?“ UNESP - Universidade Estadual Paulista

ﬁuai*’ “Jualio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

Pio Moerbeck da Costa Filho

Avaliacao da osseointegragao de implantes de titanio com tratamento de
superficie e associagao com estréoncio: estudo em ratos

Araraquara
2023



?“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
ﬁvw‘* ’ “Jualio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

[FEVATYEYUY | 3!

Pio Moerbeck da Costa Filho

Avaliacao da osseointegragao de implantes de titanio com tratamento de
superficie e associagao com estréoncio: estudo em ratos

Tese apresentada a Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia
de Araraquara para obtencdo do titulo de
Doutor em Odontologia, na Area de
Implantodontia

Orientador: Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli
Coorientadores:

Dra. Camila Chierici Marcantonio

Dr. Diego Pedreira de Oliveira

Araraquara

2023



Costa Filho, Pio Moerbeck da
Avaliacao da osseointegracao de implantes de titdnio com
tratamento de superficie e associacao com estréncio: estudo
em ratos / Pio Moerbeck da Costa Filho. -- Araraquara, 2023
62 p. : il., tabs., fotos

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Odontologia, Araraquara
Orientador: Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli
Coorientadora: Camila Chierici Marcantonio
Coorientador: Diego Pedreira de Oliveira

1. Titanio 2. Implantes dentarios 3. Propriedades de
superficie 4. Osseointegragao. 5. Estroncio. |.Titulo




Pio Moerbeck da Costa Filho

Avaliacao da osseointegragao de implantes de titanio com tratamento de
superficie e associagao com estréoncio: estudo em ratos

Comissao Julgadora para obtengao do grau de Doutor em Odontologia, area
de concentragdo em Implantodontia do Programa de Pés-graduagao em
Odontologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade

Estadual Paulista (UNESP)

Presidente e Orientador: Prof Dr. Joni Augusto Cirelli

2° Examinador: Profa. Dra. Daniela Leal Zandim-Barcelos
3° Examinador: Prof. Dr. Rogério Margonar

4° Examinador: Prof. Dr. Rubens Moreno de Freitas
Suplente: Prof. Dr. Rafael Silveira Faeda

Suplente: Profa. Dra. Morgana Rodrigues Guimaréaes Stabili

Araraquara 27 de setembro de 2023



DADOS CURRICULARES

Pio Moerbeck da Costa Filho

NASCIMENTO: 14/02/1986 BELEM-PARA

FILIAGAO: Profa. Dra. Maria Conceigédo Oliveira Costa
Prof. Dr. Pio Moerbeck da Costa (In memoriam)

Graduagao em Odontologia — 2006/2011:
Faculdade de Ciéncias Agrarias e da Saude/UNIFAS

Especializagao em Implantodontia — 2012/2015
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, SSA

Mestrado em Odontologia — area de Implantodontia 2016/2019
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica/ Universidade Federal Fluminense
(UFF)

Especializagcao em Gestao em Saude — 2019/2020
Hospital Israelita Albert Einstein, SP

Master of Business Administration (MBA) em Lideranga, Inovagao e Gestao —
2019/2020
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, RS

Master of Business Administration (MBA) em Gestao, Inovagao e Servigos de
Saude 2022/2023
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, RS

Doutorado Sanduiche em Implantodontia - 2022
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Alemanha



Agradecimentos Especiais

A Deus por ter me dado a dadiva da vida e sabedoria para seguir os tropec¢os e vitorias
da vida.

Aos meus pais, exemplos de grandes professores, icones em suas respectivas
areas, me proporcionaram além do DNA do ENSINO, fundamentos e principios de um
professor, com destaque: ao compromisso em ajudar ao proximo. Da mesma forma,
possibilitaram uma formacdo médica e académica pautada em principios éticos.

A minha princesa Louise e nossa linda histéria, que esteve comigo nos melhores dias
de minha vida, e principalmente nos piores.

Aos meus sogros, Dr. Luis e Dra. Keyla, que sdo como pais, seres humanos
singulares.

Ao meu querido orientador, Prof Dr. Joni Cirelli, pelos seus ensinamentos e
oportunidades, vocé é um grande exemplo para mim de professor e pesquisador,
espero que além de construirmos uma 6tima relagao profissional, possamos construir
uma relacao pessoal.

Ao meu primeiro mestre na implantodontia Prof. Dr. Mauricio Barreto, pelos
ensinamentos, direcionamento profissional e oportunidades.

A querida Profa Dra. Ménica Calasans, pelo grande exemplo de pesquisadora e
oportunidades.

A todos professores do PPG em Odontologia da UNESP-Araraquara, e em especial
aos professores: Elcio, Adriana, Daniela, José Mauricio, Luis Geraldo, Morgana,
Paulo Cerri, José Paschoal, M6nica, José Mauricio e Ligia Pinelli.

Aos professores José Mauricio e Ligia Pinelli pelo acolhimento e ensinamentos na
disciplina de Prétese Fixa na UNESP.

Aos alunos da disciplina de Implantodontia da EBMSP, pelo acolhimento e
convivéncia desde 2008, afinal foram 16 turmas de participagdo em atividades,
através do convite dos Profs. Mauricio e Morbeck. Essas experiéncias contribuiram
com o percurso profissional e académico.

A Profa. Dra. Andressa e ao Prof. Dr. James Deschner da Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz pela recepgado na universidade e oportunidade durante doutorado
sanduiche na Alemanha.

Aos colegas de curso e de projeto: Camila, Julio, Leticia, Rafael Molon, Maria
Eduarda, Lorena, Ricardo e Carlos.

Aos professores que tive durante minha trajetéria de graduacao, especializagao,
mestrado e doutorado pelos conhecimentos compartilhados.



Ao Dr. Diego Pedreira de Oliveira, responsavel técnico da Empresa Extremus Smart
Surface, pela parceria no desenvolvimento desta pesquisa e tratamentos das
superficies dos implantes.

Aos familiares e amigos, apoio e incentivo, em especial ao meus amigo-irmaos
Vinicius e Anténio

Agradego a banca por dispor do seu precioso tempo para aprimorar o presente
estudo.

Aos Funcionarios, colaboradores da UNESP-Araraquara da graduacgéo e da poés-
graduagao.

Aos animais que doaram a vida em prol da ciéncia.



Agradecimentos

A Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho, Campus Araraquara,
em nome do Exmo. Reitor Pasqual Barretti e do Exmo. Diretor da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, Edson Alves Campos, pela acolhida nesses anos de
doutorado, onde sempre terei boas lembrancas de onde vivi importantes anos da
minha formagao profissional.

Ao PPG Odontologia da UNESP-Araraquara em nome do Exmo. Coordenador do
Programa Prof. Dr. Paulo Cerri, por oportunizar a todos os alunos uma estrutura de
primeira para o desenvolvimento de projetos cientificos e ensino de exceléncia, € um
privilégio ser aluno de um programa CAPES 7.

A Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, onde realizei doutorado sanduiche e
pude ampliar meus conhecimentos cientificos.

A CAPES: o presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de
financiamento 001.

Agradeco também pelo apoio financeiro como bolsista no Doutorado (Processo
88887.497412/2020-00) e ao PROBRAL CAPES/DAAD-Alemanha (Processos
88887.687607.2022-00 e 88881.144012/2017-01) por ter oportunizado o doutorado
sanduiche na Alemanha.

Ao Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior, e a empresa Implalife Biotecnologia,
Aracgatuba-SP pela doagao dos implantes dentarios.



Os néos udo bebem sua profria dgua: as druoned ude comem
sens propriod fratos. O sol udo bnilha para o mesmo: e as
flones wdo espalham sua fragrincia para &,

A as obnae de Deus da natuneza fossuem objetivos, ado de
apavone, uem dedanime 4o o senthon edtard em Tode caminto

Adaptado do Papa Francisco



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS, SIMBOLOS E

GLOSSARIO

Ad libtum — a vontade

ALPL1 - Fosfatase Alcalina

BA - Bone area (Area 6ssea)

BIC — Bone implant contact (Contato osso implante)
Bglap — Osteocalcina

Bsp — sialoproteina 6ssea

BV — Volume de tecido 6sseo

BV/TV - Fragao de volume 6sseo

Ca - Calcio

Ca*" - Calcio

CaP - Fosfato de Caicio

CD36 — glicoproteina plaquetaria

Col1a1 — Colageno tipo 1

GAPDH - Gliceraldeido 2 fosfato desidogrenase
HA — Hidroxiapatita

HF — Acido fluoridrico

IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
MEV — Microscopia Eletrénica de Varredura

MN - Micro-Nano

MNSr — Micro-Nano com Estréncio

MNSr+ - Micro-Nano com Estréncio em maior quantidade
NaOH — Hidroxido de sodio

OPN - Osteopontina

P - Fésforo

RT-gPCR - Reacao de cadeia de polimerase em tempo real
RUNX2- Fator de transcricio relacionado a Runt 2
Sa - Média aritmética da rugosidade da superficie medida em trés dimensdes sobre um
plano

SPP1 - Osteopontina

Sr - Estréncio

Sr?* - Estréncio

Tb.Th — Espessura das trabéculas

Tb.N — Numero de trabéculas

Th.Sp — Separacéao de trabéculas

Ti - Titanio

Ticp — Titdnio comercialmente puro

TPS - pulverizacao de plasma de titanio

U — Usinado

uL — Micro litro

pm - Micrometro

MA - Micro Ampére



Costa Filho PM. Avaliagédo da osseointegracao de implantes de titanio com tratamento
de superficie e associagao com estoncio: estudo em ratos [tese de doutorado].
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RESUMO

A reabilitagdo oral com implantes dentarios visa devolver a capacidade funcional de
mastigacédo e estética do paciente. Atualmente, os avangos técnicos, cientificos e
industriais, tem auxiliado a ciéncia da bioengenharia na busca por implantes que
diminuam o intervalo de osseointegragao visando reabilitar perdas dentarias causadas
por atrofia pos-extracao dentaria, neoplasias, traumas e doencgas periodontais. Neste
sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar in vivo, em tibias de ratos, os efeitos
do tratamento de superficie, associado a adicdo de estrénico (Sr?*), na
osseointegracdo de implantes de titdnio comercialmente puros (Ticp). Foram
utilizados tibias bilaterais de 64 ratos (Holtzman), divididos em quatro grupos
experimentais: Ticp usinado — Controle (U) (n=16), (MN) tratamento micro nano
(n=16), tratamento micro e nano com adigédo de Sr2* (MNSr) (n=16), e tratamento micro
nano com maior adicao de Sr2* (MNSr+) (n=16). Os animais foram divididos em dois
periodos experimentais (n=8): 15 (quinze) e 45 (quarenta e cinco) dias, apos os quais
foram eutanasiados. As tibias foram removidas e alocadas para diferentes analises:
tibia direita (analise tomografica por Micro-CT e histométrica — sistema EXAKT) e tibia
esquerda (analise do torque de remogdo e expressao génica por RT-qPCR). Os
resultados do torque de remocg&o evidenciaram uma maior osseointegragdo nos
periodos tardios e nas superficies tratadas (MN, MNSr e MNSr+). A analise éssea por
Micro-CT demonstrou que, na area cortical, as superficies tratadas com estréncio,
promoveram aumento da formacao 6ssea e reducio dos espacos entre as trabéculas.
Perante a analise histomeétrica, no osso cortical houve maior BIC nos grupos MN (15
dias) e MNSr (45 dias) quando comparados ao controle. No entanto, a analise de
expressao génica de marcadores de atividade osteogénica ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos, no periodo de 15 dias. Em estudo complementar de 7 dias
in vitro, os pré-osteoblastos de camundongos (MC3T3-E1) foram semeadas sobre
discos de Ti com os mesmos tratamentos de superficie e analisadas quanto a
expressdo génica e producdo de marcadores de diferenciacdo e atividade
osteoblastica, respectivamente, por RT-qPCR e ELISA. Em ambas as analises
observou-se maior expressao e sintese proteica de BMP2 e osteopontina em células
semeadas sobre as superficies MNSr e MNSr+. Os resultados sugerem que as novas
superficies tratadas pelo tratamento de superficie com adicdo do estrébncio sao
promissoras e superiores a superficie usinada em algumas analises. Porém, nas
condigbes estudadas, foram similares entre si (p> 0.05). Assim, esta pesquisa aponta
a necessidade de continuidade e avanco de estudos translacionais, visando melhor
esclarecer os beneficios clinicos das superficies estudadas a implantodontia.

Palavras — chave: Titanio. Implantes dentarios. Propriedades de superficie.
Osseointegracdo. Estroncio.



Costa Filho PM. Evaluation of osseointegration of titanium implants with surface
treatment and association with strontium: study in rats [tese de doutorado].
Araraquara: Faculty of Dentistry, UNESP; 2023.

ABSTRACT
Oral rehabilitation with dental implants aims to restore the patient's functional chewing

and aesthetic capacity. Currently, technical, scientific and industrial advances have
helped the science of bioengineering in the search for implants that reduce the
osseointegration interval in order to rehabilitate tooth loss caused by post-extraction
tooth atrophy, neoplasms, trauma and periodontal diseases. In this sense, the aim of
the present study was to evaluate in vivo, in rat tibias, the effects of surface treatment,
associated with the addition of strontium (Sr2+), on the osseointegration of
commercially pure titanium implants (Ticp). Bilateral tibias of 64 rats (Holtzman) were
used, divided into four experimental groups: Machined Ticp — Control (U) (n=16), (MN)
micro nano treatment (n=16), micro nano treatment with addition of Sr>* (MNSr) (n=16),
and micro nano treatment with higher addition of Sr®* (MNSr+) (n=16). The animals
were divided into two experimental periods (n=8): 15 (fifteen) and 45 (forty-five) days,
after which they were euthanized. The tibiae were removed and allocated for different
analyses: right tibia (tomographic analysis by Micro-CT and histometric analysis —
EXAKT system) and left tibia (analysis of removal torque and gene expression by RT-
gPCR). The results of the removal torque showed greater osseointegration in the later
periods and on the treated surfaces (MN, MNSr and MNSr+). Bone analysis by Micro-
CT showed that, in the cortical area, surfaces treated with strontium promoted
increased bone formation and reduced spaces between trabeculae. Before the
histometric analysis, in the cortical bone there was a higher BIC in the MN (15 days)
and MNSr (45 days) groups when compared to the control. However, the analysis of
gene expression of markers of osteogenic activity showed no statistical difference
between the groups, in the period of 15 days. In a complementary in vitro study, mouse
pre-osteoblasts (MC3T3-E1) were seeded on Ti discs with the same surface
treatments and analyzed for gene expression and production of differentiation markers
and osteoblastic activity, respectively, by RT-qPCR and ELISA. In both analyzes, a
higher expression and protein synthesis of BMP2 and osteopontin was observed in
cells seeded on the MNSr and MNSr+ surfaces. The results suggest that the new
surfaces treated by the surface treatment with the addition of strontium are promising
and superior to the machined surface in some analyses. However, under the studied
conditions, they were similar to each other (p> 0.05). Thus, this research points to the
need for continuity and advancement of translational studies, aiming to better clarify
the clinical benefits of the surfaces studied in implant dentistry.

Keywords: Titanium. Dental implants. Surface properties. Osseointegration.
Strontium.
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1 INTRODUGAO

De acordo com a Academia Europeia de Periodontia, um implante dentario
pode ser considerado como sucesso clinico, se nao apresentar infec¢ao persistente
ou dor quando em fungdo e/ou mobilidade, quando submetido as forcas
mastigatorias’.

Nesse contexto, atualmente, as taxas de sucesso em reabilitagdes implanto-
suportadas chegam acima de 95%, seguindo critérios minimos de planejamento
protético/cirurgico do caso e dependendo de fatores como condi¢bes de saude do
paciente adequadas, técnica cirurgica, material do implante e curva de aprendizado
dos profissionais?.

Implantes usinados ou apenas de titanio puros, sem um tratamento de
superficie sdo materiais bionertes, o que pode resultar, quando em condic¢des clinicas
desfavoraveis, em osseointegracédo insatisfatoria, tendo possibilidade de falha no
implante. Sabe-se que essa superficie quando tratada podera interagir com o meio
apos a insergao dos implantes, reduzindo os riscos de falhas na osseointegragao.
Entretanto, a ciéncia busca atualmente melhor entender essa interagao, fato que ainda
possui muitos pontos a serem elucidados; portanto, estudos sobre a modificacdo da
superficie dos implantes continua sendo uma estratégia para reduzir essas falhas e
potencializar a osseointegragao®+.

Nas ultimas décadas, pesquisadores da area da bioengenharia 6ssea tém
aplicado conhecimentos cientificos, interdisciplinares e multiprofissionais, para
desenvolver novos materiais integrados as superficies dos implantes metalicos com
potencial de afetar positivamente a topografia, morfologia, caracteristicas fisico-
quimica e favorecer a migracdo celular, a angiogénese, a deposicdo de matriz
extracelular e a mineralizagdo, visando acelerar a osseointegragéo e resultando em
intervalos menores entre a instalagcdo do implante e a reabilitacdo protética. De uma
maneira abrangente, a osseointegracao é definida como "uma conex&o estrutural e
funcional direta entre osso vivo ordenado e a superficie de um implante de suporte de
carga". Contudo, os conhecimentos sobre como controlar e influenciar os processos
biolégicos que ocorrem na interface osso-implante, ainda ndo estdo completamente
esclarecidos®.

Para melhorar a osseointegragdo, muitas estratégias surgiram com foco nas

modificagbes da superficie do implante®. A literatura mostra que as respostas
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bioldgicas sao alteradas de acordo com as modificagdes da rugosidade superficial,
que pode ocorrer em trés dimensdes: nano-rugosidade (100 nm), micro-rugosidade
(100um) e sub-micro (1um) rugosidade, que est&o relacionadas com a geometria do
implante'97.199 O tratamento de texturizagédo/rugosidade busca alcangar um melhor
contato osso-implante (BIC), havendo bastante divergéncia na literatura na escolha
de parametros topograficos que promovam um aumento no BIC”.

Estudar e analisar a arquitetura das diferentes topografias de superficies, nos
permite compreender o funcionamento da osseointegra¢do, podendo potencializa-la.
A rugosidade da superficie do implante em escala micrométrica mostrou ter um grande
impacto, e observou-se que uma superficie moderadamente rugosa demonstra
resultados clinicos favoraveis®. Uma rugosidade micrométrica de superficie é relatada
para aumentar a area de superficie do implante, o que pode aumentar o contato osso-
implante®, e resultar em um melhor intertravamento biomecéanico dos implantes no
0ss0, sendo esta uma explicagdo para os melhores resultados clinicos observados™®.
Atualmente a industria focaliza a fabricacdo de implantes com textura de superficie
em escala nanométrica (Qquando analisada em magnitude de 100nm ou menos), uma
vez que essas modificacbes podem alterar as interagdes da superficie com
biomoléculas e células, influenciando a diferenciacdo, a adesao e a proliferagcédo
celular, aumentando ainda mais as chances de potencializar a osseointegragao®''4.

Os métodos atualmente empregados de tratamento de superficie s&o por
adicao ou subtragao: a adigao € adicionado ou integrado um revestimento ao titanio.
Na subtragao, a camada superficial do metal é removida, produzindo uma superficie
final ou preparando a mesma para posterior adicdo de outro material, tendo como
principal foco, em ambos os casos, induzir a molhabilidade e/ou energia de
superficie'®.

Dentre os materiais adicionados a superficies para otimiza-la, o estrbncio vem
ganhando destaque, por fazer parte da composi¢cado éssea e pela sua semelhanca
com o calcio (Ca?*)'6.17,

Existem diversos estudos utilizando o estréncio em tratamento de osteoporose,
dores ésseas e tratamento de cancer no osso, podendo exercer efeitos duplos de
estimulacdo da diferenciacdo dos osteoblastos e inibicdo da atividade dos
osteoclastos e reabsorgdo 6ssea’®®.

Os mecanismos pelos quais o estréncio afeta a remodelagao 6éssea com duplo
impacto sobre os osteoblastos e osteoclastos, permanece desconhecido. Resultados
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in vitro demonstram que o ranelato de estréncio age sobre a diferenciagéo
osteogénica de células mesenquimais. Além disso, ele reduz a adesdo dos
osteoclastos ao osso, aumentando a atividade de fosfatase alcalina e a sintese de
colageno?.

Marie'®5, demonstrou a importancia da dosagem correta de Sr?* para produzir
uma resposta efetiva no osso in vivo, altas doses de Sr>* podem levar a um efeito
negativo na mineralizagdo 6ssea, pela menor absor¢do de Ca?* que atua nas
propriedades minerais do 0sso. Ja as baixas doses, estimulam a formacao do tecido
0sseo.

Baseado no potencial do estréncio, o nosso grupo tem estudado um novo
tratamento de superficie, seguido de adicdo de estréncio. Estudos in vitro foram
realizados previamente sugerindo efeitos promissores e propondo a realizagdo de

estudos in vivo, apresentado no presente trabalho.
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2 PROPOSICAO

Em sequéncia aos estudos in vitro realizados anteriormente e considerando os
resultados obtidos, o presente projeto tem por objetivo avaliar in vivo, em tibias de
ratos, os efeitos do tratamento de superficie, associado a adigdo de estrénico (Sr?*),

na osseointegracao de implantes de titanio comercialmente puros (Ticp).

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar o torque de remocéao dos implantes com auxilio de torquimetro, apés a
eutanasia dos animais.

Avaliar quantitativamente e qualitativamente a formacgao e qualidade 6ssea ao
redor dos implantes, por meio da técnica de microtomografia digital computadorizada
(micro-CT).

Avaliar a expressao génica de moléculas relacionadas a osteogénese no tecido
0sseo em contato com os implantes, por meio da técnica de RT-qPCR.

Avaliar histomorfometricamente o contato osso-implante (BIC) e a area de
formacgao 6ssea ao redor da superficie das roscas (BA) em cortes ndo descalcificados
produzidos por meio do sistema EXAKT.

Em estudo complementar in vitro, avaliar a expresséo génica e a producéo de
proteinas relacionadas a diferenciagdo e atividade osteoblastica em células pré-
osteoblasticas de camundongos (MC3T3-E1), respectivamente, por meio das técnicas
de RT-gPCR e ELISA.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Esta secao foi subdividida em subtemas relacionados a tematica da presente
proposi¢ao, trazendo respaldo cientifico a pesquisa desenvolvida e apresentada neste
trabalho académico.

3.1 Tecido Osseo e Osseointegragio

O osso é um tecido formado por matéria organica e inorganica, composto por
fibras de colageno enrijecidas com cristais de hidroxiapatita (HA) intercalados, sendo
responsavel pelo apoio, movimentagdo e protecdo de 6rgdos internos. A matriz
organica é composta basicamente por colageno tipo | contendo proteoglicanas de
baixa massa molecular, proteinas nao colagenas e correspondem a 25% do seu peso;
a parte mineral do osso corresponde a 65% de seu peso os 10% remanescentes sao
agua?'. Durante atividades como andar e mascar, séo transferidas cargas pesadas de

forma direta para sua estrutura, o que significa que os implantes artificiais precisam

suportar essa carga. Estima-se que o ciclo de mascar, se da na ordem 1x10° ciclos
por ano e com uma forga média de 700N, e suas propriedades sao mantidas por meio
de processos de remodelagéo continua regulada pela “Lei de Wolff'?122,

O processo de osseointegragédo pode ser definida como uma cicatrizagao, cujo
resultado & o estabelecimento e manutencdo de uma fixagdo rigida clinicamente
assintomatica de um material aloplastico em osso sob carga funcional. De maneira
sucinta, apos instalagao do implante, ele ira interagir por um recobrimento de proteinas
presentes no sangue, seguido por um coagulo, sequestrando plaquetas e fatores de
crescimento, sequenciado por uma diferenciacdo e mineralizacdo celular.
Posteriormente, ocorre um discreto crescimento 0sseo e angiogénese com

remodelagdo do osso do leito receptor?.
3.2 Superficies dos Implantes e Osseointegragao
Descrito por Albrektsson?* na década de 1980, a topografia da superficie foi

identificada com um dos seis fatores relevantes para incorporagao de implantes ao
osso. Dependendo de sua configuragdo, podera acelerar a formagado Ossea,
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resultando em melhor estabilidade durante a fase de cicatrizagcdo e permitindo uma
carga mastigatéria mais precoce.

A instalagdo de implantes dentarios no tecido 6sseo fomenta uma sequéncia
de eventos moleculares e celulares que levem a interagao do osso do leito receptor e
a superficie do implante. Neste contexto, as modificagbes topograficas das
superficies, com obteng¢ao de texturas microtopograficas e nanotopograficas podem
afetar essa interacdo. Além da modificacdo da textura, os tratamentos de superficie
através da incorporagao de substancias aditivas criam uma topografia mais atrativa
para diferenciagdo osteoblastica, adesao de proteinas e osteogénese. Em um estudo
recente, comparando implantes com e sem nanotopografia, foi demonstrado que
implantes com tratamento de superficie apresentaram maior prevaléncia de elementos
como Ca e P no tecido mineralizado ao seu redor e foram mais resistentes ao

processo de remogao por torque?>2°,

3.3 Tratamentos de Superficie dos Implantes

O Estudo da topografia de superficie de implantes foi um divisor de aguas para
area, sendo considerado de fundamental importancia para compreensao da adesao e
diferenciagdo dos osteoblastos e mineralizagdo celular. Estudos mostram que a
caracterizac¢ao a nivel micro e nano-escala pode influenciar o processo de cicatrizagao
de forma positiva. Acredita-se que a nivel nanométrico esses implantes com
tratamento de superficie efetuem absorcao de proteinas, assim beneficiando a adesao
celular, além da precipitagao de fosfato de calcio, o que pode acelerar a estabilidade
primaria dos implantes?’.

As superficies dos implantes podem ser tratadas por diversos métodos,
classificado em métodos mecanicos, quimicos e fisicos. No implante dentario, o
tratamento de superficie tem por objetivo modificar a topografia da superficie e a
energia da superficie, resultando em uma melhor molhabilidade, aumento da
proliferagéo e crescimento celular e processo de osseointegragéo acelerado??-32 .

As caracteristicas macrométrica, micrométrica e nanométrica do implante
determinarao o padrao de troca idnica com o osso peri-implantar. Em nivel nano, suas
caracteristicas topograficas desempenham papel crucial na resposta celular. As
superficies com tratamento e/ou maior rugosidade e energia de superficie, tendem a

aumentar o contato osso-implante acelerando assim a integragao33,
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Os métodos de tratamentos de superficie podem ser realizados por meio da
adicdo ou subtracdo de elementos: nos métodos de adicdo, um revestimento é
adicionado ou integrado ao titanio, destacando-se a pulverizagao de plasma de titanio
(TPS), plasma de hidroxiapatita (HA), alumina, fosfato de calcio (CaP) dentre outros.
Nos métodos de subtragdo, uma camada da superficie do metal é removida por meio
de jateamentos, ataque acido e anodizagao, entre outras, tendo como principal foco
induzir a molhabilidade e/ou energia de superficie (Figura 1)34. A bioatividade do
implante é afetada por modificagdes quimicas da sua superficie, como tratamentos
térmicos alcalinos, condicionamento acido, oxidagéo eletroquimica, tratamentos pelo
método sol-gel, pulverizagéo por plasma, e implantagao de ions. A camada superficial
modificada induz uma troca continua de fluidos e ions, que pode estimular a ligagao
de proteinas a superficie e as reagdes celulares subsequentes relacionadas a sua

ligagdo bioquimica35-3°.

Figura 01 — Organograma dos diferentes métodos de tratamento das superficies de implantes

IMPLANTES COM PEQUENAS RANHURAS
SUPERFICIE ADQUIRIDAS NO PROCESSO DE CORTE,
LISA SEM SUPERFICIE INDUTORA

EX:
-REVESTIMENTO COM
FOSFATO DE CALCIO (CaP)
-PULVERIZAGAO C/ PLASMA
DE TITANIO
-DEPOSIGAO DE [ONS

ADICIONADO OU INTEGRADO

SUPERFICIE A SUPERFICIE DO TITANIO

TEXTURIZADAS

Removido uma camada EX:

SUBTRAGAO

do nucleo do implante
para encrespar material
ou agente quimico. E
totalmente integrado no
ntcleo do titanio

-POLIMENTO ELETROMECANICO

-JATEAMENTO
-DECAPAGEM C/ ACIDO
- DECAPAGEM C/ GRANALHA
- DECAPAGEM C/ ACIDO E
OXIDAGAO

Fonte: Adaptado de Alves™.

Segundo Wennerberg e Albrektsson?*, as superficies dos implantes podem ser
divididas categoricamente como: rugosa (Sa >2,0 um), (Sa= média aritmética da
rugosidade da superficie medida em trés dimensdes sobre um plano); minimamente
rugosa (Sa = 0,5 a 1,0 yum); moderadamente rugosa (Sa = 1,0 a 2,0 ym); lisa (Sa <

0,5 ym). Os melhores resultados biolégicos sdo obtidos por superficies mais rugosas.
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Porém, em uma revisao sistematica os autores concluem que a rugosidade moderada
€ a ideal, visto que as superficies muito asperas podem apresentar distancias minimas
entre os picos da superficie do metal fazendo as células entende-las como superficies
lisas; entretanto, a literatura apresenta bastante divergéncia com relacédo a
caracterizagéo “superficies lisas” ou asperas”'®. Esse resultado foi também suportado
por outro estudo, comparando superficies com micro- rugosidades, no qual foram
confirmados os efeitos benéficos das superficies moderadamente rugosas na
diferenciagcdo de osteoblastos e de migragao celular®.

3.3.1 Tratamento de superficie por métodos acidos

O tratamento superficial de Ti e suas ligas pode ser realizado por meio do
condicionamento com acidos, como o acido fluoridrico (HF), acido nitrico, sulfurico ou
duplo ataque acido (DAE), a fim de se obter uma camada estavel de Oxido. A
concentracdo de acido, o tempo e a temperatura sdo fatores determinantes da
microestrutura da superficie. Este tipo de superficie pode combinar uma
macrotexturizagao feita com o jateamento de particulas com a microtexturizagao
causada pelo ataque acido*'-8.

Varios estudos demonstram que o tratamento com acido causa mudangas na
camada de 6xido (TiO2) e na estrutura da superficie de titanio e de zircbnia. Em alguns
estudos com superficie acida foi demonstrado um melhor desempenho biomecanico,
a medida que o periodo experimental avanga o contato osso/implante melhora,

demonstrando maior grau de mineralizagédo dssea*'4.

3.3.2 Tratamento de superficie por métodos alcalinos

Nos ultimos 10 anos o tratamento alcalino do titanio e suas ligas demonstraram
poder produzir estruturas complexas em superficie de nanoescala, o que atraiu
consideravelmente a atengdo de diversos pesquisadores. Kim et al.® foram os
primeiros a demonstrar tratamento alcalino em superficie de titanio, indicando sua
bioatividade favoravel e observando a formagéo de apatita na superficie. Xing et al.%’
determinaram as concentragdes adequadas de NaOH para producao de estrutura de
nano redes homogéneas, e sugeriram suas vantagens em relacdo a atividade

osteogénica. Portanto, o tratamento alcalino € considerado uma técnica adequada
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para a melhora da superficie do titanio de maneira consideravel, aumentando o seu

desempenho na osseointegragao*9-51,

3.3.3 Tratamento de superficie com metais

Entre as matérias-primas para obtencdo ou associagao com implantes, como
zircOnia e metais (aluminio, vanadio, titdnio puro e dos diferentes graus), os metais
possuem destaque pelos mais de 50 anos de estudos e casuistica com implantes
usinados, e também devido a alta resisténcia a fadiga e o grande desempenho
mecanico. As aplicagdes mais comuns sdo em: parafusos ortopédicos, placas de
fraturas, fios, implantes dentarios, protese de articulagbes, assim como também os
substitutos 6sseos®2.

A grande versatilidade dos metais para ser usado com matérias biologicas,
deve-se também, a n&o abrasividade, polimento e facilidade em esterilizagdo sem
mudar sua conformidade estrutural. Para serem utilizados com seguranga no corpo
humano, esses metais devem apresentar alguns requisitos minimos como: ser
biocompativel, ndo produzir rea¢des inflamatodrias, alérgicas ou toxicas, e ser
quimicamente estavel®3.

Muitos trabalhos concluiram que a combinagdo de materiais organicos e
inorganicos para revestimentos poderia fornecer uma camada excelente e com maior
resisténcia a corrosdo para substratos metalicos®354.

Sul et al.’%%, sugeriram que ligagdes bioquimicas baseadas na quimica
bioativa da superficie representada por ATiOxB (A: cations metalicos; Oxidos /
hidroxidos de titanio; e B: anions metalicos) podem melhorar as respostas ésseas.
Varios estudos também demonstraram que tratamentos baseados na quimica
ATiOxB, incluindo incorporagdo de anion e incorporagao de cation (ex: calcio [Ca],
magneésio [Mg], estréncio [Sr]), influenciam mais positivamente a resposta Ossea

devido as propriedades topograficas da superficie.
3.3.4 Tratamento de superficie com adi¢cao de estroncio
Entre os elementos bioativos encontrados no 0sso, o Sr?* é o mais amplamente

estudado devido ao seu duplo efeito no metabolismo esquelético, promovendo a

osteogénese e suprimindo a reabsorgdo osteoclastica®’-0.
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Os mecanismos pelos quais o estréncio afeta a remodelagao éssea com duplo
impacto sobre os osteoblastos e osteoclastos, permanece desconhecido. Resultados
in vitro demonstram que o ranelato de estrébncio age sobre a diferenciagcéo
osteogénica de células mesenquimais. Além disso, ele reduz a adesdo dos
osteoclastos ao osso, aumentando a atividade de fosfatase alcalina e a sintese de
colageno®®®!. O ranelato de estréoncio é um medicamento anti-osteoporose que
demonstrou uma alta eficiéncia em pacientes com disturbios metabdlicos 6sseos,
apresentando um papel crucial na formagao 6ssea através dos seus ions atuantes na
estimulacao e proliferagdo osteogénica, além de efeito inibidor da reabsorgao 6ssea,
diminuindo a produgdo de metaloproteinase da matriz 6ssea®?-68,

A literatura demostra diversos métodos de incorporacédo de estrbncio, como:
hidrotérmicos, anodizagdo e magnéton co-sputtering®7%. O método hidrotérmico é
uma alternativa simples e de baixo custo, demonstrando viabilidade na incorporacéo
na superficie do titanio’'"3. Estudos in vitro em animais saudaveis’*’%, nos quais o
estroncio foi adicionado a superficie de implantes através de método hidrotérmico,
demonstraram melhor integracdo 6ssea. Também foram encontrados resultados
positivos em outro estudo na osseointegragéo precoce em coelhos osteoporéticos’®.

Em uma revisdo sistematica*® que seguiu a metodologia PRISMA sobre
tratamento de superficie com estréoncio, foi demonstrado que em um total de 11 (onze)
estudos, 9 (nove) relataram que os implantes de titanio adicionado com estréncio
mostraram significativamente maior BIC, concluindo também que esta adigao melhora
as propriedades biomecanicas dos implantes. Perante as pesquisas que fizeram
analise por torque de remocg&o, houve um aumento significativo com a adicdo de
estréncio, melhorando a osseointegragdo e microarquitetura do tecido 6sseo?.

Em um estudo recente’”, no qual se analisou por meio de torque de remocgéo e
analise histologica a superficie de implantes SLA com adi¢do de estroncio pelo
meétodo hidrotermal, observou-se melhoras significativas nas trabéculas osseas e
matriz 6ssea no grupo SLA-Sr, possuindo uma camada mais densa e continua de
osso lamelar quando comparada ao grupo SLA, consequentemente maior BIC e BA e
um aumento consideravel no toque de remog&o. Em outro artigo’® com metodologia
semelhante a do estudo anterior (SLA- Sr e SLA), porém em ratos com osteoporose
induzida, também foram observados resultados positivos ao incremento do Sr?*.

Em outro estudo’® sobre estroncio adicionado pelo método hidrotermal, que

utilizou o modelo animal de diabetes induzida, e avaliou contato osso-implante (BIC%)
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e a area 0ssea (BA%), foi demonstrado que o grupo do estréncio (SLA-Sr) apresentou
maior BIC%, além de uma menor inflamacao.

Um estudo recente in vitro®? mostrou agéo positiva do estréncio no potencial
osteogénico e efeito anti-inflamatorio em pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e macréfagos
(RAW264.7) de camundongos. Em analise proted6mica foram identificadas 46
proteinas aderentes aos revestimentos, com diferenga significativa na afinidade as
superficies, sendo que nas superficies com estréncio, 6 proteinas tiveram afinidade
reduzida de adeséao e 40 apresentaram afinidade aumentada em relagéo a superficie
sem estroncio.

Em uma revisdo sistematica publicada em 20228', onde se avaliou a eficacia
de suplementagao de estréncio (por via oral) e sua incorporacdo na superficie dos
implantes (liberagdo local) na osseointegragdo de implantes em condigbes
osteopordticas, foram incluidos quatorze ensaios pré-clinicos com diversos modelos
animais, em um total de 404 animais ovariectomizados, sendo elegiveis 789 implantes
perante o estudo. Os resultados revelaram que a suplementacdo com estroncio
(sistémica ou local) promoveu um aumento significativo, em média, de 17,1% no
contato osso implante (BIC%) e 13,5 na area éssea (BA%). Analise por uCT
demonstrou que o implante enriquecido com estréncio tende a otimizar a resisténcia
mecanica do osso recém-formado.

O efeito do ion Sr?* na proliferagdo celular esta diretamente relacionado com a
sua concentragdo, uma alta dosagem tera efeitos adversos na mineralizagdo 0ssea,
enquanto uma baixa dosagem n&o ird contribuir para formagéo dssea®%. Sobre a
concentragdo, Silas et al.5® em um estudo in vitro, apontam que a concentragio entre
0,21 e 21,07 ppm no meio de cultura de células levaria a uma maior atividade da
fosfatase alcalina. O estudo de Li et al.53 (2019), in vivo, reforga as concentragbes do
artigo anterior (0,49 ug / ml por dia, 1 ppb = 1.000 pg / ml). Esse percentual de
concentracdo entre 0,21 e 21,07ppm nos estudos supracitados, € reforcado por

diversos artigos’®:82:84-89,

3.3.5 Combinagao de tratamento quimico e adi¢ao de estréncio na superficie de
implantes
Baseado no exposto e considerando os beneficios individuais de cada
tratamento de superficie, nosso grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Joni Cirellie em
colaboracdo com a empresa Extremus - Smart Surface (S&o Carlos/SP), tem
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trabalhado na avaliacdo e associacdo de novas substancias as superficies
desenvolvidas pela empresa Extremus. Em estudos prévios pela avaliagdes in vitro
de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, foi demonstrado, que o tratamento de
superficie, proporcionam uma superficie com alteragbes em escala micro e
nanotexturas®. Sua associagdo com a adigdo de estroncio por método hidrotermal
também foi testada demonstrando-se promissor para melhorar as propriedades dos
implantes, visando a aplicacdo em areas com o0sso de baixa qualidade ou em
pacientes com alteragdes sistémicas que comprometam a osseointegragdo®’.

Em outro estudo do grupo, os resultados da caracterizagao fisica demonstram,
por meio da analise da rugosidade superficial das amostras, bem como, da area
efetiva superficial, que os tratamentos fisicos e quimicos utilizados, foram eficazes em
alterar o padréo topografico das amostras de Ticp®2. A caracterizagdo biologica das
amostras, apontam resultados favoraveis para o desenvolvimento das células

precursoras 0sseas, visto que, pela analise da viabilidade celular, utilizando-se o

reagente Alamar Blue®, associada aos testes de MEV (adesédo celular) e
Fluorescéncia Direta (morfologia celular), as células demonstram-se viaveis, aderidas
e com padrao de diferenciagdo celular avangado, confirmado pela analise da
expressao génica de proteinas presentes na via osteogénica (Bmp-2, Spp1, Cd36).
Sendo assim, concluimos que o desenvolvimento destas superficies, com o padrao
topografico apresentado, é favoravel a diferenciagao das células precursoras 0sseas,
agindo diretamente na melhoria das reacgdes/interacbes do metal com as células
presentes nos sitios que recebem os implantes dentarios. Estes processos celulares
podem ser acelerados, favorecendo a osseointegragdo, em regides com qualidades
Osseas deficientes, provenientes de alteragdes sistémicas metabodlicas (Diabetes
Mellitus e Osteoporose) que dificultam a osseointegracdo dos implantes dentarios.
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4 MATERIAL E METODO

Esta pesquisa foi realizada seguindo a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA e as Diretrizes da
Pratica de Eutanasia do CONCEA, ambas disponiveis em www.gov.br/mcti/pt-
br/composicao/conselhos/concea, sendo que o projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP
(FOAr-uUNESP), com numero de registro 14/2020 (ANEXO 1). A Metodologia segue
parametros ARRIVE 2.0.

4.1 Confecgao dos Implantes

Foram utilizados implantes especialmente desenvolvidos para o projeto. Os
implantes utilizados nesse trabalho foram confeccionados a partir de barras de titanio
comercialmente puro, pela empresa colaboradora Implalife Biotecnologia, Aragatuba-
SP sob a supervisdo do pesquisador Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior, com 2.2
mm de didmetro e 4 mm de comprimento. Apds usinados, os implantes receberam os
tratamentos de superficie da empresa Extremus Smart Surface (Sao Carlos, SP), e
esterilizados através de irradiador multiproposito do IPEN/USP em dose de 25kGy,
onde posteriormente foram feitos Microscopia eletronica de varredura (MEV) para
avaliar e confirmar a presenca das superficies apds a esterilizacdo, como mostra a

figura 2.

4.2 Grupos Experimentais

Grupo 1: Superficie usinada - acabamento superficial ocasionado pelo
processo de usinagem (U);

Grupo 2: superficie tratada micro e nano topograficas (MN);

Grupo 3: superficie MN, seguido a adigdo de estroncio (MNSr);

Grupo 4: superficie MN, seguido da adigdo de maior quantidade de estréncio
(MNSr+).
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Figura 02 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das superficies*

- -
|
- : - I
Il " "> s g
Y S -
- A
- ’ » - o | &
v «
ol kPl
N ’
. » - -
~ -~
P
3
u U L

A) topografia usinada
B) micro e nano topografica
C) micro e nanotopografica com Sr*? (em amarelo o mapeamento do Sr?*)

D) Micro e nanotopografica com mais Sr*2 (em vermelho o mapeamento do Sr?*)

* As superficies foram desenvolvidas e produzidas no laboratério de desenvolvimento de
tecnologia da Extremus Smart Surface.

Fonte: Acervo da propria pesquisa.

4.3 Desenho Experimental

No presente estudo foram utilizados 64 ratos da linhagem Rattus Norvegicus,
variagao albinus, Holtzman, machos, adultos, de aproximadamente 3 meses de idade,
com massa corporal entre 300 e 350 gramas, originarios do Biotério da Faculdade de
Odontologia da UNESP de Araraquara (FOAr-UNESP).

O sitio de implantagao foi a tibia, bilateralmente, de cada animal. No processo

experimental os animais foram randomicamente distribuidos igualmente em quatro
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grupos de acordo com os tratamentos de superficies, descritos acima, totalizando 16

animais por grupo, e um total de 128 implantes instalados (Figura 03).

Figura 03 — Desenho experimental do estudo
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Fonte: Elaboragao propria.

Ao final da realizagao dos tratamentos, os animais foram mantidos em ambiente
com ciclo claro/escuro de 12h e temperatura controlada. O ambiente de alocacéao
possui exaustor de ar, onde a ventilacdo sempre esta sendo renovada. A dieta
desenvolvida para o experimento foi composta por ragdo comercial sélida, com acesso
a agua ad libtium filtrada durante todo o periodo experimental. Ademais, neste estudo,
no décimo quinto (15) e no quadragésimo quinto (45) dia, os animais foram
eutanasiados para remocao e avaliagao do tecido ésseo contendo o implante e tecido
0sseo adjacente (Figura 04). A distribuigdo dos animais entre os grupos foi feita
aleatoriamente, por randomizagdo, e ambos os sitios de cada animal receberam o

mesmo tratamento.
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Figura 04 — Organograma com a distribuicdo dos animais nos grupos e periodos
experimentais
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Fonte: Elaboragao propria.

4.4 Procedimento de Cirurgia e Eutanasia

Sequéncia do procedimento de instalagao dos implantes e eutanasia
executados de modo padronizado nos animais, e com cirurgido unico e treinado

através de cirurgia piloto.

4.4.1 Instalagao dos implantes

Apods jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados por uma combinagao
de Quetamina com Xilazina, na propor¢do de 0,08 ml/100g de massa corporal
(Cloridrato de Quetamina 10% — Francotar — Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.) e 0,04
ml/100g massa corporal (Cloridrato de Xilazina - Virbaxyl 2% - Virbac do Brasil Ind. e
com. Ltda.), respectivamente. Apds imbolizagédo em decubito ventral os animais foram

submetidos a tricotomia da regido interna das patas direita e esquerda e realizada a
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antissepsia com gaze estéril embebida em solugéo de povidine a 10%. Foi feita uma
incisdo de aproximadamente 10 mm em planos sobre a metafise tibial, e
posteriormente feita a dissec¢ao dos tecidos, realizando-se a osteotomia por meio de
uma fresa langa, sob irrigagédo de solugéo fisioldgica em abundéncia, e posteriormente

a instalagcéo do implante (Figura 05).
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Figura 05 - Sequéncia (A a G) Cirurgia para instalagao dos implantes

Perfuragdo com broca langa e irrigagao abundante e preparo do leito para
receber o implante e posteriormente sutura do leito cirurgico.

Fonte: Acervo da prépria pesquisa.

4.4.2 Eutanasia e obtengao das amostras

Apoés os periodos experimentais propostos (15 e 45 dias) os animais foram
eutanasiados com sobredose anestésica (3x vezes a dose anestésica) e as tibias
removidas. As tibias esquerdas (64 implantes) foram utilizadas para a avaliagao

biomecénica (torque de remogao) e de expressao génica no tecido 6sseo alveolar
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(RT-gPCR) e as tibias direitas (64 implantes) foram fixadas em paraformoldeido a 4%
por 48 horas, lavadas em agua corrente por 24 horas e armazenadas em alcool 70%.
Estas amostras foram avaliadas por meio de analise radiografica tridimensional
(Microtomografia computadorizada, Micro-CT) e analise histomorfométrica apds

processamento por meio do sistema EXAKT.

4.5 Analises In Vivo: Processamento das Amostras e Analises

As amostras foram divididas didaticamente em analises in vivo e in vitro

utilizando o osso da tibia remanescente dos ratos.

4.5.1 Avaliagcao do torque de remogao dos implantes

Apos a eutanasia dos animais, as tibias foram removidas e estabilizadas em
uma pequena morsa. Uma chave compativel foi conectada nos implantes e no
torquimetro (Tohnichi ATG24CN-S, Japan), e foram realizados movimentos no sentido
anti-horario, de desrosqueamento dos implantes, para aferir a forca do torque de

remogdo dos mesmos.

4.5.2 Avaliacao da expressao génica no osso alveolar (RT-qPCR)

ApOs a realizacao do teste de torque de remogao, o 0sso remanescente do sitio
ao redor dos implantes de cada grupo foi removido, dando uma margem de 2mm do
sitio do implante e armazenado em nitrogénio liquido e transferido para o freezer -
80°C para posterior extragao de RNA. O tecido foi macerado em nitrogénio liquido, e
em seguida a extragdo do RNA total foi realizada com TRIzol™ Reagent (catalogo no
15596018, Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) e PureLink™ RNA Mini Kit (
Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. Além
disso, foi realizado tratamento com DNase (RNase-FreeDNase Set — catalogo no
79254, Qiagen, Hilden, Alemanha) de modo a eliminar contaminagdo com DNA
gendmico. A quantidade e pureza do RNA foram medidos em espectrofotdmetro de
luz NanoVue UV/Visible Spectrophotometer (GE Healthcare, Piscataway, NJ) por
meio da avaliagao das absorbancias a 260nm e da relagdo entre as absorbancias a
260/280 nm, respectivamente. Em seguida, a reagdo de transcriptase reversa para
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sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando 1000 ng do total de RNA de cada
amostra foi realizada utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(catalogo no 4368814, Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), seguindo o protocolo
do fabricante.

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador StepOne Plus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA). 1 uL do produto
da reacao de RT foi utilizado em um volume total de reagdo de PCR de 10 uL. Este
volume inclui, além do produto da reagdo de RT, agua livre de nucleases, TagMan®
Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) e TagMan®
GeneExpression Assays (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) para os genes alvo
de rato: fosfatase alcalina (ALPL1, catalogo no Rn01516028_m1), osteocalcina
(BGLAP, catalogo no. Rn00566386_g1), e fator de transcrigdo 2 relacionado a runt
(RUNX2, catalogo no. Rn01512298 m1). O gene para controle endégeno da reagao
foi o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, catalogo no. Rn01775763_g1),
cujo nivel de expressao foi utilizado para normalizar a expressédo dos genes de
interesse. As condigbes pré-otimizadas de ciclagem recomendadas pelo fabricante
foram de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagao a 95°C por 15
segundos e de anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Apds normalizagao pela
expressdo do gene controle enddogeno (GAPDH), foram obtidos os valores de
expresséo para cada gene alvo (ACt). A média dos valores de ACt de cada gene alvo
referente foram comparados entre os grupos e transformados em fold-change em

relagdo ao grupo controle para representacgao grafica.

4.5.3 Analise por Micro-CT

As tibias direitas foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas e
posteriormente armazenado em etanol 70°. Essas amostras foram escaneadas por
um sistema de microtomografia computadorizada (Skyscan 1176, Aatselaar, Bélgica)
com o0s seguintes parametros: Pixel da camera: 12,45; Poténcia (tensédo) do tubo de
raios X: 65 kVP, corrente de raios X: 385 pA, tempo de integracdo: 300 ms, filtro de
cobre e aluminio de 1 mm, e tamanho do voxel: 18 pm3.

As imagens foram reconstruidas, reposicionadas espacialmente e analisados
por software especifico (NRecon, Data Viewer, CTAnalyser, Aatselaar, Bélgica). Os
parametros definidos para reconstru¢do foram: corre¢do de artefato (2), beam-
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hardening correction 30% e smoothing 2%. A regido de interesse (ROI) foi definida
como uma regiao circular de 0,5 mm ao redor de todo o didmetro do implante,
delineada a cada 10 planos. Este ROI foi definido como o volume total (margem de
0,5 mm em torno implantes—4,5 mm x 3,2 mm). O limite utilizado na analise foi 25—
90 em escala de cinza e os valores de volume do tecido mineralizado ao redor dos
implantes foram obtidos em porcentagem. Os parametros arquiteturais 6sseos
avaliados foram volume é6sseo (BV), volume tecidual (TV), fragdo de volume désseo
(BVITV), espessura de trabéculas (Tb.Th), separagao de trabéculas (Th.Sp) e numero
de trabéculas (Tb.N). Foi escalado um examinador treinado e cego para os grupos

experimentais para realizar esta analise.

4.5.4 Avaliacao histomorfométrica através do sistema EXAKT

Cada amostra obtida foi cuidadosamente analisada macro e
microscopicamente para registrar a extensdo da reacgdo tecidual observada. A
resposta tecidual foi avaliada na area compreendida nas regides circunjacentes ao
implante e a interface d0ssea.

Apos o processo de fixagdo, posterior lavagem com agua, armazenamento em
alcool 70% e escaneamento, as amostras foram desidratadas progressivamente em
solugdes de alcool etilico (80%, 90% e absoluto). A infiltracdo plastica foi realizada
com misturas de glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC) e alcool etilico, seguindo
variagdes gradativas, finalizando-se com duas infiltracbes de glicolmetacrilato puro,
sob agitacdo constante. Os cassetes foram mergulhados em recipientes contendo a
resina 7200, de forma gradativa — Alcool/Resina 70/30, 50/50, 30/70, 100, 100.
Tempo: 3 a 7 dias em cada solugao; exceto em resina absoluta (10 dias em cada).

Apés a infiltracdo plastica, as laminas foram incluidas em resina e
polimerizadas. Os blocos foram montados em Iamina acrilica com o auxiilio da resina
Tecnovit 4000 (Kulzer, Wehrheim, Alemanha). As laminas passaram pelos cortes de
180um, 120um, 80um até chegar em 50um. A coloragao das laminas foi feita com o
corante Stevenel’s Blue, para a avaliacdo do percentual do osso neoformado, por meio
da medida BIC (Bone Implant Contact - contato osso/implante); e da area de formagéao
Ossea proximo a superficie do implante - BA (Bone Area - area 6ssea no interior das
roscas). Para padronizagéo de analise, foram criados dois sub-grupos: contabilizando

cinco vales de cada lado de implante. O primeiro grupo: 1) Espacgo cortical (porgéo



32

mais coronal), onde foram contabilizando as duas primeiras roscas para este grupo; e
o segundo, 2) Espaco medular, correspondendo a area mais central, onde foram
excluidos os dois primeiros vales e incluidos os trés subsequentes de cada lado
(Conforme Figura 6), utilizando-se um microscopio de luz convencional DIASTAR
(Leica Reichert & Jung products, Alemanha), em aumentos de 40/10 vezes.

Figura 06 — Analise histométrica para as medidas de BIC e BA

Osso
cortical

Osso
Medular

A) Desenho esquematico do implante com areas destacadas em vermelho,
correspondendo ao osso cortical, sendo considerado dois vales, e area
destacada em verde, correspondendo ao espago medular, sendo
considerado trés vales. B) Corte histologico (2,5x) representativo das
areas mensuradas, delineadas em amarelo (roscas do osso cortical) e
em azul (roscas da area medular).

Fonte: Elaboracéo e acervo da propria da pesquisa.
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Figura 07 — Cortes histolégicos (10x)

A) B)
Demonstrando em:
A) a mensauracao do BA cortical e em

B) linha amarela em contato com a superficie do implante,
correspondendo ao BIC cortical.

Fonte: Elaboragéo e acervo da prépria pesquisa.

As imagens capturadas foram enviadas para um microcomputador, com o
auxilio de uma camera Leica Microsystems DFC-300-FX (Leica Microsystems,
Alemanha), com resolucdo de 13 megapixels, e salvas sob a extensdo TIFF. A
determinacao dos valores foi feita utilizando-se um software analisador de imagens

(Imaged 1.45s, NIH, EUA). Os valores para a extensao linear de contato osso/implante

e para a area Ossea foram obtidos em ym e pm2, respectivamente. As avaliagdes
foram realizadas por um examinador treinado previamente através de algumas

analises prévias de modo aleatdrio, sendo cegado para 0s grupos experimentais.
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4.5.5 Analise estatistica

Os resultados das avaliagbes biomecanicas, microtomografica,
histomorfométrica e o RT-qPCR foram digitados e tabulados no Excel e importados
para o software GraphPad Prism versao 60 para tratamento e geragao dos resultados.
Primeiramente, realizamos o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para confirmacao
do comportamento da normalidade dos dados. Em seguida, testes paramétricos de
comparagao média entre os grupos para modelos de medidas repetidas foram
realizados pelo método de Analise de Variancia a dois critérios (2 way-ANOVA), e
teste de comparag¢des multiplas de Tukey.

4.6 Analise In Vitro Complementar

Analises complementares foram realizadas in vitro durante o estagio de
doutorado sanduiche do candidato, na Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, na
Alemanha, conforme descrito abaixo. Para estas analises, discos de Ticp de 13 x 2
mm de didmetro/espessura, receberam os tratamentos de superficie, similares aos

implantes estudados no experimento in vivo.

4.6.1 Cultura de células

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem celular murina pré-
osteoblastica MC3T3-E1 (ATCC, EUA). As células foram cultivadas em meio essencial
alfa-minimo (a-MEM, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS, Invitrogen), 100 U de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina
(Invitrogen). As células foram cultivadas a 37 °C em atmosfera umidificada de 5% de
CO? e o meio de cultura celular foi trocado a cada dois dias. As células MC3T3 foram
semeadas (2x10* células/disco) nos discos experimentais em uma gota de 50 pl em
uma placa de cultura de células de 24 pocos. Apds 4 h, o volume final do pogo foi
completado para 1 mL. Para os experimentos, 10 mM de B-glicerofosfato (Carl Roth,
Karlsruhe, Alemanha) e 5 ug/mL de acido ascérbico (Carl Roth) foram adicionados ao

meio. Discos nao tratados serviram como controle
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4.6.2 Expressao génica de marcadores ésseos por RT-qPCR

A extragcdo de RNA foi realizada usando o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para determinar a
concentragcdo de RNA, foi utilizado o espectrofotdmetro NanoDrop ND-2000 (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). Quinhentos ng de RNA total foram transcritos
reversamente usando o Kit iScrip Select cDNA Synthesis (Bio-Rad Laboratories,
Munique, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante. Express&o génica de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), proteina morfogenética éssea 2
(Bmp2), osteopontina (Spp1), sialoproteina dssea (lbsp), osteocalcina (Bglap), fator
de transcricdo runt-related 2 (RUNX2), colageno tipo | cadeia alfa 1 (Col1a1) e
fosfatase alcalina (Alpl1) foi analisada por PCR em tempo real usando o termociclador
de PCR CFX96 (Bio-Rad Laboratories), SYBR green PCR master mix (Qiagen
QuantiFast SYBR Green PCR Kit, Qiagen) e primers de camundongo (QuantiTect
Primer Assay, Qiagen). Um pl de cDNA foi misturado com 12,5 pl de master mix, 2,5
pl de primer e 9 pl de agua livre de nuclease. A mistura foi aquecida a 95 °C por 5
minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 10 segundos e uma etapa
combinada de anelamento/extensdo a 60 °C por 30 segundos. Os dados foram
analisados pelo método comparativo dos ciclos limiares (delta/delta-CT).

4.6.3 Producao proteica de marcadores 6sseos por ELISA

Kits ELISA comercialmente disponiveis foram usados para medir os niveis de
proteina de BMP-2 (Human/Murine/Rat BMP2 ELISA Development Kit, 900-K255,
PeproTech, Cranbury, NJ, EUA) e Opn (RayBio Mouse OPN ELISA Kit, ELM-OPN,
RayBiotech , Peachtree Corners, GA, EUA) em sobrenadantes celulares de acordo
com as instrucdes do fabricante. A densidade 6ptica foi determinada usando um leitor
de microplacas (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) ajustado para 450 nm para
Spp1 e a 405 nm com corregdo de comprimento de onda ajustado para 650 nm para
BMP-2.

Os resultados da densidade Optica foram normalizados pelo numero de células
sobre cada disco. Para isto, apds 7 dias do plaqueamento, as células aderidas sobre

os discos foram lavadas duas vezes com 500 ml de solug&o salina tamponada com
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fosfato (PBS, Invitrogen) e, posteriormente, incubadas com 100 pl de 0,25%
tripsina/EDTA (Invitrogen), por 5 min. A solug&o de tripsina/EDTA foi neutralizada pela
adicdo de 1 ml de a-MEM suplementado com 10% de FBS. A suspensao celular foi
coletada e centrifugada a 1.300 g em temperatura ambiente por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de a-MEM.
Finalmente, as células foram contadas com um hemocitdmetro (Blaubrand Neubauer,
Brand, Wertheim, Alemanha).
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5 RESULTADOS

A seguir os resultados in vivo e in vitro

5.1 Torque de Remocgao

Na analise do torque de remogao (Fig. 08 e Tabela 01), observou-se diferencas
intragrupos significantes, entre os periodos de 15 e 45 dias, para os trés grupos com
superficies tratadas (MN, MNSr e MNSr+). Porém, no grupo U o torque de remogéo
foi estatisticamente similar entre os dois periodos. Diferengas intergrupos significantes

foram observadas entre o grupo U com os trés grupos tratados (MN, MNSr e MNSr+),
no periodo de 45 dias.

Figura 08 — Gréafico do Torque de remogédo (N/cm?) avaliado nos diferentes grupos, nos
periodos de 15 e 45 dias

#
16— l # — l
I # 1 15dias
x| Bl 45 dias
12 = *
1

o T T T —

Torque de remocao (N/cm?)
T

o

1 1
U MN MNSr MNSr+

*Diferenga significante entre os periodos (p<0,05).

# Diferenca significante entre os grupos em um mesmo periodo (p<0,05).

Teste Two-Way ANOVA seguido de Tukey.

Fonte: Elaboragéo propria.



38

Tabela 1. Médias e desvio-padrio (DP) da andlise de torque de remogdo, em Nicm’ dos implantes com diferantes tratamentos de supaerficie nos periodos de
15 e 45 dias.

Torque de remocio (N/cm?) Tratamentos de superficie
U
Periodos MN MNSr+
(mpp) MNS-' .............
15 dias 272541 500 A 321421533 ™ 2,91320,9553 ™ 4,600£1,115 ™
45 dias 560011,124 & 9,14423,100 = 8,80D+1 502 B 11,1024,098 =

Letras sobrescritas distintas (maidsculas comparam os periodos na coluna, mindsculas comparam o3 tratamentes de superficie na linha) indicam diferenga
estatistica ao teste de Two-Way ANOVA sequido de Tukey (p<0.05)

Fonte: Elaboragao propria.

5.2 Analise Ossea por Micro-CT

Nesta analise, o tecido ésseo ao redor do implante foi dividido em osso cortical
(area mais coronal do implante) e medular (area mais central do implante). As medidas
realizadas foram: BV/TV (Bone Volume / Tissue Volume) correspondendo ao volume
de tecido mineralizado dentro da regido de interesse (ROIl), TB/Th (Trabecular
Thickness) espessura das trabéculas 6sseas, TB/N (Trabecular Number) — numero de

trabéculas e TB/Sp (Trabecular Spacing)— espaco entre as trabéculas.

5.2.1 Osso cortical

No ROI correspondente a regido do osso cortical ndo houve diferenga
estatistica para BV/TV, TB/Th e Tb.Sp; entretanto, para Tb.N houve diferenca
intragrupo, entre os periodos de 15 e 45 dias, para os grupos MNSr e MNSr+. Também
foi observado diferengas intergrupo, entre os grupos MNSr e MNSr+, no periodo de
15 dias (Fig. 9 e Tabelas 02 a 05).
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Figura 9 — Analise por Micro-CT do tecido 6sseo na regido correspondente ao osso cortical
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#Diferenga significante entre os grupos em um mesmo periodo (p<0,05).

Teste Two-Way

ANOVA seguido de Tukey.

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 2. Médias e desvio-padrao (DP) da andlise de volume 0sseo ¢ tecidual (BV/TV), em porcentagem na regido cortical 6ssea nos implantes com diferentes
tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

BVITV (%)
CORTICAL Tratamentos de superficie
0 _
Periodos " MN MNSr+
(méia:OP) il
15 dias 232822134 221424709 ™ 21,981,123 % 21,53+2,950 **
45 dias 246222852 ™ 21,243,926 ™ 22,3123,723 % 21,3642,067 **

Letras sobrescritas distintas (maiGsculas comparam os periodos na coluna, minGsculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenga
estatistica ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).

Tabela 3. Médias e desvio-padrido (DP) da andlise de nimero de trabéculas 6sseas (Th,N), em milimetros na regido cortical 6ssea nos implantes com diferentes
tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

Th.N (mm)
CORTICAL Tratamentos de superficie
] =
Perlodos MN MNSr+
(média:Or) MNSe
15 dias 1,875+0,09008 ** 1,851+0,08790 ** 2,003£0,1545 " 1,78940,1256 ™
45 dias 1,731£0,09992 » 1,683£0,1230 1,71520,09981 = 1,586£0,1173 %

Letras sobrescritas distintas (mai

eslatistica ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0.05).

Fonte: Elaboragao propria.

Wisculas comparam os periodos na coluna, minGsculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenga
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[rabela 4. Médias e desvio-padrio (DP) da analise de espessura de trabéculas 6sseas (Tb.Th). em milimetros na regido cortical éssea nos implantes com
_diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

Th,Th (mm)
CORTICAL Tratamentos de superficie
0 —
Periodos (médiaDP) MN MNSr MNSr+
15 dias 0,1188£0,01246 ** 0,113820,01923 * 0,103840,01188 * 0,1163£0,01685 *
45 dias 0,136310,01188 * 0,121120,02571 * 0,1270+0,02406 ™ 0,1289+0,01453

Letras sobrescritas distintas (mailsculas comparam os periodos na coluna, minGsculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenga™
estatistica ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey. (p<0,05).

Tabela 5. Médias e desvio-padrio (DP) da andlise de separa¢do de trabéculas ésseas (Th,Sp), em miimetros na regido cortical 6ssea nos implantes com
diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

Th.Sp (mm)
CORTICAL Tratamentos de mﬂdo. .
Periodos ( “I”mm MN MNSr MNsr+
15 dias 0,7025£0,1347 2 0,636320,02073 * 0,6288+0,008345 ** 0,6300£0,02000 “
45 dias 0,653840,01768 ** 0,631120,02571 * 0,637040,02710 ™ 0,6333£0,01414 ™

Letras sobrescritas distintas (maiisculas comparam os periodos na coluna, mindsculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenga
estatistica ao teste de Twg-Way ANOVA seguido de Jukay (p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.

5.2.2 Espago medular

No espago medular ndo houve diferenga estatistica intergrupos, em ambos os
periodos avaliados para todas as medidas. Porém, foi observada diferencga intragrupo
significante para a medida Tb/N, no grupo MNSr, entre 15 e 45 dias (Fig. 10 e Tabelas
06 a 09).
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Figura 10 — Analise por Micro-CT do tecido 6sseo na regido correspondente ao osso medular
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*Diferenga significante entre os periodos de um mesmo grupo (teste T-student, p<0,05). #
Diferencga significante entre os grupos de um mesmo periodo (teste ANOVA seguido de Tukey,
p=<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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Tabela 6. Médias e desvio-padrao (DP) da analise de volume 6sseo e tecidual (BV/TV), em porcentagem na regido medular 6ssea nos implantes com diferentes
tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

BVITV (%)
MEDULAR Tratamentos de apuldo :
Periodos mfxnm MN MNS MNSr+
15 dias 21,6043,463 ™ 21,0244,033 % 22,532,162 21,2042,554
45 dias 19,9124 282" 18,1243,982 % 22,3342 65454 19,52+3 6224

Letras sobrescritas distintas (maiGsculas comparam os pericdos na coluna, mindsculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenca
estatistica ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).

Tabela 7. Médias e desvio-padrdo (DP) da andlise de ndmero de trabéculas dsseas (ThbN), em milimetros na regido medular 6ssea nos implantes com
diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

Th.N (mm) Tratamentos de superficie
Periodos (mﬂiul +DP) MN MNSr MNSr+
15 dias 1,809:0,1755 % 1,810£0,1345 % 2,03020,1973 % 1,79820,1586 *
45 dias 1,70420,1705 % 1,611£0,1389 % 1,69620,1809 = 1,69720,1360 *

Letras sobrescritas distintas (mailsculas comparam os periodos na coluna, mindsculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenca
estatistica ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey. (p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.

Tabela 8. Médias e desvio-padrdo (DP) da andlise de espessura de trabéculas 6sseas (Th,Th), em milimetros na regido medular éssea nos implantes com
diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

Tb.Th (mm)
MEDULAR Tratamentos de superficie
1] —
Periodos (média+DP) MN MNSr MNSr+
15 dias 0,1138£0,01506 0,110040,01927 » 0,1050£0,01604 0,1138+0,009161*
45 dias 0,1163£0,03159 0,1089£0,02804 ** 0,1280£0,02251* 0,1078£0,01481 *2

Letras sobrescritas distintas (maidsculas comparam os periodos na coluna, minasculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenca
Iestausum ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).

Tabela 9. Médias e desvio-padrdo (DP) da andlise de separagio de trabéculas dsseas (Th,Sp), em milimetros na regido medular 6ssea nos implantes com
diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

Tb.Sp. (mm) =
MEDULAR Tratamentos de superficie
W] —
Periodos (médiasDP) MN MNSr MNSr+
15 dias 0,6875+0,1162 ™ 0,6250+0,02449 0,6313£0,01642 » 0,6100£0,03024 *
45 dias 0,6475£0,06944 0,6356+0,06710 4 0,6380£0,01989 ** 0.6200£0,01732 4

Letras sobrescritas distintas (maidsculas comparam os periodos na coluna, minasculas comparam os tratamentos de superficie na linha) indicam diferenca
estatistica ao teste de Two-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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5.3 Analise da Expressao Génica por RT-qPCR

A Figura 11 apresenta os resultados da expresséo génica dos genes RUNX2,
BGLAP e ALPL1. Em analise intergrupos, ndo se observou diferenca estatisticamente
significante entre as expressdes dos genes supracitados.

Figura 11 - Fold-change, em relagéo ao grupo controle (U), da média e desvio padrao da
expressao génica dos genes alvos RUNX2, BGLAP e ALPL nos diferentes grupos tratados
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Anova-two way (p>0.05).

Fonte: Elaboragéo propria.

5.4 Analise Histomorfométrica pelo Sistema EXAKT

Para a medida BIC, foi observado no espa¢o medular diferenga intragrupo
significativa para os grupos U, MN e MNSr, entre os periodos de 15 e 45 dias. Esta
mesma medida, no osso cortical, apresentou diferenga intragrupo apenas para o
grupo MNSr. Diferengas intergrupos foram observadas para BIC entre o grupo MN e
os grupos U e MNSr (15 dias), e entre o grupo MNSr e U (45 dias). Ja para a medida
BA, observou-se que no osso medular ndo houve diferenga estatistica entre os
grupos; entretanto, no osso cortical, houve diferenga intragrupo nos grupos U, MNSr
e MNSr+ (entre 15 e 45 dias), (Fig 12 e Tabelas 10-13), Imagens histolégicas Figuras
13-16.
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Figura 12— Analise histométrica, compreendendo as medidas BIC (Bone Implant Contact) e
BA (Bone Area) nas regides correspondentes aos ossos medular e cortical
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#Diferenga significante entre os grupos em um mesmo periodo (p<0,05). Teste Two-Way
ANOVA seguido de Tukey.

Fonte: Elaboragao propria.

Tabela 10, Médias e desvio-padrio (DP) da analise de confato osso-implante (BIC), em porcentagem na regido cortical éssea nos implantes com diferentes
tratamentos de superficie nos periodos de 15 ¢ 45 dias

BIC (%)

CORTICAL U)o oo
V)
Periodos {médiasDP) MN MNSr MNSr+
15 dias 25,40:17.98 * 54,77+2245 % 31,041£15,24 & 32,16414,57 *»
45 dias 32,12420,95* 51,92223,49 A 56,85+20,26 4B,07416,69 **

Letras sobrescritas distintas (maidsculas comparam o3 periodos na coluna, minGsculas comparam os tratamentos de superficie na kinha) indicam diferenga
estatistica ao teste de Twe-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).

Tabela 11, Médias e desvio-padrio (DP) da andlise de contato osso-implante (BIC), em porcentagem na regido medular dssea nos implantes com diferentes
tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias

BIC (%)
MEDULAR Tratamentos de superficie
Periodos » I!U o MN MNSr MNSr+
15 dias 18,358,852 * 34,88£19,79 32,39417,89 » 26,84£18,01 *
45 gias 36,13414,16 ™ 52,06422,33 52,00£17,61 ® 43,80£20,29 **

os tratamentos de superficie na kinha) indicam diferenga

Letras sobrescritas distintas (malidsculas comparam o3 periodos na coluna, mindsculas comg
estatistica ao teste de Twe-Way ANOVA seguido de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.



Tabela 12 - Médias e desvio-padrdo (DP) da andlise de ocupagdo da fragdo de drea dssea (BA), em porcentagem
na regido cortical éssea dos implantes com diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

BA ™)
CORTICAL Tratarmenmos de supericio
v
Periados MN MNSr MNSre
(médas0P) ‘ . | e d | I~
15 das AR A ME2I 04 ™ 417429501 HT204M ™
45 das 5822:11.99 ™ Sy 7122288 ™ 577022096 ™ 4704219 ™

Lares sctrencriss Calintss (Maraciss Comparam O DErodos N ColLNa. MINGIas Wrﬂ o8 irstamenion Oe wo-.«‘.-cn ra leta) ndcam dderencs
A atatos 80 teste e Twd Way ANOVA seguido d¢ Tuhay (p<0.06)

Tabela 13 - Médias e desvio-padrdo (DP) da andlise de ocupagdo da fragdo de drea dssea (BA), em porcentagem
na regido medular éssea dos implantes com diferentes tratamentos de superficie nos periodos de 15 e 45 dias.

BA (%)

NEDULAR ) Tratamanios de wuperfcio
]
Periodos MN MINST MNSr+
(e3az0e) l ! ke V. | bbb
15 das 3383211, 0% 254421857 31 2129871 224721588 ™
+ * Ld *
45 Sas 403822148 ™ ST 19:18,10 ~ 289021594 ™ 23991388~

LOtras SCOMMACIrEss Culintas (MAaacUiss COMPIram Of DErodos Ne COLNA, MINUSCINS ca-;.un o8 Uratamenion O¢ u.o-.ﬂm e G ) NAcam dlerencs
oslathatics a0 toste de Tae Way ANOVA seguido de Tukay (9«0 08)

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 13 — Corte histolégico em aumento de 2,5x representando o grupo Usinado em 15 e

45 dias
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Fonte: Elaboracéo e acervo da propria pesquisa.



46

Figura 14 — Corte histoldgico em aumento de 2,5x representando o grupo Micro Nano
topografico (MN) em 15 e 45 dias
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Fonte: Elaboracéo e acervo da propria pesquisa.

Figura 15 — Corte histolégico em aumento de 2,5x representando o grupo MNSrem 15 e 45
dias
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Fonte: Elaboracéo e acervo da propria pesquisa.
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Figura 16 — Corte histologico em aumento de 2,5x representando o grupo MNSr+ em 15 e
45 dias
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Fonte: Elaboragao e acervo da propria pesquisa.

5.5 Analise Complementar In Vitro: Expressao Génica e Produc¢ao de Proteinas
RT-qPCR e Elisa

Diferencas na expressao de RNA de proteinas classicamente relacionadas a
osteogénese foram observadas entre os tratamentos para todas as moléculas
analisadas aos sete dias de cultivo celular, conforme mostrado na Figura 17. Na
avaliacao das proteinas aos 7 dias de cultivo, os resultados do Elisa normalizado de
acordo com o numero de células mostrou maior expressao de Bmp2 no grupo MNSr+,
e de Opn em ambos os grupos dopados com Sr?* em comparagido com o controle
(Figura 17B)
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Figura 17 - A) Graficos da expresséo de genes relacionados a via osteogénica avaliados no
intervalo de tempo de 7 dias. B) Teste ELISA de meio de cultura coletado de sobrenadantes
celulares apés 7 dias de cultivo celular
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A concentragao foi expressa em pg/mL e normalizada de acordo com o numero de células

(fg/células).
* indica a diferencga estatistica entre os grupos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de

comparagdes multiplas de Dunn (p<0,05).

Fonte: Elaboragao propria.
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6 DISCUSSAO

As analises in vitro prévias a este estudo e que chancelaram esse projeto para
avancar na analise in vivo, demonstraram que o tratamento alcalino proporcionou
maior molhabilidade e aumento da energia de superficie, o que favorece a
osteogénese celular. O tratamento favoreceu a viabilidade celular de células MC3T3-
E1, enfatizando aspectos positivos dessas superficies. Para incorporacdo do
estroncio, o método hidrotermal se apresentou como uma alternativa simples e viavel,
favorecendo a resposta, proliferacao e viabilidade celular®!-5,

Um grande numero de pesquisas relatou que superficies de titdnio modificadas
com topografias em micro ou nano-escala poderiam mediar a resposta celular e
melhorar a formag&o 0ssea®-?. As modificagdes topograficas em nano-escala em
superficies de implantes de titdnio aparafusados podem melhorar a osseointegragéo
precoce por intermédio da regulagao de alguns eventos biolégicos, como adsorgéo de
proteinas, adeséao celular e motilidade celular®6-98,

A incorporagao do estroncio pelo método hidrotermal € bastante descrita na
literatura, se demonstrando uma técnica simples e de custo baixo®-101,

No presente estudo utilizou-se tibias bilaterais de ratos da linhagem Rattus
Norvegicus, variagdo albinus, Holtzman, machos, adultos, de aproximadamente 3
meses de idade, com massa corporal entre 300 e 350 gramas, devido a facilidade no
manuseio, custos e possivel implantagao de implantes 2.2 mm de didmetro e 4 mm
de comprimento.

Os resultados da analise de torque de remog¢ao demonstraram maior torque em
45 dias comparado a 15 dias em todos os grupos com superficies tratadas, sugerindo
maior osseointegragao no periodo tardio, beneficiada provavelmente pela textura de
superficie mais favoravel nos grupos tratados, além da adigdo do estréncio a
superficie (MNSr e MNSr+). Um estudo que avaliou em duas e oito semanas a
cicatrizagdo de implantes com tratamento com estréncio (SLA-Sr) e utilizando
superficies moderadamente rugosas, houve aumento significativo nos valores do
torque de remogéao (p>0,05), além disso demonstraram uma maior area dssea'%?.

Na analise quantitativa e qualitativa do tecido dsseo, realizada por Micro-CT,
0S grupos nao apresentaram diferenga estatistica nas areas do espagco medular e do
osso cortical (BV/TV, TB/Th e TB/Sp). Porém, esta analise possui limitagdes técnicas
devido a alta densidade do metal, que pode produzir artefato técnico conhecido como
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beam hardening (endurecimento do feixe de raio x) interferindo na analise do tecido
0sseo ao redor dos implantes'031%4, Esta limitagdo pode ter dificultado a identificagcao
de diferengas significantes tanto na quantidade quanto qualidade do osso ao redor
dos implantes. Entretanto, na area do osso cortical observou-se diferenca estatistica
na comparacao intragrupo para Tb/N, nas duas superficies tratadas com estroncio
(MNSr e MNSr+), havendo uma redugao dos valores para o periodo de 45 dias, em
relagdo ao periodo inicial de 15 dias. Isto pode ser justificado por um aumento na
formacéo Ossea e unido das trabéculas, tornando o osso mais denso e com menor
numero de trabéculas detectadas por micro-CT. Esta interpretacdo, em parte, é
confirmada pela tendéncia de maior espessura trabecular (Tb/Th) no periodo de 45
dias, observado para todos os grupos. Ja no espago medular, houve diminuicdo de
BV/Tv nos periodos experimentais (15 e 45 dias), TB/Sp se manteve estavel e um
ligeiro aumento das trabéculas 6sseas (TB/Th). A literatura apresenta diversos
estudos utilizando essa técnica e tendo resultados positivos em relagédo a implantes
dentarios 03104,

Na analise histométrica pelo sistema EXAKT, a medida BIC no espago medular
apresentou diferenga estatistica intragrupo, entre os periodos de 15 e 45 dias,
demostrando maior formagao 6ssea no periodo experimental tardio. Ainda no espaco
medular, a medida BA n&o apresentou diferencga estatistica entre grupos e periodos.
Ja na area do osso cortical para o BIC houve diferenga estatistica intergrupos, onde o
grupo MN apresentou maior BIC aos 15 dias, quando comparado aos grupos U e
MNSr. Também o grupo MNSr apresentou maior BIC aos 45 dias, quando comparado
ao grupo U. Estas diferencas demonstram efeitos positivos dos tratamentos,
sugerindo estimulo na osseointegragdo. Na area do osso cortical, a medida BA
apresentou diferenga estatistica intragrupo entre os periodos experimentais (15 e 45
dias) para os grupos U, MNSr e MNSr+. A literatura correlata tras duas revisdes
sistematicas sobre tratamento de superficie com estroncio que analisa BIC; Em uma
primeira, com um total de onze estudos, nove deles relataram que implantes com
revestimento de estroncio apresentaram maior BIC e melhoraram a osseointegragao
dos implantes?®; Em uma segunda revisdo sistematica, onde se avaliou a
suplementacao via oral de estréncio com animais em condigdes osteopordticas, sendo
elegiveis 789 implantes, os resultados mostraram um aumento significativo do BIC
(17,1%) e da area 6ssea (13,5%), otimizando a resisténcia mecanica do osso recém-

formado®.
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Os resultados do PCR em tempo real ndo apresentaram diferenga estatistica
entre os grupos, fato que pode ser justificado pelo periodo da analise (15 dias). Este
pode ser considerado um periodo tardio quando se pretende avaliar diferengas na
expressao génica na fase inicial de diferenciagéo celular e formagao éssea ao redor
do implante. Portanto, estudos em periodos mais curtos teriam maior potencial de
demonstrar diferengas entre as superficies tratadas. Neste sentido, um estudo
complementar foi realizado in vitro utilizando discos com os mesmos tratamentos de
superficies descritos no estudo em periodo de analise de sete dias (7), tanto para
expressao génica quanto para producao de proteinas relacionadas a osteogénese.
Neste estudo destacaram-se as proteinas BMP2 e osteopontina (Spp1/OPN) que se
demonstraram significativamente com expressao génica e produgéo proteica maior
nos grupos com superficies tratadas, com destaque aos grupos com estréoncio. A
BMP2 é uma proteina de extrema importancia para o processo cicatricial e de
remodelagao 6ssea pos-implante, sendo ela encontrada na matriz éssea e possuindo
a capacidade de estimular células mesenquimais indiferenciadas a formar tecido
6sseo’%1"1 A osteopontina é uma das proteinas ndo colagenosas presentes na
matriz éssea, estudos demonstram que a OPN esta envolvida em atividades
bioldgicas, tais como: proliferacdo, migragdo e adesao de células relacionadas ao
0ss0, incluindo células da medula 6ssea, osteoclastos e osteoblastos, e esta ligada e
expressa pela integrina correspondente na superficie celular, tornando-se de
extermina importancia na remodelagdo dssea’'?''3, Estudos demonstram que a
deposigdo de OPN aumenta a osteogénese''*'15. Assim, os resultados demonstram
a capacidade de biomineralizac&do dos implantes de superficie tratadas com estréncio.

Os resultados encontrados e discutidos evidenciam a relevancia da presente
pesquisa que busca desenvolver materiais que diminuem o intervalo de
osseointegracao trazendo novas possibilidades de dopagem e aditivos de implantes
dentarios, na busca por ampliar e aprofundar o conhecimento sobre a tematica para
futuras e novas possibilidades de implantes desses materiais, visando beneficios
clinicos e estéticos, contribuindo assim com avancos técnicos-cientificos nesta area
do conhecimento. Estudos pré-clinicos e clinicos complementares s&o necessarios se

confirmar os reais beneficios das superficies propostas.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que os tratamentos de
superficie estudados e adi¢cado de estréncio sdo promissores e superiores a superficie
usinada em algumas analises. Porém, nas condi¢des estudadas, foram similares entre
si. Assim, esta pesquisa aponta a necessidade de continuidade e avango de estudos
translacionais, visando melhor esclarecer os beneficios clinicos das superficies

estudadas a implantodontia.
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