antissepsia pré-operatoria com Polivinil Pirrolidona Iodo degermante (PVP-I 10%,
Riodeine Degermante, Rioquimica, S3o José do Rio Preto, Brasil), associado ao PVPI
topico. O acesso cirargico foi realizado por meio de uma incisdo dermo-periosteal
através de lamina de bisturi n. 15 (Swann-Morton Limited, Reino Unido) acoplada a um
cabo de bisturi n. 3 (Quinelato Qualidade, Schobell Industrial Ltda, Rio Claro, Brasil)
na margem anterior da tibia, iniciada aproximadamente um centimetro abaixo da
articulagdo tibio-femural. Apos incisdo o retalho foi deslocado com descolador de molt
n°9 (Quinelato Qualidade, Schobell Industrial Ltda, Rio Claro, Brasil), com consequente
exposicao proximal da face medial da tibia, local de eleicdo para a osteotomia. (Figura

la)

Osteotomia e Instalacio dos Implantes

Apos a exposi¢ao da face lateral da tibia realizou-se duas osteotomias de 3,0mm
de didmetro e 10mm de comprimento, separadas entre si por Smm. O preparo do leito
receptor do implante iniciou-se com a broca em forma de lanca, para romper a cortical
6ssea. Em seguida, seguindo as instru¢des do fabricante, o preparo dos leitos foi
realizado, utilizando conta angulo redutor 20:1 (Kavo do Brasil, Joinvile, Brasil),

acoplado em motor elétrico (Kavo do Brasil, Joinvile, Brasil), a uma velocidade de
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1200 rpm, sob irrigagdo constante de solugdo fisiologica a 0.9% (Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil) (Figura 1b). Os implantes foram instalados por meio de chave de
inser¢do para conexao cone morse, montada em contra angulo redutor 20:1 acoplado ao
motor elétrico numa velocidade de 20 rpm. Dois implantes de cada superficie em cada
tibia de animal foram instalados com a plataforma ficando ao nivel da cortical 6ssea
externa. Posteriormente o parafuso de cobertura para protecdo da plataforma do

implante foi instalado (Figura lc,d).

Sutura

O tecido mole foi reposicionado e suturado por planos. A sutura do plano
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) (Figura e,f).

Figura 1. Procedimento cirurgico experimental. a. Retalho mucoperiosteal; b.

Perfuracdo Ossea; c. Instalacdo de implantes; d. implantes instalados em tibias; e, f.

sutura por planos.

Terapéutica Medicamentosa Pés-Operatoria

No pés-operatorio foi administrado por via oral diluido em agua 3mg/kg de
Cetoprofeno (Cetoprofeno, Sanofi, Sdo Paulo, Brasil) associado a Smg/kg de Cloridrato
de Tramadol (Cronidor, Agener Unido Quimica, Sdo Paulo, Brasil) durante 3 dias.
Também foi administrado 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 dias.
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Eutanasia e Coleta do Material

Nos periodos de 2 e 4 semanas os animais agrupados em ntmero de 12 por
periodo, 6 por grupo experimental foram mantidos em jejum por 8 horas antes do
procedimento de eutandsia. Para tal, foi realizada sedagdo por infiltragdo intramuscular
de 50mg/kg de cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge, Satide Animal LTDA,
Campinas, S3ao Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina (Dopaser —
Laboratorio Calier do Brasil LTDA - Osasco, Sao Paulo, Brasil), além da
complementacdo por anestesia local nas tibias, com a infiltragdo de 0.3 ml/Kg de
Cloridrato de Mepivacaina (Mepiadre, DFL, Rio de Janeiro, Brasil). Apds o ato
anestésico, foi realizada a andlise biomecéanica. Apos analises, os animais foram
submetidos a eutandsia por meio de perfusdo no ventriculo esquerdo de solugdo salina
fisioloégica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10 minutos, seguido da
superdosagem de tiopental sddico. Apos eutandsia, as tibias direita e esquerda foram
removidas, o tecido mole excedente eliminado, e a pds-fixagdo foi realizada em solugdo
de formol tamponado a 10%, durante um periodo de 24 horas. Os implantes localizados

mais distais a articulagdo tibio-femural foram avaliados pela analise microtomografica.

IMPLANTES PROXIMAIS A ARTICULACAO TIBIO-FEMURAL

Andlise de Frequéncias por Ressondncia

Apoés anestesia geral, acesso cirirgico e exposicdo dos implantes (Figura 2a)
removeu-se o parafuso de cobertura do implante, e foi instalado o smart peg do aparelho
de frequéncia por ressondncia (Ostell® Instrument, Integration Diagnostics AB,
Gotemburgo, Suécia). O coeficiente de estabilidade (ISQ) do implante por meio da
andlise de frequéncia de ressonancia foi medido em suas quatro faces (proximal, distal e
laterais direita e esquerda) nos periodos de 2 e 4 semanas (Figura 2b,c). Os valores
obtidos das quatro dire¢des foram somados e feita a média aritmética gerando o valor
médio de cada implante sendo enquadrado em um dos 4 grupos de acordo com o

tratamento realizado, compondo 6 valores por cada superficie em cada periodo.

Andlise Biomecdnica (Remocdo por Contra Torque)
Apbs a andlise de frequéncia por ressonancia, a chave de instalagdo foi

posicionada no implante (Figura 2d), e os implantes mais proximos da articulagao tibio-
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femural foram removidos por meio de um torquimetro digital (Data Tork CEM 3,
Tohnichi Mfg.Co.Ltd, Tokyo, Japan), e foi mensurado em N/cm o valor necessario para
a remoc¢do do implante. Os valores dos 4 grupos compondo 6 valores por cada

superficie em cada periodo de eutandsia (Figura 2e,f).

Figura 2. Procedimento cirtrgico experimental para analise biomecanica. a. Exposi¢do

dos implantes; b. Smart peg em posi¢ao para valores de ISQ; c. Valor do ISQ no Ostell;
d. Remocao do implante utilizando chave de instalagdo acoplada ao torquimetro; e.

Valor do torque de remogao; f. Implante removido por contra torque.

IMPLANTES DISTAIS A ARTICULACAO TIBIO-FEMURAL

Andlise Microtomogrdfica (Micro-Ct)

Apbés a eutandsia dos animais, as pecas obtidas contendo os implantes
localizados mais distais a articulacdo tibio-femural foram fixadas em formol tamponado
a 10% (Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil)
no periodo de 24 horas, seguidos de lavagem em agua corrente por 24 horas. Apos a
fixagcdo, as pecas foram armazenadas em alcool 70%, para a realizacdo da andlise
microtomografica. A andlise microtomografica foi realizada por meio do
microtomodgrafo Skyscan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003)
sendo definido os pardmetros ideiais para a obten¢do das imagens. As imagens obtidas
pela projecdo dos raios-X nas amostras foram armazenadas e reconstituidas,
determinando a area de interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versdo

1.6.6.0), com smoothing de 1, correcdo dos anéis de artefato de 8, correcdo de Beam



27

Hardening de 24% e a faixa de conversdo de imagem variando de 0,0 — 0,14. No
software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-bit), as imagens foram reconstruidas e
observadas em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o
software CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versao
1.12.4.0) foram avaliados e mensurados o volume 6sseo (BV), porcentagem do volume
6sseo (BV/TV), superficie 6ssea (BS), espessura do trabeculado 6sseo (Tb.Th),
separagdo e numero de trabéculas (TB.Sp e Tb.N), posteriormente realizou-se a

reconstrugdo em 3D pelo software CTvox (SkyScan,Versdo 2.7)3!.

Anadlise Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados no programa SigmaPlot 12.0. Para os
parametros quantitativos obtidos das andlises biomecanica (torque reverso), frequéncia
por ressonancia e microCT, foi aplicado o teste Two-way ANOVA seguido da multipla

comparagdo de Tukey.

4- RESULTADOS

Andlise da morfologia das superficies modificadas

A andlise por microscopia eletronica de varredura evidenciou diferenga na
caracteristica topografica de todos os grupos experimentais. A superficie do grupo SLA
apresentou superficie com rugosidade irregular, com padrdo de crateras sendo possivel
observar picos e vales de tamanhos distintos, ndo havendo uma homogeneizagdo no
padrdo de modificagcdo (Figura 3a,b). O grupo HA apresentou padrdo semelhante ao
grupo SLA de picos e vales, entretanto ¢ possivel observar a deposi¢ao dos filmes de
hidroxiapatita sobre a superficie dos discos (Figura 3c,d). Nos grupos MG e ZN ¢
possivel observar maior deposi¢do dos filmes do recobrimento realizado, causando o
preenchimento dos vales do tratamento prévio do jateamento com ataque acido, sendo

mais evidente no grupo ZN (Figura 3e,f,g,h).
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Figura 3. Andlise de MEV a. Superficie SLA x3.000; b. Superficie SLA
x10.000; c. Superficie HA x3.000; d. Superficie HA x10.000; e. Superficie MG x3.000;
f. Superficie MG x10.000; g. Superficie ZN x3.000; h. Superficie ZN x10.000.
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Molhabilidade e Energia Livre de Superficie

O angulo de contato foi medido com trés liquidos de polaridades distintas: dgua,
formamida e diiodo. No grupo SLA, ¢ possivel observar um maior angulo de contato
quando comparado as outras superficies, indicando menor molhabilidade. Entre as trés
superficies experimentais com recobrimento, a superficie do grupo ZN apresentou a
menor angulo de contato com 4gua, mostrando maior capacidade de molhabilidade,
seguido dos grupos HA e MG (Tabela 1). Foi observado maior energia livre de
superficie nas trés superficies com recobrimento em relagdo a superficie controle, sendo

maior no grupo ZN (Tabela 2).

Tabela 2. Angulo de contato com trés liquidos de polaridades distintas

Angulo de contato Agua Formamida  Diiodo
SLA 87,2 87,85 59,2
HA 11,97 20,15 78,7
MG 16,4 8,5 61,82
ZN 10,62 9,25 73,5

Tabela 3. Energia livre total, dispersao e polaridade das superficies

Energia livre de superficie = SETOTAL DISPERSAO POLARIDADE
SLA 23.3 16.52 6.78
HA 70.37 9.04 61.33
MG 70.08 15.02 55.06
ZN 74.15 9.7 64.45
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SLA HA

MG ZN

Figura 4. Teste de molhabilidade avaliando angulo de contato. a. Grupo SLA; b. Grupo
HA; c. Grupo MG; d. Grupo ZN

Cultura de osteoblastos in vitro

O teste de viabilidade celular mostrando o niimero total de células como fungao
da atividade mitocondrial intacta, evidenciou que tanto a superficie controle (SLA),
quanto as superficies experimentais se mostraram viaveis para o crescimento de células

osteoblaticas, com auséncia de toxicidade (Figura 5).
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Figura 5. Viabilidade celular nos periodos de 7 e 14 dias.

Andlise Frequéncia por Ressondncia (ISQ)
Todos os implantes se mostraram estaveis, com auséncia de mobilidade, sinais
de infeccdo, tracos de trincas ou fraturas ou perda 6ssea periimplantar. Na analise de

frequéncia por ressonancia, no periodo mais precoce de analise ndo houve diferenca
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estatisticamente significante entre os grupos. No periodo de 4 semanas, os valores de
ISQ do grupo ZN foram estatisticamente superiores em relacdo ao grupo controle SLA

(p=0,0209) (Figura 6a).

Andlise Biomecdnica (Remogdo por Contra-Torque)

No periodo de anélise de 2 semanas, os valores médios de torque de remocao
dos grupos HA e ZN foram estatisticamente superiores ao grupo controle SLA (p=
0,023 e p= 0,0073, respectivamente). No periodo de 4 semanas, os valores de torque do
grupo ZN foram superiores ao grupo controle (p= 0,0006). Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre as superficies experimentais em nenhum dos periodos
de analise (Figura 6b).

Figura 6. Analise biomecanica. a. Frequéncia de ressonancia; b. Torque de remocao.

Andlise Microtomogrdfica (Micro-Ct)

Um contato direto entre osso e implante ¢ observado nas reconstrugdes
tridimensionais obtidas a partir das imagens geradas pela andlise microtomografica
(Figura 7). Trabéculas 6sseas se conectam da superficie do implante ao tecido 6sseo
cortical tanto na regido cervical, quanto no apice dos implantes nos dois periodos de
avaliagdo. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos quanto ao volume 6sseo (BV)
(Figura 8a). A porcentagem do volume dsseo dos grupos MG foi estatisticamente
superior em comparacao aos grupos SLA (p=0,0007) e HA (p= 0.0001), no periodo de 2
semanas, assim como o ZN apresentou-se maior em relacdo a SLA e MG (p= 0,002 e
p= 0.0001, respectivamente) (Figura 8b). A superficie d6ssea foi estatisticamente

superior nos grupos MG e ZN em relagdo ao grupo HA (p= 0,0019 e p= 0,0008). O
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namero de trabéculas do grupo SLA foi menor em comparagdo ao grupo ZN (p=
0,0252) no periodo mais precoce de avaliagdo. No mesmo periodo o grupo HA também
foi inferior em relagdo aos grupos MG e ZN (p= 0,0002 e p= 0.0001, respectivamente)
(Figura 8c). No periodo mais tardio ndo houve diferenca entre os grupos com relacdo ao

namero de trabéculas (Figura 8d). A espessura trabecular e seu espacamento ndo foram

afetados pelo tratamento de superficie dos implantes nos dois periodos de anélise.

(Figura 7e,f)

Figura 7. Imagens do micro-TC tridimensionais reconstruidas. a. Grupo SLA; b. Grupo

HA; c. Grupo MG; d. Grupo ZN.
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Figura 8. Pardmetros morfométricos. a. Volume 6sseo; b. Porcentagem de Volume
Osseo; c. Superficie 0ssea; d. Numero trabecular; e. Espessura trabecular; f. Separagao
trabecular obtida a partir de imagens de micro-TC reconstruidas tridimensionais em 2 e

4 semanas. Os asteriscos indicam diferenca estatistica significativa (P<0,5).

5- DISCUSSAO
A capacidade de bioatividade de um material com o tecido 6sseo depende de fatores

como auséncia de toxicidade e auséncia de resposta inflamatéria exacerbada. A
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hidroxiapatita sintética ¢ um material considerado biocompativel e apresenta boa
interagdo com o tecido d6sseo quando presente no recobrimento do titdnio'*. Sua
associagdo com os ions Mg2+ e Zn2+ mostraram auséncia de toxicidade as células
osteoblasticas, bem como resultados fisico-quimicos e biomecanicos favoraveis para a
osseointegragao.

A modificagao superficial dos implantes dentarios vem sendo amplamente estudada
visando uma resposta bioldgica mais acelerada, permitindo o carregamento de implantes
de forma mais precoce. Isso poque as alteragdes estruturais modificam as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie do implante, podendo melhorar a sua interagdo com o
organismo, onde proteinas e células osteoprogenitoras podem se aderir e proliferar,
otimizando o processo de osseointegra¢io’.

Dentre os estudos que avaliam a osseointegracdo de implantes instalados em
tibias de coelhos, o periodo de avaliagdo inicial de 2 semanas foi o mais precoce
encontrado na literatura atual, portanto este trabalho teve a metodologia baseada neste
periodo inicial de avaliagdo. Entretanto, a correlacdo entre a idade de coelhos e a idade
de humanos estabelece que 8 dias de vida de um coelho correspondem a 1 dia do
humano?2. Assim, periodos mais precoces de analise poderiam trazer mais informagdes
a cerca deste fato e deveriam ser investigados.

A molhabilidade da superficie confere a habilidade de um fluido se espalhar
sobre a superficie. Quanto mais hidrofilica a superficie, melhor é o processo de adesdo,
proliferacdo, diferencia¢do celular e a substituigdo de proteinas.*® Outro fator ligado a
molhabilidade ¢ a energia superficial, que depende diretamente da composi¢ao quimica
da superficie do implante, situa¢do inflamatdria, ph do meio e outros fatores’*. Isso
pode ser correlacionado com os resultados biomecanicos superiores das superficies
experimentais, onde o contato entre osso implante ¢ maior, sugerindo uma
osseointegragdo otimizada nas superficies com recobrimento de hidroxiapatita isolada e
associada com os ions de Mg2+ e Zn2+.

A superficie de jateamento e ataque acido comercialmente disponivel promove
alteracdes superficiais no implante alterando sua rugosidade para maior adesdo e
proliferacdo celular®. Entretanto, durante a avaliagdo do 4ngulo de contato e energia
livre de superficie no presente estudo, o grupo SLA apresentou menor energia livre de
superficie e menor molhabilidade quando comparado aos grupos experimentais,

entendendo que a sua interagdo com coagulo sanguineo, proteinas e células osteogénicas
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pode ser menor, consequentemente apresentar uma osseointegragdo mais lenta em
relacdo as superficies com recobrimento.

As modificacdes superficiais de implantes pelo recobrimento com biomateriais sao
promissoras, ¢ tém apresentado resultados encorajadores. Diferentes métodos de
recobrimento tém sido propostos na literatura, alguns envolvendo a incorporagdo de
ceramicas com altas temperaturas, podendo levar a falha mecanica dessa superficie e
prejudicando a osseointegragdo!®. O método do presente estudo é baseado na
precipitacdo de ions, sob um ambiente que simula o fluido corpéreo, o que pode ser
favoravel biomecanicamente para a superficie. Isso pode ser correlacionado com o que
foi encontrado no presente estudo, onde ndo houve a falha da osseointegracdo em
nenhum dos implantes com tratamento por recobrimento.

Estudo avaliou o coeficiente de estabilidade de implantes com recobrimento de
magnésio comparado a implantes com a superficie modificada por jateamento,
instalados em tibias de coelhos, e foi observado diferenga estatisticamente significante
superiores para o grupo com recobrimento de Mg2+¥. Outro estudo mostrou
caracteristicas imunohistoquimicas e histologicas superiores da superficie recoberta com
magnésio quando comparada a superficie usinada no mesmo periodo*®. Entretanto, no
presente estudo o grupo MG ndo apresentou dados estatisticamente superiores ao grupo
experimental nas analises biomecanicas.

Estudo prévio mostrou atividade osteoblastica, boa biocompatibilidade, e deposicao
de minerais superiores em cilindros de Mg2+ implantados em tibias de coelhos,
mostrando uma neoformagdo O&ssea proporcional a liberagdo do material no
organismo’’. Os achados corroboram com a analise microtomografica do presente
estudo, onde o grupo da associacdo de hidroxiapatita com magnésio foi superior aos
grupos de jateamento com ataque acido e hidroxiapatita isolada quanto a porcentagem
de volume 0sseo, superficie 6ssea e nimero de trabéculas.

Estudo experimental para o fechamento de defeitos em calota de coelhos mostrou
que o biomaterial com associacdo de zinco e hidroxiapatita obteve melhores respostas
quanto a neoformagdo Ossea comparado ao biomaterial de hidroxiapatita de forma
isolada®®. Isso corrobora com o que foi encontrado no presente estudo, onde os
parametros morfométricos na andlise microtomografica de superficie Ossea foi
estatisticamente superior nos grupos de recobrimento com a associagdo da
hidroxiapatita com zinco e magnésio, em relagdo ao grupo recoberto pela hidroxiapatita

1solada.
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A administra¢do sistémica de compostos de zinco mostra efeitos positivo sobre o
tecido Osseo, tanto na estimulacdo da formacdo 6ssea, quanto na prevengdo da perda
Ossea, gerando expectativa na terapia e prevengdo contra a osteoporose®”*’. Isso pode
explicar o que foi encontrado no presente estudo, onde a associacdo da hidroxiapatita
com o0 zinco se mostrou favoravel nos aspectos fisico-quimicos, biomecanicos e para
neoformacdo oOssea quando comparada as outras superficies. Clinicamente, essa
superficie se mostra promissora ndo apenas na possibilidade de um carregamento
precoce do implante, mas também em situagdes em que o paciente pode apresentar uma

limitagdo da resposta osteogénica, necessitando de estudos especificos futuros.

6- CONCLUSAO

As superficies modificadas com recobrimento de hidroxiapatita isolada, e sua
associagdo com ions de Mg2+ e Zn2+ se mostraram favoraveis para a osseointegragao
de implantes nos aspectos fisico-quimicos e bioldgicos, obtendo resultados superiores a
superficie de jateamento seguido do ataque acido. Dentre as superficies experimentais a
hidroxiapatita modificada com zinco apresentou resultados mais promissores nos

parametros avaliados.
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