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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.



52

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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