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Pinotti FE. Analise da osseointegracdo de implantes com superficie hidrofilica em areas
enxertadas: estudo pré-clinico em ratos [Dissertacio de mestrado] Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017

RESUMO

O objetivo desse estudo foi de avaliar o efeito de uma superficie hidrofilica sobre a
osseointegracdo de implantes em areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado
(DBB) ou com ceramica bifasica a base de p-fosfato de calcio/Hidroxiapatita
(HA/TCP). Foram utilizados 56 ratos que foram aleatoriamente divididos em 4 grupos
com 14 animais cada: DBB: Osso bovino desproteinizado (DBB) + Superficie usinada
(U); HA/TCP: Ceramica biféasica a base de p-fosfato de calcio/Hidroxiapatita (HA/TCP)
+ Superficie U; DBB-H: DBB + Superficie hidrofilica (H); HA/TCP-H: HA/TCP +
Superficie H. Foram confeccionados defeitos nas tibias que foram preenchidos com os
biomateriais, e os implantes foram inseridos 60 dias apds esse procedimento. Os
animais foram submetidos a eutanasia nos periodos de 15 e 45 dias ap0s a instalagédo
dos implantes. A osseointegracdo foi avaliada por analises biomecanicas, histométricas
e microtomogréafica. Adicionalmente a isso, foi avaliada a expressdo da proteina
morfogénica dssea 2 (BMP-2), da fosfatase alcalina (ALP) e da osteocalcina (OCN) por
imunohistoquimica. O grupo HA/TCP-H apresentou maior contra torque para remocao
de implantes e maior volume de tecidos mineralizados ao redor dos implantes que o
grupo HA/TCP. Os grupos DBB-H e HA/TCP-H apresentaram maiores valores de
contato osso-implante (15 e 45 dias), de 0sso entre as roscas dos implantes (45 dias), e
de expressdo de BMP2 (45 dias) do que os observados nos grupos DBB e HA/TCP.
Adicionalmente, foi verificado uma maior expressao de ALP (15 dias) no grupo DBB-H
do que no grupo DBB. Os implantes com superficie hidrofilica melhoram a
osseointegracdo em areas enxertadas em comparagdo com implantes com superficie
usinada.

Palavras-chave: Biomateriais. Implantes dentarios. Osseointegracéo.



Pinotti FE. Analysis of osseointegration of implants with hydrophilic surfaces in grafted
areas. A Pre-clinical study [Dissertacdo de mestrado] Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2017

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of a hydrophilic surface on the
osseointegration in grafted areas with deproteinized bovine bone (DBB) and with
biphasic ceramics of hydroxyapatite/B-tricalcium phosphate (HA/TCP). Fifty-six rats
were randomly allocated to 4 groups with 14 animals each: DBB: Desproteinezed
bovine bone (DBB) + Machined surface (U); HA/TCP: biphasic ceramics of
hydroxyapatite/p-tricalcium phosphate (HA/TCP) + Machined surface; DBB-H: DBB +
Hydrophilic surface (H); HA/TCP-H: HA/TCP + Hydrophilic surface. The bone defects
were performed at the proximal epiphysis of the tibia. Then, the defects were filled with
the biomaterials. After 60 days, the implants were placed in the grafted areas. The
animals were submitted to euthanasia at periods of 15 and 45 days after the implants’
placement. The osseointegration was assessed by biomechanical, microtomographic and
histometric analyses. In addition, the expression of bone morphogenetic protein-2
(BMP-2), alkaline phosphatase (ALP) and osteocalcin (OCN) was evaluated by
immunohistochemistry. The HA/TCP-H group presented higher removal torque values
and more volume of mineralized tissuesin the vicinity of the implants compared with
the HA/TCP group. The DBB-H and HA/TCP-H groups presented higher values of
bone-implant contact (at 15 and 45 days), of bone between the threads (45 days), and
expression of BMP-2 (45 days) than the DBB and HA/TCP groups. Furthermore, the
DBB-H group presented a higher expression of ALP than the DBB group (15 days). In
conclusion, implants with a hydrophilic surface improve osseointegration in grafted
areas compared to implants with machined surfaces.

Key-words: Bone substitutes. Dental implants. Osseointegration.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de implantes osseointegrados para tratamento do edentulismo tem
se tornado uma terapia cada vez mais difundida, sendo atualmente indicada para uma
grande gama de situages clinicas com altas de sucesso no tratamento reabilitador™ 2.
Entretanto, situacdes inerentes ao sitio do hospedeiro tal como a falta disponibilidade
Ossea limita a instalacdo dos implantes osseointegrados em posicdo adequada em todos
os casos> *, e a utilizacdo de biomateriais substitutos 6sseos tem sido proposta para
promover 0 aumento do volume 06sseo, 0 que permite a instalagdo dos implantes

dentarios em posicdo adequada® °

. Apesar do o0sso autdgeno ser considerado o
biomaterial padrdo ouro para ganho de tecido 6ssea®, algumas limitacdes como a
quantidade de enxerto 6sseo possivel de ser captado, a morbidade do leito doador e as
suas altas taxas de reabsorcao dificultam a utilizacdo de enxertos autégenos em algumas

situacdes clinicas” ®.

Como alternativa a utilizacdo dos enxertos autdgenos, enxertos com
propriedades estritamente osteocondutoras tem sido utilizados, e dentro desse grupo, 0s
enxertos de osso bovino desproteinizado (DBB) ¢ da associagdo do P-fosfato
tricalcio/Hidroxiapatita (HA/TCP) merecem destaque devido a sua alta previsibilidade
reparo do tecido 6sseo e longevidade no tratamento reabilitador™ ® * °. Entretanto, tem
sido relatado que implantes instalados em &reas enxertadas com biomateriais
osteocondutores apresentam menores taxas de sobrevivéncia do que os implantes
instalados em areas de 0sso nativo™ e em éreas enxertadas com 0sso autégeno’®. Um
estudo pré-clinico demonstrou que que implantes instalados em defeitos &sseos
executados em mandibulas de cées e enxertados com DBB e HA/TCP apresentaram
osseointegracdo semelhante as areas enxertadas com 0sso autdgeno, porém inferior aos

defeitos cicatrizados espontaneamente™.
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Alguns autores pesquisaram em estudos clinicos e pré-clinicos as consequéncias

da instalacdo de implantes em areas enxertadas:

Jensen et al.” avaliaram a diferenca de contato osso implante entre enxertos
realizados para levantamento de seio com 0sso bovino desproteinizado misturado com
0ss0 autdgeno provenientes de diferentes 0ssos do corpo e em diversas concentracoes.
No trabalho foram utilizados 40 mini-pigs que foram submetidos a cirurgia de
levantamento de seio bilateralmente e foram divididos em 2 grupos com 20 animais em
cada: Os levantamentos de seio foram realizados utilizando 0sso proveniente da crista
iliaca dos animais ou da mandibula e misturadas com Osso bovino desproteinizado
(DBB) em diferentes proporcdes, sendo dividido em 5 grupos com diferentes misturas
de osso autdgeno e 0sso bovino desproteinizado:(A)100% de 0sso autdgeno (crista
iliaca), (B) 75% de osso autdgeno (crista iliaca) e 25% de 0sso bovino desproteinizado,
(C) 50% de osso autdgeno (crista iliaca) e 50% de osso bovino desproteinizado, (D)
75% de osso autdgeno ( mandibula) e 25% de 0sso bovino desproteinizado, ou (E)
100% osso bovino desproteinizado. Um implante com superficie modificada por
jateamento e ataque acido foi inserido no mesmo momento cirdrgico do procedimento
de enxertia. Os animais foram sacrificados apds 12 semanas da colocacdo dos
implantes, e foi mensurado o contato-osso-implante de cada implante colocado. A
mediana de contato osso implante dos resultados obtidos em cada concentracdo foram:
(A) 42,9% (IC 95%: 32,1-54,5%), (B) 37,8% (IC 95%: 27,1-49,9%), (C) 43,9% (IC
95%: 32,6-55,9%), (D) 30,2% (IC 95%: 21,6-40,3%) e (E) 13,9% (95% CI: 11,4-
16,9%). O contato osso-implante foi significativamente maior para A, B, C, D em
comparagdo com E (p <0,0001). N&o houveram diferencas estatisticamente
significativas se comparados os enxertos autdgenos provenientes na crista iliaca ou

provenientes da mandibula. Os autores concluiram que a utilizagdo de 0sso bovino
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desproteinizado juntamente com 0sso autégeno promove uma melhor osseointegracao

em relacédo apenas a utilizacdo de 0sso bovino desproteinizado puro.

Antunes et al.*® avaliaram a colocagéo de implantes em areas enxertadas com
0ss0 bovino desproteinizado (DBB); beta-fosfato de tricalcio/hidroxiapatita (HA/TCP);
0ss0 autdgeno (Ab) e codgulo (Cg). Seis caes foram submetidos a extracdes de seus pré-
molares inferiores, bilateralmente, sendo que 12 semanas depois foram confeccionados
quatro defeitos 6sseos (6mm de largura/4mm de comprimento) em um lado e
preenchido aleatoriamente com DBB, HA/TCP, Ab e Cg. Apds 8 semanas, um implante
com superficie modificada por jateamento e ataque &cido, foi adicionado em cada local
com as areas enxertadas. Na mesma sessdo, foram perfurados quatro defeitos
semelhantes a estes do outro lado, e foram inseridos os implantes imediatamente a
colocacédo dos enxertos. Todos os animais foram eutanaziados 8 semanas depois do
segundo procedimento cirurgico. Foram analisados estabilidade do implante (RFA),
contato osso implante (BIC), area de formacdo Ossea ao redor do implante (BA),
distdncia do ombro do implante até a crista 6ssea. Os resultados mostraram que tanto
BA quanto BIC foram superiores nos implantes onde foram realizados o enxerto e o
implante foi instalado de forma tardia. O grupo Cg apresentou maior BIC e BA em
comparagdo aos outros biomateriais (p=0.004 e 0.0012, respectivamente), 0S grupos
DBB, HA/TCP e Ab ndo tiverem diferengas estatisticamente significativa, porém o
grupo onde o implante foi colocando imediatamente ao enxerto apresentou maior
preservacao da crista 6ssea. A estabilidade dos implantes foi maior nos grupos aonde 0s
implantes foram instalados de forma tardia. Os autores concluiram que implantes
colocados em defeitos que ja foram previamente enxertados tém uma melhor

estabilidade e consequentemente um maior BIC e BA, e que a instalagdo de implantes
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imadiatos associado ao uso de biomateriais deve ser preferivel quando o objetivo é a
maior preservacao da crista alveolar.

Liu et al.*

avaliaram o0s efeitos do o0sso bovino desproteinizado na
osseointegracdo de implantes. Para esse estudo foram utilizados 4 cachorros adultos.
Os animais foram submetidos a cirurgia para extracdo dos 3° e 4° pré-molares da
mandibula bilateralmente. Dois sitios pos-extracdo foram randomicamente selecionados
para serem preenchidos com 0sso bovino desproteinizado, enquanto os outros dois sitios
cirtrgicos foram preenchidos com coéagulo. Trés meses depois de realizados os enxertos
foram instalados implantes com superficie modificada por jateamento e ataque acido em
cada sitio cirargico. Dois animais foram sacrificados trés meses depois da colocacgdo dos
implantes, e os outros dois animais foram sacrificados seis meses depois da colocacéo
dos implantes. A osseointegracdo foi avaliada por meio de anélises histométricas de
contato osso-implante (BIC) e de &rea de 0sso entre as roscas dos implantes (BA) e por
microscopia de fluorescéncia, para a realizagdo da imunoflorescéncia foi aplicada uma
injecOes com tetraciclina e vermelho de alizarina, por via subcutanea no momento da
eutandsia dos animais para avaliar a taxa de formacdo Ossea em cada periodo
experimental. Apds 3 meses, foi demonstrado que o BIC e o BA foram
significativamente maiores no grupo experimental (76£9% e 69,5+9,6%,
respectivamente) do que os do grupo controle (56,1+8,2% e 52,8+7,3%,
respectivamente, p=0,003 e 0,001). No entanto, os dois grupos ndo diferiram
significativamente aos 6 meses. A microscopia de fluorescéncia mostrou que a as taxas
medias de mineralizacdo do tecido 6sseo em torno do implante no grupo experimental
nos meses 3 e 6 foram de 6.8 £ 0.4 um e 8.4 + 0.8 um, respectivamente, que foram
significativamente superiores aos do grupo controle que apresentaram nos periodos de 3

e 6 meses 5.2 + 0.4 um e 6.8 £ 0.5 um, respectivamente (p=0.000 e 0.03). Os autores
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concluiram que o0 0sso bovino desproteinizado pode promover a osseointegracao apos a

colocacao tardia de implantes em sitios que foram submetidos a extracdo dentaria.

Pang et al." avaliaram clinica e radiograficamente a colocacéo de implante em
areas enxertadas com 0sso bovino desproteinizado apds a extracdo dentaria.
Participaram nesse estudo 30 pacientes que possuiam um dente posterior na regido da
mandibula que por meio de avalicdes clinicas e radiograficas foi considerado
condenado. Os pacientes foram divididos em dois grupos, no grupo controle os dentes
foram extraidos e ndo foi utilizado nenhum enxerto, quanto que no grupo teste, apds a
extracdo do dente, o alvéolo foi preenchido com o0sso bovino desproteinizado. Logo
apos, o sitio enxertado foi recoberto com uma membrana reabsorvivel. Seis meses apds
a extracdo dos dentes, foi instalado um implante com superficie modificada por
jateamento e ataque acido em todos os sitios e os pacientes foram reavaliados com 3 e 6
meses apos a colocagdo dos implantes com relacdo a estabilidade (1SQ) e a perda 6ssea
ao redor do implante. No grupo teste, a reducdo de altura média do osso da crista
alveolar foi de 1.05 £ 0.24 mm aos 3 meses e 1.54 + 0.25 mm aos 6 meses, a reducgéo da
largura do alvéolo foi de 1.11 = 0.13 mm aos 3 meses e 1.84 + 0.35 mm aos 6 meses, € a
reducdo do volume de osso foi 193.79 + 21.47 mm? aos 3 meses e 262.06 + 33.08 mm3
aos 6 meses. No grupo controle, a altura do osso da crista alveolar teve reducéo de 2.12
+ 0.15 mm aos 3 meses e de 3.26 + 0.29 mm em 6 meses, a reducdo da largura foi 2.72
+ 0.19 mm aos 3 meses e 3.56 £ 0.28 mm aos 6 meses e a reducdo do volume e 0sso foi
252.19 + 37.21 mm3 a 3 meses e 342.32 + 36.41 mm3 aos 6 meses. A estabilidade dos
implantes no periodo de 3 meses foi de 70.25 + 2.77 no grupo experimental e 72.33 £
3.52 no grupo controle, ndo havendo portanto diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos. Os autores concluiram que o enxerto de 0sso bovino desproteinizado e

a utilizacdo da membrana de coldgeno reabsorvivel foi benéfica para preservar o
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alvéolo, porém ndo teve influéncia estatisticamente significativa sobre a estabilidade e

na quantidade de tecido ésseo reparado ao redor dos implantes.

Phillip et al.'® avaliaram a influéncia na osseointegracdo de implantes com
uma superficie hidrofilica (implante com superficie modificada por jateamento e ataque
acido mantido em solucdo isotbnica) em éareas enxertadas com HA/TCP em
comparagdo com uma superficie convencional (implante com superficie modificada por
jateamento e ataque &cido mantido em solucdo isotdnica). Para o estudo foram
utilizadas 32 ovelhas que foram divididas da seguinte forma: Em 16 ovelhas foi
realizada o procedimento cirdrgico de levantamento de seio, utilizando HA/TCP de
ambos o0s seios maxilares, e apds o levantamento de seio foi realizada a colocacdo de
um implante de superficie hidrofilica de um lado, e do outro um implante de superficie
convencional. Nas outras 16 ovelhas ndo foi realizado o levantamento de seio, porém,
foram instalados um implante de cada tipo em cada uma das regides. Dentro de cada
grupo as ovelhas foram sacrificadas nos periodos de 12 e 16 semanas. Foi
posteriormente realizado uma analise histométrica para avaliagdo do contato 0sso
implante (BIC). Apo6s 12 semanas, 0 BIC para implantes com superficies controle e
hidrofilico, instalados em areas enxertadas ou de 0sso nativo apresentaram resultados
comparaveis com valores médios de 14,8% para implantes com superficie convencional
instalados em 0sso nativo, 16,5% para implantes com supeficie convencional instalados
em area enxertada, 21,5% para implantes com superficie hidrofilica instalados em areas
de em 0sso nativo e 20,1% para implantes com superficie hidrofilica instalados em areas
enxertadas (p>0.05). Para seios ndo enxertados apds 26 semanas, ndo foi registrado
aumento do BIC (12,1% de superficie convencional, 15,8% de superficie hidrofilica; p
> 0,05). Nos seios enxertados apds 26 semanas, os valores médios de BIC aumentaram

para 28,7% em superficies convencionais e 34,1% para implantes com superficie
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hidrofilica (p=0,014; p = 0,015). Os autores concluiram que ap6s 12 semanas de
cicatrizacdo, nem o tipo de enxerto nem a superficie do implante parecem influenciar no
BIC. O enxerto sintético promoveu uma melhora nos valores de BIC ap6s 26 semanas.

Rickert et al.'’

avaliaram a osseointegracdo de implantes colocados em regifes
que foram submetidos a elevagédo do soalho do seio maxilar com enxertos de diferentes
propor¢des de 0sso bovino desproteinizado (DBB) misturado com células
mesenquimais da medula 6ssea ou 0sso autégeno. De uma maneira randémica, 12
pacientes foram submetidos a cirurgia de levantamento de seio bilateralmente, sendo
que em um dos seios 0 enxerto foi realizado com 0sso bovino desproteinizado
misturado com células mesenquimais provenientes da medula 6ssea da crista iliaca do
paciente (grupo teste), e no outro seio o enxerto foi realizado com 0sso bovino
desproteinizado misturado com o0sso autégeno proveniente da &rea retromolar do
paciente (grupo controle). Quatro meses apos a realizacdo do levantamento de seio
foram colocados 66 implantes. As andlises foram realizadas no baseline e também 12
meses apos a colocagdo dos implantes. Os autores avaliaram: Indice de sobrevivéncia de
implantes, indice de placa, sangramento gengival, profundidade de sondagem e niveis
6sseos radiograficos peri-implantares. Durante o periodo de osseointegracdo, trés
implantes ndo apresentaram osseointegracdo no lado teste e nenhum implante falhou no
lado controle, resultando em taxas de sobrevivéncia de 91% (grupo teste) e 100%
(grupo controle), respectivamente. Os resultados dos parametros analisados néo tiveram
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Os autores concluiram
que as duas técnicas para levantamento de seio maxilar promovem uma adequada
osseointegracdo dos implantes, ndo tendo diferencas estatisticas entre o grupo em que

foi realizado enxerto com o0sso bovino desproteinizado misturado com células
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mesenquimais provenientes da crista iliaca do paciente em comparagao ao grupo em que

foi realizado a associacdo do DBB com 0 enxerto com 0sso autdégeno.

Jensen et al.*®

avaliaram a osseointegracdo de implantes colocados em areas
enxertados com 0sso bovino desproteinizado (DBB) com particulas grandes e com
particulas pequenas. Foram utilizados 10 minipigs, que foram submetidos a cirurgia de
levantamento de seio bilateral. Os seios foram randomicamente selecionados para serem
preenchidos com 0sso bovino desproteinizado com particulas grandes ou pequenas.
Posteriormente, foi instalado um implante com superficie modificada por jateamento de
oxidos e ataque acido. Cinco animais foram sacrificados com 6 semanas, e outros 5
animais foram sacrificados com 12 semanas. Ap0s o sacrificio foram realizados teste de
estabilidade do implante (ISQ), analise histoldgica descritiva para avaliar a degradacédo
das particulas do enxerto e formacdo dssea, além de andlise histomorfométricas para
avaliar o contato osso implante (BIC). O tamanho de particula de o0sso bovino
desproteinizado nédo teve impacto qualitativo ou quantitativo na quantidade de 0sso
recéem-formado, na degradacdo do biomaterial, BIC ou IS para qualquer um dos
periodos de cicatrizagdo (p>0,05). Os autores concluiram que os tamanhos das
particulas de 0sso bovino desproteinizado foram igualmente eficientes para induzir
formacédo Ossea adequada para instalacdo de implantes em um modelo de levantamento
de seio bilateral com simultanea colocagdo de implante.

Mellati et al."® avaliaram a osseointegracdo de implantes com defeitos de
deiscéncia vestibular em relagdo aos protocolos de implantes submersos em comparagao
aos implantes ndo submersos. Para o estudo foi utilizado seis cdes que foram
submetidos a uma cirurgia para extragdo dos dois incisivos laterais bilateralmente. Apos
a extracdo foi inserido um implante com superficie modificada por jateamento e ataque

acido, e em seguida foi realizado o preenchimento do “gap” com o0sso bovino
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desproteinizado de ambos os lados. Um dos implantes foi mantido totalmente submerso
enquanto que o outro implante foi planejado para que o seu parafuso de cobertura
ficasse exposto ao meio bucal. Todos animais foram sacrificados trés meses apos a
instalacdo dos implantes e foi posteriormente realizadas analises de descri¢do
histoldgicas e histomorfométricas. Todos os implantes apresentaram estabilidade clinica
ao término do periodo experimental. Na maioria dos casos, 0 0sso coronal antigo teve
uma reabsorcdo de aproximadamente 2-3 mm da crista bucal e foi substituido por uma
parede de 0sso regenerada que consistiu em particulas de 0sso bovino desproteinizado e
formagéo de osso novo. A reabsorcdo horizontal e vertical do osso bucal resultou em
exposi¢cdo >1 mm de a superficie do implante em um ter¢o dos implantes. Nas medidas
histomorfométricas (BIC), ndo houveram diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos, submerso 0.66 + 0.71 e grupo ndo submerso 1.40 + 0.60. Os autores
concluiram que ndo houveram diferencas estatisticamente significativas na

osseointegracdo entre esses dois protocolos de tratamento.

Dos Anjos et al.”® avaliaram a estabilidade de implantes com superficie
modificada por jateamento e ataque acido, colocados em areas enxertadas com 0SSO
bovino desproteinizado com diferentes tamanhos de particulas. Dez pacientes edéntulos,
gue necessitavam de levantamento de seio bilateral foram utilizados no estudo, em um
dos seios do paciente foi utilizado o 0sso bovino desproteinizado com particulas
pequenas (0,25-1mm) e no lado contralateral foi utilizado um o0sso bovino
desproteinizado com particulas grandes (1-2mm). Qito meses depois da cirurgia de
levantamento dos seios foram instalados os implantes. Com o auxilio de um torquimetro
e de um aparelho de ressonancia foi mensurada a estabilidade do implante no momento
de sua instalagdo (TO), e ap0s seis meses do procedimento cirirgico a estabilidade dos

mesmos foi mensurada novamente (T1). N&o houve complica¢des pos-cirdrgicas em
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nenhum dos pacientes, sendo que os implantes apresentaram uma taxa de sobrevivéncia
de 100%. Os resultados obtidos mostraram que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas em relagdo a estabilidade do implante entre os grupos nos periodos TO e
T1, tanto no grupo de particulas pequenas (62.9 + 6.8 e 63.5 + 5.4, respectivamente)
como também no grupo de particulas grandes no TO (59.7 + 7.6) e T1 (62.1 + 7.4). Os
autores concluiram que tanto as particulas pequenas como também particulas grandes de
0ss0 bovino desproteinizado apresentaram propriedades adequadas para enxertia do seio

maxilar permitindo a obtencdo da osseointegracdo dos implantes de forma previsivel.

Nedir et al.** avaliaram a osseointegracdo de implantes curtos colocados em
regides que foram submetidas a levantamento de seio com 0sso bovino desproteinizado.
Doze pacientes que foram submetidos a cirurgia de levantamento de seio, onde foram
colocados trinta e sete implantes ao total. Estes pacientes foram divididos em dois
grupos: No grupo teste (17 implantes), os levantamentos de seio foram realizados sem a
utilizacdo de enxertos, enquanto no grupo controle (20 implantes), o levantamento de
seio foi realizado com enxertia de 0sso bovino desproteinizado. Os pacientes passaram
por avaliacOes radiograficas as 8 semanas, 1 ano e 3 anos apos a instalacdo dos
implantes e foram avaliados o nivel periapical do 0sso, o nivel da crista Gssea e a
ancoragem éssea ao redor do implante. Trés implantes foram perdidos durante os 3 anos
de acompanhamento, dois deles do grupo controle (enxerto) nédo apresentaram
osseointegracdo e foram removidos, e um dos implantes do grupo teste foi removido
apos 2 anos e 7 meses pois apresentava peri-implantite. Dos implantes remanescentes,
todos apresentaram uma formacdo Ossea ao redor do implante (teste: 4.1+1.0mm;
controle: 5.1+1.2mm; p=0,01), e nenhum dos outros parametros avaliados tiveram
diferencas estatisticamente significativas. Os autores concluiram que o levantamento de

seio com enxerto é desnecessario para obter um aumento 6sseo menor que 4,1 mm; no
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entanto, mais tecido mineralizado é obtido com enxerto do que o levantamento de seio

sem a utilizagéo de enxerto.

Tran et al.?

avaliaram a taxa de sobrevivéncia de implantes colocados em
areas de 0sso enxertadas com diferentes tipos de enxerto e em areas ndo enxertadas. Foi
executado um estudo retrospectivo com pacientes que receberam implantes na
Universidade do Texas, de 1985 a 2012. Um total de 1.222 pacientes com 2.729
implantes no total foram incluidos no estudo. A taxa de sobrevivéncia nos periodos de 5
e 10 anos dos implantes foram de 92% e 87% respectivamente para implantes colocados
em 0sso nativo, e 90% e 79% respectivamente para implantes colocados em areas
enxertadas. Os resultados que englobaram todos os dados colhidos do paciente
mostraram que 0s que respeitaram o protocolo de manutencdo apos a colocacdo dos
implantes apresentaram uma reducdo de 80% na perda desses implantes (p < 0,001), e
que os paciente fumantes possuem 2.6x maior chance de perderem seus implantes. Os
autores concluiram que ndo houve diferengas significativas em relacdo a taxa de
sobrevivéncia dos implantes instalados em areas enxertadas ou em 0sso nativo. Porém,
situacGes como o fumo e a falta de manutencdo demonstraram estar associadas a falha
de implantes.

De Santis et al.?®

avaliaram a osseointegracdo de implantes com superficie
modificada por jateamento e ataque acido em area enxertada com 0sso bovino
desproteinizado em comparagdo com &reas enxertadas com o 0sso autdgeno. Doze
coelhos albinos da nova Zelandia foram utilizados para realizar o experimento. Em cada
um dos coelhos foi realizada uma cirurgia para elevagdo de seio maxilar, sendo que 6
coelhos receberam enxerto de 0sso bovino desproteinizado no momento da cirurgia, e

0os outros 6 coelhos receberam o0sso autdgeno proveniente da tibia do animal.

Imediatamente a realizagdo dos enxertos foi realizada a inser¢do de um implante em
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cada seio do animal. Dentro de cada grupo havia 2 periodos experimentais, 7 e 40 dias
(3 coelhos em cada grupo experimental). Foram realizadas analises histométricas para
mensurar o contato 0sso implante e a quantidade de osso neoformado em cada grupo.
Os implantes ndo tiveram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao
contato osso implante ap6s 7 (7,1+1,7 % vs. 9,9+4,5 %) e 40 dias (37,8 £15 % vs. 36.0
+11,4%) nos sitios com 0sso bovino desproteinizado e 0sso autdgeno, respectivamente.
Quantidades semelhantes de osso novo foram encontrados nos seios elevados apds 7
dias no grupo do enxerto de 0sso bovino desproteinizado (7.8+6.6%) e enxerto de 0sso
autogeno (7.2+6.0%), enquanto que, apos 40 dias, encontrou-se maior porcentagem de
0SS0 NOVo no grupo de enxerto de 0sso autdgeno (56.7 + 8.8%) em compara¢do com 0s
sitios enxertados com 0sso bovino desproteinizado (40.3 £7.5%). Os autores concluiram
que tanto o 0sso bovino desproteinizado quanto o 0sso autdgeno permitiram a
osseointegracdo de implantes instalados imediatamente em sitios enxertados em seios
maxilares de coelhos, entretanto, a qualidade do tecido reparado foi melhor no grupo de
enxerto de 0sso autégeno.

Uma abordagem utilizada para acelerar o processo de osseointegracdo é a
utilizacdo de implantes com superficie modificada®?®>%. Essas modificacdes fisico-
quimicas de superficie visam aumentar a estabilidade do codgulo que serve de guia para
o inicio do processo de osseointegracdo®’. Dentre as caracteristicas de superficie que
aumentam a osseointegracdo dos implantes destacam-se as propriedades de topografia,
composicdo quimica e molhabilidade®®?’. A superficie modificada por jateamento e
ataque acido e mantida em solucdo de cloreto de sédio tem demonstrado acelerar o

processo de osseointegragdo?*?" 28

, sendo que esses eventos tem sido relacionados a
manutencdo das camadas de éxidos promovido pela presenca da solugdo de cloreto de

sodio em contato com a superficie até o momento da instalacdo dos implantes,
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impedindo que a superficie seja exposta ao oxigénio atmosférico mantendo-se assim a

camada de 6xidos e aumentando a molhabilidade dessa superficie?* 2> %,

Uma série de pesquisas foram realizadas utilizando essa modificacdo de
superficie, visando uma aceleracdo da osseointegracdo do implante:

Buser et al.** avaliaram a aposicdo 6ssea em uma superficie de implante
modificada por jateamento e ataque &cido em comparacdo a uma superficie que foi
modificada pelo mesmo processo de jateamento e ataque acido, porém, estes implantes
foram armazenados em uma solucdo isotbnica NaCl (Superficie hidrofilica). Os
implantes foram colocados em 6 mini pigs na regido anterior de maxila em um modelo
de boca dividida. Os dentes anteriores da maxila foram removidos cuidadosamente e
depois de 6 meses de cicatrizacdo foram instalados de 3 a 4 implantes na maxila de cada
animal. Os implantes com a superficie hidrofilica apresentaram maior porcentagem de
contato osso-implante se comparado ao grupo controle (superficie de implante
modificada por jateamento e ataque acido) nos periodos de 2 (49.30 vs 29.42%;
p=0,017) e 4 semanas (81,91 vs. 66,57%; p=0,011). No periodo de 8 semanas 0s
resultados foram similares entre os grupos de implates. Os autores concluiram que 0s
implantes com superficie hidrofilica promovem uma maior aposicdo 0ssea nos
primeiros estagios da osseoitnegracao.

Bornstein et al.** avaliaram a taxa de sucesso de uma superficie de implante
modificada por jateamento e ataque &cido funcionalmente carregada depois de 6
semanas de cicatrizacdo. Foram inseridos 104 implantes em sitios posteriores de 51
pacientes parcialmente desdentados, sendo que 89 implantes foram instalados na
mandibula e 15 foram instalados na maxila. Ap6s um periodo de 6 semanas todos 0s
implantes foram funcionalmente carregados com coroas cimentadas ou parafusadas. Os

pacientes foram reavaliados aos 3, 12, 24, 36, 48 e 60 meses para exames clinicos
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(indice de placa, indice de sangramento, profundidade de sondagem , nivel clinico de
insercdo e mobilidade) e radiogréficos (distancia entre a plataforma do implante e o
primeiro contato visivel entre 0 0sso e o implante e nivel da crista dssea). Os implantes
apresentaram achados clinicos e radiograficos favoraveis nos retornos de até 5 anos de
acompanhamento, a medicdo dos niveis de crista 6ssea indicaram estabilidade clinica, o
que resultou em uma taxa de sucesso de 99% em 5 anos. Foi concluido que os implantes
com superficie modificada por jateamento e ataque acido podem ser utilizados em um
protocolo de carga precoce, ap0s 6 semanas de cicatrizacdo, por apresentar alta
previsibilidade de sucesso apds 5 anos de acompanhamento.

Schwarz et al.** avaliaram a regeneracéo 6ssea de implantes (3,3mm por 8mm)
do tipo SLAactive (Superficie hidrofilica) e SLApadrdo (superficie de implante
modificada por jateamento e ataque acido/superficie hidrofébica) colocados em regides
de deiscéncia 0ssea por vestibular em cées. Quatro cées foram submetidos a cirurgia
aonde foram realizados em cada animal 4 defeitos 6sseos de 3 mm de comprimento por
3mm de largura, sendo que 2 defeitos foram executados na mandibula e 2 na maxila.
Foram realizadas andlises de comprimento do defeito, altura 6ssea ao redor do implante,
porcentagem de preenchimento linear, contato osso-implante e area de preenchimento
de o0sso novo. Como resultado os autores observarem que nos implantes com superficie
padréo a cicatrizagdo foram predominantemente caracterizadas pela formacao de tecido
conjuntivo denso tanto no periodo de 2 semanas como também no periodo de 12
semanas. J& nos implantes com superficie hidrofilica os autores observaram que no
periodo de 12 semanas ja havia um total preenchimento do defeito com tecido 6sseo. Os
resultados das analises com superficie hidrofilica: Altura 6ssea ao redor do implante
(3.2 £ 0.3mm); porcentagem de preenchimento linear (98%); Contato osso implante

(82%) e area de 0sso novo (2.3+0.4mm) enquanto os implantes de superficie



25

hidrofobica apresentaram: altura Ossea ao redor do implante (0.4 + 0.1mm);
porcentagem de preenchimento linear (10%); Contato osso implante (75%) e area de
0sso novo (0.08+0.03mm). Os autores concluiram que implantes com superficie
hidrofilica podem promover uma melhor a regeneracdo 6ssea em areas de deiscéncia

0ssea.

Schwarz et al.*® avaliaram a regeneracdo 6ssea de implantes dos tipos
SLAactive (Superficie hidrofilica) e SLApadrao (superficie de implante modificada por
jateamento e ataque acido / superficie hidrofébica) colocados em regides de deiscéncia
0ssea, que foram mantidos submersos ou expostos a cavidade oral. Doze cées da raca
beagle foram submetidos a cirurgia onde foram realizados em cada animal 16 defeitos
0sseos de 3 mm de comprimento por 3mm de largura, sendo 8 na mandibula e 8 na
maxila. Quatro meses ap6s a realizacdo do defeito, foram instalados implantes no
mesmo local aonde foram realizados os defeitos, seguindo um modelo de boca dividida,
sendo que cada animal recebeu 8 implantes do com superficie de implante modificada
por jateamento e ataque acido (Padrdo) e 8 implantes com superficie hidrofilica. Em
cada animal foram instalados 4 implantes de cada tipo que foram mantidos de forma
submersa ou de forma ndo submersa. Os cdes foram divididos aleatoriamente em 4
grupos de 3 cdes em cada, onde os animais sacrificados nos periodos de 1, 2, 4 e 8
semanas, apds a colocacdo dos implantes. As analises realizadas foram: altura do 0sso
novo (NBH), porcentagem de preenchimento 6sseo do defeito vestibular (PLF), contato
osso implante (BIC-D), area de formacdo de osso novo (BF) e analise imuno-
histoquimica para a proteina osteocalcina. Ocorreu diferenca estatisticamente
significava apenas no periodo de 8 semanas onde os implantes com superficie padrdo
ndo submersos e submersos apresentaram valores menores de NBH médio (1.1 + 0.8 ;

1.9 + 1.2 mm), PLF (27.7 + 20.3 ; 46.0 + 28.5 %), BIC-D (26.8 + 10.4 ; 46.2 + 16.2 %)
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e BF (1.3 £ 0.9 ; 3.4+ 2.8 mm2) do que os implantes com superficie hidrofilica aonde
foram verificados valores de NBH (2.6 £ 0,8 ; 4.3 £ 0.1 mm), PLF (64.2 £ 19.4 ; 107.2
+ 4.7%), BIC-D (67.5 + 18.8 ; 82.1 + 148 %), BF (2.9 + 1.0 ; 6.7+ 1.1 mm?2). Dentro do
grupos dos implantes com superficie hidrofilica, os valores de BF foram mais elevados
em implantes submersos. Os autores concluiram que implantes com superficie
hidrofilica promoveram uma melhora na osseointegracdoque em relacdo aos implantes
com superficie padrdo. Adicionalmente, os implantes com superficie hidrofilica
mantidos submersos apresentaram melhores resultados do que esse mesmo tipo de
implante que ndo foram mantidos submersos.

Bornstein et al.*

avaliaram a taxa de sucesso de implantes de titanio com uma
superficie modificada por ataque acido e por jateamento e mantidas em solucéo
isotdnica (Superficie hidrofilica), que foram funcionalmente carregados apds 3 semanas
de cicatrizagdo e que foram acompanhados prospectivamente por 3 anos. Cinquenta e
seis implantes foram inseridos na regido posterior de mandibula de 39 pacientes e ap6s
21 dias de cicatrizacdo foi instalada uma coroa proviséria em oclusdo Os 56 implantes
instalados foram considerados como sucesso por apresentarem padrdes de salde do
tecido peri-implantar, nivel de perda 6ssea, nivel da crista dssea, tendo uma perda de
crista Ossea de aproximadamete 0.24mm e auséncia de supuracdo e mobilidade em
100% dos casos. Os autores concluiram que a utilizacgdo de um protocolo de
carregamento precoce dos implantes de titanio com a superficie hidrofilica podem
atingir e manter uma osseointegracdo bem sucedida ao longo de um periodo de 3 anos.
Morton et al.* avaliaram implantes com superficie modificada por ataque
acido e jateamento e imersos em solugdo isotdnica (superficie hidrofilica), quando

colocados na regido posterior de maxila ou mandibula e que foram carregados

proteticamente com 21 dias depois de sua instalagdo. Foram colocados 89 implantes
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sendo que 12 foram instalados na maxila e 77 foram instalados na mandibula de 56
pacientes. Os implantes foram carregados com restauracdes provisorias apos 21 dias de
cicatrizagdo. Oitenta e seis implantes apresentaram critérios clinicos (indice de placa,
indice de sangramento gengival e profundidade de sondagem) e radiogréaficos (distancia
entre a plataforma do implante até o primeiro contato osso implante, tendo como
resultado: 0 meses 2.37 £ 0.06; 3 meses: 2.57 + 0.04; 6 meses: 2.62 = 0.04; 12 meses:
2.58 + 0.04 e 24 meses 2.54 + 0.05 ) favoraveis, sendo que dessa forma 97.7% destes
implantes foram considerados com sucesso apos 2 anos de tratamento. Os autores desse
estudo concluiram que os implantes de titanio com superficie hidrofilica podem ser
utilizados apds o carregamento precoce ap6s um periodo de 21 dias do procedimento
cirurgico com altas taxas de sucesso clinico apds 2 anos de acompanhamento.

Lang et al.* avaliaram a osseointegracdo de implantes com uma superficie
quimicamente modificada, moderadamente &spera e hidrofilica em comparacdo a uma
superficie moderadamente &spera e hidrofobica, durantes os periodos iniciais de
cicatrizagdo em humanos. Os implantes utilizados neste estudo possuiam 4mm de
comprimento por 2,8mm de didmetro. Quarenta e nove implantes foram instalados na
regido retromolar da mandibula de 28 pacientes e foram reavaliados nos periodos de
7,14, 28 e 42 dias de cicatrizacdo, pela dificuldade da remocdo dos implantes pela
trefina nos primeiros periodos de cicatrizacéo (7 e 14 dias), apenas 30 implantes foram
analisados. Foi utilizada uma broca trefina para obter uma biopsia, e nesta, foi analisada
a percentagem de contato osso-implante. A percentagem de contato osso-implante
depois de 2 e 4 semanas foi maior na superficie quimicamente modificada,
moderadamente aspera e hidrofilica, em comparacdo com a superficie moderadamente
aspera e hidrofdbica (14.8 % vs. 12.2 % e 48.3 % vs 32.4 %, respectivamente), porém,

depois de 42 dias ndo havia diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos
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(61.6 % vs 61.5 %). Os autores concluiram que a taxa de osseointegracdo em periodos
de avaliacdo mais precoces foi superior em implantes com superficie quimicamente
modificada, moderadamente &spera e hidrofilica se comparada a implantes que
possuiam superficie moderadamente aspera e hidrofébica.

Khandelwal et al.*® avaliaram o potencial de osseintegracéo entre implantes com
uma superficie modificada por jateamento e ataque acido e imersos em solucdo
isotdnica (Superficie hidrofilica), em comparacdo a uma superficie modificada por
jateamento e ataque acido (Superficie padrdo) em pacientes diabéticos descompensados.
O estudo envolveu 24 pacientes com diabetes tipo 2, sendo que cada paciente recebeu 2
implantes na regido posterior de mandibula, sendo um deles uma superficie padrdo e o
outro com superficie hidrofilica. Nos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 semanas a
estabilidade dos implantes colocados foi medida for analise de frequéncia de
ressonancia. Os resultados mostraram que ndo houve diferengas significativas na
estabilidade do implante com superficie padrdo em comparacdo aos implantes com
superficie hidrofilica. No total, quarenta e sete (98%) dos 48 implantes colocados foram
considerados osseointegrados com sucesso. Foi concluido que a estabilidade secundaria
dos implantes com superficies hidrofilica e padrdo foram semelhantes em pacientes
diabéticos tipo 2 com controle glicémico inadequado.

Vasak et al.*’

avaliaram o efeito dos estdgios iniciais de osseointegracdo em
um implante com superficie hidrofilica em comparacdo a uma superficie hidrofébica.
Para o estudo foram utilizados 9 mini pigs, onde em um primeiro procedimento
cirurgico foram realizadas as extracGes de todos os pré molares do animal, apds 12
semanas das extracOes foram instalados 12 implantes por animal, sendo que em cada

quadrante foram alternando 3 tipos diferentes de implantes, INICELL (hidrofilica),

SLAactive (hidrofilica), e uma superficie hidrofébica modificada por jateamento e
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ataque acido. Os animais foram divididos em 3 periodos experimentais, onde foram
sacrificados com 5,10 e 15 dias apds a instalacdo dos implantes, foi realizada a
mensuracdo do contato osso implante (BIC). Os resultados mostraram que com valores
de BIC superiores a 50% apds 10 dias, todas as superficies examinadas mostraram-se
favoraveis a osseointegracdo a partir deste momento experimental. No dia 15, 0 novo
0sso de contato osso implante (BIC) de uma superficie hidrofilica (INICELL: 55,8 +
14,4%) foi ligeiramente maior que da superficie do implante hidrofébico (40,6 +20,2%).
Os autores concluiram que a superficie hidrofilica pode provocar uma ligeira tendéncia
ao aumento da aposicao 6ssea em mini pigs apos 15 dias.

Wennerberg et al.?® avaliaram como as nanoestruturas e a molhabilidade
influenciam na osseointegracdo além de identificar se a molhabilidade, as
nanoestruturas ou ambos em combinacdo desempenham o papel-chave na melhoria da
osseointegracdo. Vinte e seis coelhos adultos foram divididos em quatro grupos, onde
cada grupo recebeu um tipo diferente de implante na tibia (implante hidrofébico sem
nanoestrutura, hidrofébico com nanoestrutura, hidrofilico com baixa densidade de
nanoestrutura e hidrofilico com alta densidade de nanoestrutura). Foram realizadas
anélises da superficie dos implantes (&ngulo de contato, escaneamento de superficie
com microscoépio eletrdnico, rugosidade e topografia) e anélise biomecénica apds 4 e 8
semanas. As amostras hidrofébicas mostraram niveis mais elevados de contaminacéo de
carbono, em comparacdo com as amostras hidrofilicas. Apds 4 e 8 semanas de
cicatrizacdo, o grupo com superficie hidrofilica e com alta densidade de nanoestrutura
apresentou diferengas estatisticamente significativas tendo maiores valores de forga de
remocao em comparacdo com os grupos com implante hidrofobico sem nanoestrutura e
hidrofébico com nanoestrutura. Apés 4 semanas, os implantes hidrofilicos com alta

densidade de nanoestrutura mostraram os valores mais elevados (Ncm:85,3; 95% CI:
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73,3 - 97,3) de forca de torque de remocdo do que os implantes hidrofébicos sem
nanoestrutura (Ncm:40.4; 95% CI: 28,5 - 52,4; p <0,0001) e implantes hidrofobicos
com nanoestrutura Ncm 61,2; 95% CI: 49,3 - 73,2; p = 0,0100). Apds 8 semanas, as
amostras de implantes hidrofilicos com alta densidade de nanoestrutura (Ncm: 131,4;
95% CI: 114,7 - 125,3) demonstraram maior torque de remogdo em comparagdo com
implantes hidrofébicos com nanoestrutura SLAnano (Ncm:96,4; 95% CI: 80,4-112,3; P
= 0,0036) e implantes hidrofébicos sem nanoestrutura (Ncm:93,7; 95% : Cl: 67,8-99,6;
P <0,0001). Novamente implantes hidrofilicos com alta densidade de nanoestrutura vs.
Implantes hidrofilicos com baixa densidade de nanoestrutura (Ncm:121.4; 95% CI:
105,6-137,4; P = 0,7479) demonstraram ndo ter diferenca significativa, enquanto
implantes hidrofilicos com baixa densidade de nanoestrutura apresentou maior torque
de remocdo em relagdo a implantes implantes hidrofobicos sem nanoestrutura . Os
autores desse estudo concluiram que a osseointegracdo foi melhor nos grupos que

possuiam uma combinacdo de maior molhabilidade e presenca de nanoestruturas.

Sartoretto et al.?® avaliaram o impacto de dois tipos diferentes de superficies de
implantes sobre a osseointegracdo. Vinte coelhos foram divididos em 2 grupos (n=10)
que foram submetidos a colocacdo dos implantes em ambas as tibias. Os animais foram
divididos entre os grupos de acordo com o tipo de superficie de implantes: G1 —
superficie do implante tratado com jateamento e condicionamento &acido e G2-
superficie do implante tratada com jateamento e condicionamento &cido, em seguida,
mantido em uma solucéo isoténica de cloreto de sodio a 0,9% (Superficie hidrofilica).
Foram realizadas analises de morfologia e rugosidade dos implantes, antes dos mesmos
serem inseridos nas tibias dos coelhos. Apds os periodos de 14 e 28 dias os coelhos
foram sacrificados e foram realizadas as analises histologicas de contato osso implante e

histomorfométricas. Os implantes do grupo G2 apresentaram 3 vezes menos carbono
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em sua superficie, além de uma maior hidrofilicidade em comparacdo aos implantes do
grupo G1. A rugosidade superficial foi semelhante entre os dois grupos e 0s resultados
de contato osso implante (BIC) e de area ocupada por o0sso entre as roscas (BAFO)
foram semelhantes no periodo de 14 dias. Apos 28 dias, as medicdes de BIC e BAFO
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, onde os implantes do grupo G2
apresentaram maior grau de osseointegracdo em comparacgédo ao grupo G1 (BIC: Grupo
1, 38.6 £ 8.76 % e Grupo 2, 59.0 £ 7.14 %; BAFO: Grupo 1, 34.3 £ 6.26 % e Grupo 2,
53.68 + 10.87 %). Os autores desse estudo concluiram que a menor quantidade de
carbono e o aumento da molhabilidade foram responsaveis pelos melhores resultados
dos implantes com superficie hidrofilica em comparacao a superficie padrao.

Apesar da ampla documentacdo existente sobre a osseointegracdo de
implantes com superficies hidrofilicas em éareas de osso nativo, o padrdo de
osseointegracdo dessas superficies em areas de 0sso enxertado tem sido pouco
explorada. Um estudo pré-clinico demonstrou que a osseointegracdo de implantes com
superficie modificada por jateamento e ataque &cido e mantida em solucdo de cloreto de
sodio ndo foi superior aos implantes com superficie modificada por jateamento e ataque
acido apds 12 e 26 semanas em modelo de levantamento de seio em ovelhas que foram
enxertadas com HA/TCP®. Entretanto, a avaliacdo da osseointegracdo de superficies
hidrofilicas em diferentes tipos de biomateriais osteocondutores e em estdgios mais

precoces de cicatrizacdo necessitam ser explorados.
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2 PROPOSICAO
Geral

O objetivo geral desse estudo foi de avaliar o efeito de uma superficie de
implante hidrofilica sobre a osseointegracdo em areas enxertadas com biomateriais de

origem xenogénica e aloplastica.
Especifico

Os objetivos especificos desse estudo foram de avaliar em areas enxertadas com
diferentes biomateriais, o efeito da superficie hidrofilica de implantes osseointegraveis

sobre:

1) O torque de remocéo dos implantes;
2) A osseointegracdo dos implantes;

3) A expressao de proteinas relacionadas a remodelacéo 0ssea.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of a hydrophilic surface on the
osseointegration in grafted areas with deproteinized bovine bone (DBB) and with
biphasic ceramics of hydroxyapatite/p-tricalcium phosphate (HA/TCP). Fifty-six rats
were randomly allocated to 4 groups with 14 animals each: DBB: DBB + Machined
surface; HA/TCP: HA/TCP + Machined surface; DBB-H: DBB + Hydrophilic surface;
HA/TCP-H: HA/TCP + Hydrophilic surface. The bone defects were performed at the
proximal epiphysis of the tibia. Then, the defects were filled with the biomaterials.
After 60 days, the implants were placed in the grafted areas. The animals were
submitted to euthanasia at periods of 15 and 45 days after the implants’ placement. The
osseointegration was assessed by biomechanical, microtomographic and histometric
analyses. In addition, the expression of bone morphogenetic protein-2 (BMP-2),
alkaline phosphatase (ALP) and osteocalcin (OCN) was evaluated by
immunohistochemistry. The HA/TCP-H group presented higher removal torque values
and more mineralized tissue in the vicinity of the implants compared with the HA/TCP
group. The DBB-H and HA/TCP-H groups presented higher values of bone-implant
contact (at 15 and 45 days), of bone between the threads (45 days), and expression of
BMP-2 (45 days) than the DBB and HA/TCP groups. Furthermore, the DBB-H group
presented a higher expression of ALP than the DBB group (15 days). In conclusion,
implants with a hydrophilic surface improve osseointegration in grafted areas compared

to implants with machined surfaces.

Key-words: Bone substitutes, implants surfaces, osseointegration.
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Introduction

The use of osseointegrated implants for the treatment of edentulism has become an
increasingly widespread therapy and is currently indicated for a wide range of clinical
situations with high success rates in oral rehabilitation treatment (Galindo-Moreno, et
al. 2017, Papaspyridakos, et al. 2014). However, local conditions inherent to the host
site, such as the lack of bone availability, may impair the installation of osseointegrated
implants in an adequate position in some cases (Benic & Hammerle 2014, Wang &
Lang 2012), and the use of bone substitutes have been proposed as an alternative to
enhance the bone volume, which can enable implant placement (Hallman & Thor 2008,
Wang & Lang 2012). The autogenous bone graft has been considered the gold standard
bone substitute for bone grafting procedures, since it is a unique biomaterial that
presents all the biological properties needed for bone tissue formation (e.g.,
osteogenesis, osteoinduction and osteoconduction) (Schmitt, et al. 2013, Spin-Neto, et
al. 2013). However, some limitations, such as the amount of bone graft available for
harvesting, the morbidity of the donor site and high rates of graft resorption can impair

the use of autogenous bone grafts (Jensen, et al. 2012, Nkenke & Neukam 2014).

As an alternative to the use of autogenous bone grafts, some bone substitutes
with strictly osteoconductive properties have been used, and within this group,
deproteinized bovine bone grafts (DBB) and biphasic ceramics of hydroxyapatite/3-
tricalcium phosphate (HA / TCP) deserve highlighting due to their high predictability in
increasing bone availability and promoting longevity in oral rehabilitation treatment
(Hallman & Thor 2008, Mardas, et al. 2010, Schmitt, et al. 2013, Wu, et al. 2016).
However, it has been reported that implants installed in areas grafted with
osteoconductive biomaterials have lower survival rates than implants installed in areas

of native bone (Sesma, et al. 2012) or in areas grafted with autogenous bone (Zinser, et
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al. 2013). A pre-clinical study showed that implants placed in bone defects performed
on dogs’ jaws and grafted with DBB and HA/TCP presented similar a osseointegration
degree to the implants placed in areas grafted with autogenous bone, but the
osseointegration of the grafted areas was lower compared with the implants placed in

spontaneously healed defects (Antunes, et al. 2013).

One approach used to accelerate the process of osseointegration is the use of
implants with modified surfaces (Buser, et al. 2004, Faeda, et al. 2012, Shibli, et al.
2007, van Velzen, et al. 2015, Wennerberg, et al. 2014). These physico-chemical
surface modifications aim to increase adhesion and stability of the blood clot, which
serves as a guide for the initiation of the osseointegration process (Bosshardt, et al.
2017, Faeda, et al. 2012, Shibli, et al. 2007). Among the most effective surface
properties that increase the osseointegration of implants are properties of topography,
chemical composition and wettability (Bosshardt, et al. 2017, Wennerberg, et al. 2014).
Surfaces modified by sandblasting and acid etching and maintained in sodium chloride
solution have been shown to accelerate the process of osseointegration (Bosshardt, et al.
2017, Buser, et al. 2004, Hinkle, et al. 2014, Sartoretto, et al. 2015), and these events
have been related to the maintenance of the oxide layers promoted by the presence of
the sodium chloride solution in contact with the surface until the moment of implant
installation, preventing surface exposure to atmospheric oxygen, and thus preserving the
oxide layer and increasing the wettability and hydrophilicity of this surface (Buser, et al.

2004, Sartoretto, et al. 2015, Wennerberg, et al. 2014).

Despite extensive documentation about enhancement of osseointegration of
implants with hydrophilic surfaces in areas of native bone (Bornstein, et al. 2009, Buser,
et al. 2004, Chambrone, et al. 2015, Hinkle, et al. 2014, Khandelwal, et al. 2013,

Kokovic, et al. 2014, Lang, et al. 2011, Morton, et al. 2010), the pattern of
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osseointegration of these surfaces in areas of grafted bone has been poorly explored. A
preclinical study demonstrated that the osseointegration of implants with hydrophilic
surfaces was not superior to implants with surfaces modified by sandblasting and acid
etching after 12 and 26 weeks in the maxillary sinus of sheep grafted with HA/TCP
(Philipp, et al. 2014). However, evaluation of the osseointegration of hydrophilic
surfaces in different types of osteoconductive biomaterials and in earlier stages of
healing needs to be explored. Therefore, the purpose of this pre-clinical study was to
evaluate the effect of a hydrophilic surface on the osseointegration of implants in
grafted areas using deproteinized bovine bone (DBB) and biphasic ceramics of

hydroxyapatite/p-tricalcium phosphate (HA/TCP).

Material and methods

This study was submitted and approved Animal Ethics Commission of the S&o Paulo
State University (Unesp), School of Dentistry, Araraquara, Brazil (CEUA: 26/2016).
Fifty-six 12-week-old rats (Rattus novergicus, variation Hotzman) weighing between
250-300 g were used in this study. The animals were maintained in an environment with
controlled temperature (211 °C), humidity (65-70%), and light cycles (12 hours).
Water and rat chow were offered to the rats ad libitum. The study was conducted

according the ARRIVE protocol guidelines.

Groups

The animals were randomly allocated to 4 groups with 14 animals each that were
divided according the type of biomaterial and implants used: DBB: The bone defects
were filled with deproteinized bovine bone graft (Bio-Oss®, Geistlich AG, Wolhusen,
Switzerland), and implants with a machined surface were installed (Neodent®, Curitiba,

Brazil); HA/TCP: The bone defects were filled with biphasic ceramics of
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hydroxyapatite/p-tricalcium phosphate (Straumann® Bone Ceramic, Straumann AG,
Basel, Switzerland), and implants with a machined surface were installed; DBB-H: The
bone defects were filled with deproteinized bovine bone graft, and implants with
hydrophilic surfaces were installed (ACQUA surface, Neodent®, Curitiba, Brazil);
HA/TCP-H: The bone defects were filled with biphasic ceramics of hydroxyapatite/p-

tricalcium phosphate, and implants with hydrophilic surfaces were installed.

Surgical procedure

The animals were anaesthetized by a combination of ketamine (Agener Unido Ltda, Sdo
Paulo, SP, Brazil) at a dosage of 0.08 ml/100 g body weight with xylazine (Rompum,
Bayer SA, Sdo Paulo, SP, Brazil) at a dosage of 0.04 ml/100 g body weight.
Subsequently, the animals were submitted to a tricotomy of the internal region of the

right and left hind paws, and antisepsis was used.

A 10-mm-incision was performed in planes on the tuberosity of the tibia. After a
delicate dissection, the bone tissue was submitted to an osteotomy by means of a
spherical drill mounted in a low-speed driller with the aid of an electric motor adjusted
to 1200 rpm (BLM 600, Driller, S&do Paulo, Brazil) under abundant irrigation with
sterile saline. The bone defect had a 4-mm length and width and a 1.5-mm depth. The
defect was then filled with the different bone substitutes. The tissue was sutured by
planes internally with resorbable suture (5.0 Vicryl Ethicon, Johnson & Johnson, S&o
José dos Campos, Brazil) and closed with silk thread (4.0 Ethicon, Johnson & Johnson,
Séo José dos Campos, Brazil). The animals received a single dosage of penicillin with
streptomycin at a dosage of 0.1 ml/kg (Multibidtico Small, Vitalfarma, Sdo Sebastido do
Paraiso, Brazil) and ketoprofen at a dosage of 0.1 ml/kg (Ketoflex; Mundo Animal, Sdo

Paulo, Brazil) intramuscularly.
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After 60 days, a second surgical intervention was performed to install the
implants at the grafted areas. An incision similar to the first procedure was performed
on the tibias tuberosity. The grafted area was prepared for implant installation by
applying a progressive sequence of drills (milling drill, 2.0 mm spiral drill - Neodent®,
Curitiba, Brazil) to accommodate a 4-mm-high titanium implant with a 2.2-mm
diameter (Machined and Acqua surfaces, Neodent®, Curitiba, Brazil). All surgical
procedures were performed with the aid of an electric motor, adjusted to 1200 rpm,
under abundant irrigation with sterile saline solution. The implants were installed with
the aid of a digital key (1.2 mm hexagonal digital key - Neodent, Curitiba, PR, Brazil).
The sutures and the postoperative care protocol used was similar to that used in the first

surgery.

After 15 and 45 days post implant placement (Figure 1), the animals were
submitted to euthanasia by an overdose of anaesthetic. The tibias were separated
according to the analyses performed. The right tibia was used for microtomographic and
histomorphometric analyses, while the left tibia was used for biomechanical analysis,

histological descriptions and immunohistochemically analyses.

Biomechanical analysis

After euthanasia, the left tibias were stabilized in a small vise. A hexagonal wrench was
attached to both implants and were torqued with a wrench (Tohnichi, model ATG24CN-
S, Tokyo, Japan) by an anti-clockwise movement to unscrew the implant. The

maximum torque needed to move the implant was noted as the removal torque value.

MCT

The right tibias were fixed in 4% paraformaldehyde for 48 hours and later stored in 70°

ethanol. These samples were scanned by a PCT scan (Skyscan, Aatselaar, Belgium)
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with the following parameters: Camera pixel: 12.45; X-ray tube potency: 65 KVP, X-ray
intensity: 385 pA, integration time: 300 ms, filter: Al-1 mm, voxel size: 18 um’. The
images were reconstructed, spatially repositioned and analysed by specific software
(NRecon, Data Viewer, CTAnalyser, Aatselaar, Belgium). The region of interest (ROI)
was defined as a 0.5-mm circular region around the entire diameter of the implant. This
ROI was defined as the Total Volume (0.5 mm margin around implants - 4.5 mm x 3.2
mm). As the implants placed did not receive a cover screw, there was bone formation
inside the platform in some cases. To prevent this bone formation interfering with the
analysis of the volume of mineralized tissue around the implant, a second ROI was
established to remove the volume of the platform. With the results obtained in the two
ROls, it was possible to define the volume of bone formation using the formula: Total
Volume - Volume Platform = VVolume of Mineralized Tissues. The threshold used in the
analysis was 25-90 in greyscale, and the volume values of the mineralized tissue around
the implants were obtained as a percentage. A trained and blinded examiner for the

experimental groups performed this analysis (FEP).
Histometry and descriptive histology

After uCT scanning, the right tibiae were dehydrated in increasing series of ethanols
(60-100%) and infiltrated and polymerized using light-curing resin (Technovit 7200
VLC, Kultzer Heraus GmbH & CO, Wehrheim, Germany). The blocks containing the
implant and the bone tissue were cut at a central point using a cut and wear system for
non-decalcified samples (Exakt Apparatebeau, Hamburg, Germany). The final sections
were approximately 45-um thick and were stained with Stevenel s blue associated with
acid fuchsin. Then, sections were analysed using an optical microscope (DIASTAR -
Leica Reichert & Jung products, Wetzlar, Germany) at a magnification of 100x. The

histomorphometric evaluation was performed using software for image analysis
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(ImageJ, San Rafael, CA, USA). The percentages of bone-implant contact (% BIC) and
bone area between the implant threads (% BBT) were evaluated in the first six implant
threads. An analysis was also performed on the amount of bone and biomaterial in the
vicinity of the first 6 threads. These analyses were performed by a blinded and trained

examiner (FEP).

The tibias that had the implants removed were fixed in 4% paraformaldehyde for
48 hours, washed in running water for 12 hours and placed in 7% EDTA solution for 8
weeks. Subsequently, the samples were washed and dehydrated in alcohol, diaphanized
in xylol and imbedded in paraffin. The sections were oriented parallel to the long axis of
the site where the implants were inserted. The 4-um-thick sections were mounted onto
common (for haematoxylin-eosin  staining) and silanized slides (for
immunohistochemical analysis).

A histological description was performed to evaluate the aspect of the new bone
and the maturation process. The evaluations were performed by a trained and blinded
examiner for the experimental groups with the aid of a DIASTAR optical microscope
(Leica Reichert & Jung products, Wetzlar, Germany) with magnifications of 100x and
200x (GJO).

Immunohistochemistry analysis

The immunohistochemical analyses were performed to identify and localize the
expression of proteins related to bone remodelling: osteocalcin (OCN), bone
morphogenic protein-2 (BMP2), and alkaline phosphatase (ALP). Histological sections
were mounted on silanized slides, followed by routine laboratory procedures for
deparaffinization and rehydration. Subsequently, the sections were subjected to non-
specific epitope blockade by the application of 3% hydrogen peroxide for 30 minutes

and 3% bovine albumin protein for 120 minutes. Then, the sections were incubated for
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16 hours in the following primary antibodies: OCN (1:400); BMP-2 (1:400) and ALP
(1:800). As a negative control, histological sections were treated with 1% PBS.
Subsequently, the sections were treated by avidin-biotin-peroxidase complex and
stained by diaminobenzidine (Dako, Glostrup, Denmark). The sections were
counterstained with Carrazi’s haematoxylin solution for visualization of the cell nuclei.
The images were obtained using a camera coupled to a light microscope (Leica-Reichert
Diastar Products & Jung, Wetzlar, Germany). The expression levels of the proteins were
assessed through a protein labelling extension index (de Oliveira, et al. 2014) that was
performed in the coronal half of the surgical implant bed: (0) without labelling (0% of
cells / matrix); (1) weak labelling (<25% of cells / matrix); (2) moderate labelling (25-
50% of cells / matrix); (3) strong labelling (<50% of cells / matrix). The analyses were

performed by a blinded and trained examiner for this analysis (GJO).

Statistics

GraphPad Prism 6 software (San Diego, CA, USA) was used to perform the statistical
analysis of this study. The data generated by the histometric, microtomographic and
biomechanical analyses were numerical; in this way, the data were submitted to the
Shapiro-Wilk Normality test to evaluate if the data were distributed according to the
central  distribution theorem. The data from the biomechanical and
immunohistochemical analyses that were not distributed according the normality were
analysed using the non-parametric Mann-Whitney test. The data from the
microtomographic and histometric analyses were distributed according to normality and
were analysed using the non-paired t-test parametric test. All tests of this study were

applied with a significance level set at 95%.

Results
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All animals survived and supported the experimental tests. Thus, all the samples were
used in the analysis proposed. Calculation of the statistical power was based on the BIC
data of this study. According to data from 45 days, taking into account that the smallest
difference between the means between the groups where there were statistically
significant differences was 19.29% with a standard deviation of 6.59%, it was verified
that a sample of 7 animals per group/period was sufficient to apply statistical tests with

an a-type error of 0.05 and a B-power of 0.90.

Biomechanical analysis

An increase in implant removal torque was observed when comparing the 45-day
periods versus the 15-day periods in all the groups. There was a significant increase in
removal torque in the HA/TCP-H group (2.71 £ 0.48 Ncm at 15 days and 6.57 + 2.69
Ncm at 45 days) compared to the HA/TCP group (1.71 £ 0.48 Ncm at 15 days and 3.85

+2.03 Ncm at 45 days) for both assessment periods (Table 1).

MCT

The volume of mineralized tissue around the implants increased in the 45-day period
compared to the 15-day period in all groups (p <0.05), with the exception of the DBB-H
group. The HA/TCP-H group (33.83 £ 5.65% at 15 days and 44.30 + 3.07% at 45 days)
had a higher volume of mineralized tissues around the implant than the HA/TCP group
(27.46 + 3.49% at 15 days and 37.97 + 3.43% at 45 days) for both evaluation periods (p

<0.05) (Table 2).

Descriptive histology/Histometry



44

The histological appearance of the grafted tissue did not differ between the groups in the
different evaluation periods. At 15 days, the formation of an osteoid matrix with
rounded osteocytes and active osteoblasts with a large volume of cytoplasm was
verified. Also verified was a great presence of blood vessels and the presence of
biomaterials in contact with the neoformed bone tissue. At the 45-day period, it was
shown that the bone tissue was at an advanced stage of maturation, with well-
established or in-formation Havers channels, flattened osteocytes and presence of few
reversion lines. The biomaterials were not totally resorbed in any group, and a good part

of the bone substitutes was in close contact with the neoformed bone tissue (Figure 2).

Regarding the histometric analyses, a greater %BIC was observed in all groups
where an implant with a hydrophilic surface was used in comparison with the groups
where implants with machined surfaces were used in both periods of evaluation. At 15
days, the DBB-H and HA/TCP-H groups presented %BIC of 14.08 + 3.57% and 15.75
* 6.31%, respectively, while the DBB and HA/TCP groups presented %BIC de 8.15 +
5.69% and 7.89 + 5.47%, respectively. At the 45-day period, the DBB-H and HA/TCP-
H groups presented %BIC of 39.60 + 14.28% and 44.33 + 22.49%, while the DBB and
HA/TCP groups presented %BIC of 20.32 £ 7.69% and 11.21 + 6.82% (Table 3; Figure

3).

The %BBT was higher in the DBB-H and HA/TCP-H groups compared with the
DBB and HA/TCP groups at the 45-day period. At this period, the DBB-H and
HA/TCP-H presented a %BBT of 44.79 + 10.61% and 47.05 = 20.52%, respectively.
The DBB and HA/TCP groups presented %BBT of 25.64 + 11.70% and 11.37 + 7.09%,
respectively (Table 4; Figure 3). The amount of bone in the grafted areas near the
implants was higher in the DBB-H groups (33.41 + 10.50% at 15 days and 38.87 *

15.34% at 45 days) compared to the DBB group (18.03 + 8.04% at 15 days and 23.12 +
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11.61 5 to 45 days) (Table 5), while the amount of biomaterial was not statistically

different between the groups (Table 6).

Immunohistochemistry analysis

A higher expression of BMP-2 was observed in the DBB-H and HA/TCP-H groups than
in the DBB and HA/TCP groups at the 45-day period. In addition, a greater expression
of ALP was observed in the DBB-H group compared to the DBB group at the 15-day
period. There were no differences in the expression of OCN between the groups of

implants with machined and hydrophilic surfaces (Figure 4).

Discussion

In general, it was verified in the present study that a hydrophilic implant surface
promoted a better osseointegration pattern in areas grafted with DBB and HA/TCP
compared to the machined surfaces. The results of the histometric analysis showed that
the implants with a hydrophilic surface had a higher %BIC and %BBT in relation to the
machined surface implants in the areas grafted with both biomaterials. This result
corroborates previous studies that demonstrated that implants with a modified surface
have a greater bone-to-implant contact than implants with machined surfaces in areas of
native bone (Faeda, et al. 2012, Grassi, et al. 2006, Shibli, et al. 2007, Trisi, et al. 2003).

Regarding dental implants with hydrophilic surfaces, it has been reported in the
literature that these types of implant surfaces promoted greater osseointegration in areas
of native bone than implants than other types of surface modifications (Buser, et al.
2004, Lang, et al. 2011). A pre-clinical study showed that implants with hydrophilic
surfaces had a higher percentage of bone-implant contact compared to implants with
surfaces modified by sandblasting and acid etching at the periods of 2 (49.40% vs.

29.42%) and 4 (81.91% vs. 66.57%) weeks in minipigs (Buser, et al. 2004). It was
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observed in another study that implants with a hydrophilic surface installed in the
retromolar region of humans presented a higher degree of osseointegration than
implants with surfaces treated with sandblasting and acid etching after 4 weeks of the
surgical procedure (48.3% vs. 32.4%, respectively) (Lang, et al. 2011). It has been
justified that the acceleration of the osseointegration promoted by this hydrophilic
surface is due to immersion of the implants in a saline substance that protects it from
atmospheric air, preventing contamination by carbon and hydrocarbons and thus
avoiding the loss of energy of the surface and improving its wettability (Bosshardt, et al.
2017, Vasak, et al. 2014, Wennerberg, et al. 2014). The only preclinical study that
evaluated the osseointegration of hydrophilic surface implants in grafted areas with
osteoconductive biomaterials showed no superiority of hydrophilic surfaces compared
to surfaces with sandblasting and acid etching in maxillary sinuses of sheep grafted with
HA/TCP; however, the long evaluation periods (12 and 26 weeks) may explain the

absence of differences between these surfaces (Philipp, et al. 2014).

The results of this study also demonstrated that the use of implants with
hydrophilic surfaces increased the removal torque values and the volume of mineralized
tissues around the implants installed in grafted areas, and this difference was
statistically significant only in areas grafted with HA/TCP. The absence of differences
of these parameters in the DBB grafted areas may be due to the greater osteoconduction
potential promoted by this biomaterial in relation to HA/TCP, as was demonstrated in
previous studies (Antunes, et al. 2013, Cordaro, et al. 2008). Thus, the influence of the
hydrophilic surface seems to be greater in areas grafted with HA/TCP that present a
lower osteoconductive potential in relation to the DBB. Furthermore, it has been shown
in clinical studies that the DBB presented more graft remnants than the HA/TCP

(Cordaro, et al. 2008, Schmitt, et al. 2013), and this characteristic may be influenced the
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volume of mineralized tissues around the implants. Thus, the impact of the use of
hydrophilic surfaces is likely to be more evident in areas grafted with biomaterials with

a lower osteoconductive potential, as demonstrated in this study.

The increase in osseointegration observed in the hydrophilic surface implants in
DBB and HA/TCP grafted areas was associated with an increased expression of BMP-2
and ALP proteins in the bone tissue close to the surface of the implants compared with
machined surface implants. Since these proteins are related to an increased
differentiation and osteoblastic function and to the formation of bone tissue (Cheng, et
al. 2003, Fahmy-Garcia, et al. 2017, Mansell, et al. 2017), it can be inferred that the
increased expression of these proteins may enable an enhancement of the
osseointegration promoted by hydrophilic surfaces. Indeed, in vitro studies with
osteoblastic lineage cells demonstrated that hydrophilic implant surfaces enhance the
expression of important proteins for bone tissue formation, such as VEGF, ALP, OPG,
and TGFB1 (Rausch-fan, et al. 2008), improving adhesion, proliferation, differentiation

and activation of osteoblastic activity (Thalji, et al. 2013, Zhao, et al. 2005).

The improvement in the osseointegration pattern promoted by the hydrophilic
surfaces in the grafted areas may clinically represent the reduction in the waiting time
for the application of prosthetic loading in the implants placed in these areas, which are
characterized by reduced mechanical properties compared to native bone areas. Despite
these promising results, it should be noted that this study presents limitations, such as
the comparison of the hydrophilic surface with a machined surface, because currently
the use of machined surfaces is not a common clinical practice, and therefore the
comparison of osseointegration in areas grafted with other types of modified surfaces
implants should be investigated. To prove the inference that the hydrophilic surfaces

can reduce the clinical time for the application of the prosthetic load in grafted areas, it
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will be necessary to compare the hydrophilic surface implants with other types of
implant surfaces in models that induce occlusal loads in grafted areas. In addition, the
effect of the hydrophilic surface on osseointegration in areas grafted with other types of

bone substitutes remains uncertain.

Conclusion

It can be concluded that implants with hydrophilic surfaces have a better
osseointegration pattern in DBB and HA / TCP grafted areas than implants with

machined surfaces.
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Figures

Fig. 1. Flowchart of the study. The animals were submitted to the surgical procedure of
bone defects confection and filling with bone substitutes 60 days before implant
placement, which was considered the baseline period. The animals were submitted to

euthanasia after 15 and 45 days of the implant installation.

-60 days Baseline 15 days 45 days

Bone Implants Euthanasia Euthanasia
grafting placement
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Fig. 2. Representative figures of the decalcified sections of the remaining bone tissue
after implant removal torque analysis. No differences were observed in the histological
patterns of grafted areas associated with different types of implants. (A-DBB; B-
HAJ/TCP). At 15 days, the formation of an osteoid matrix associated with the presence
of rounded osteocytes and active osteoblasts can be observed. In addition, note a great
presence of blood vessels and the formation of Haversian canals. (C-DBB; D-HA/TCP).
At 45 days, it was observed that the bone tissue of the grafted area was in an advanced
stage of maturation. It can be observed the presence of a Haver’s channel formed,

osteocytes and osteoblasts flattened, and the presence of a few reversion lines and bone

tissue with a lamellar appearance (HE-Original augmentation 100X).
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Fig. 3. Representative figures of the non-decalcified sections. The implants with
hydrophilic surfaces presented a higher % BIC at both experimental periods and higher
% BBT at 45 days compared with the machined surfaces. In addition, a higher
percentage of bone in the area surrounding the hydrophilic surface implant was verified
than in implants with a machined surface in both evaluation periods; however, the
amount of biomaterial was not different between the groups (Stevel’s blue and acid

fucsin- Original augmentation 100X).
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Fig. 4. Representative images and graphs of protein expression analysis. A and D
represent images of ALP expression at 15 days in the machined and hydrophilic implant
surfaces, respectively. Images B and E represent the images of the BMP-2 expression at
45 days in the machined and hydrophilic implants surfaces, respectively, while images
C and F represent the images of the OCN expression at 45 days in the machined and
hydrophilic implants surfaces, respectively. A higher BMP-2 expression was observed
in the DBB-H and HA/TCP-H groups than in the DBB and HA/TCP groups at the 45-
day period. In addition, there was a greater expression of ALP in the DBB-H group
compared to the DBB group at the 15-day period. There were no differences in OCN

expression between the groups. (Original augmentation-200x).
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Tables

Table 1: Mean (Median) and standard deviation of the biomechanical analysis data

(Ncm) in all the groups and periods of evaluation.

Groups/Period 15 days 45 days
DBB 2.28 (2.00) + 0.48 4.28 (4.00) + 1.11°
HA/TCP 1.71 (2.00) + 0.48 3.85 (3.00) + 2.03"
DBB-H 2.28 (2.00) £ 0.48 5.71 (5.00) + 3.09
HA/TCP-H 2.71 (3.00) + 0.48" 6.57(5.00) + 2.69 "

* Higher removal torque than the HA/TCP group- Mann-Whitney test; # Higher removal torque than the
15-day period- Teste de Mann-Whitney test.

Table 2: Mean and standard deviation of the BV/TV (%) in all the groups and

experimental periods.

Groups/Period 15 days 45 days
DBB 33.10+4.81 40.46 + 5.94"
HA/TCP 27.46 + 3.49 37.97 +£3.43"
DBB-H 35.76 + 7.18 39.17 + 2.87*
HA/TCP-H 33.83+5.65 44.30 +3.07°"

* Higher BV/TV (%) than the HA/TCP group- Unpaired t-test; # Higher BV/TV (%) than the 15-day
period- Unpaired t-test.
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Table 3: Mean and standard deviation of the %BIC in all the groups and experimental

periods.
Groups/Period 15 days 45 days
DBB 8.15 + 5.69 20.32 + 7.69"
HA/TCP 7.89 +5.47 11.21 + 6.82
DBB-H 14.08 + 3,57 39.60 + 14.28™
HA/TCP-H 15.75 + 6.31" 44.33 + 22.49%"

* Higher %BIC than the implants with machined surfaces (DBB and HA/TCP)- Unpaired t-test; # Higher
%BIC than the 15-day period- Unpaired t-test

Table 4: Mean and standard deviation of the %BBT in all the groups and experimental

periods.
Groups/Period 15 days 45 days
DBB 11.55 £ 9.26 25.64 + 11.707
HA/TCP 12.57 £8.11 11.37 £7.09
DBB-H 19.54 + 6.68 44,79 +10.61°"
HA/TCP-H 19.53 + 10.23 47.05 + 20.52""

* Higher %BBT than the implants with machined surfaces (DBB and HA/TCP) at the period of 45 days-
Unpaired t-test; # Higher %BBT than the 15-day period- Unpaired t-test
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Table 5: Mean and standard deviation of the bone area in the vicinity of the implants in

all the groups and experimental periods.

Groups/Period 15 days 45 days
DBB 18.03 + 8.04 23.12+ 1161
HA/TCP 24.67 £ 8.87 24.43 £ 6.59
DBB-H 33.41+10.50° 38.87 £ 15.34°
HA/TCP-H 20.62 £ 5.59 27.43 £ 7.96

* Higher bone quantity than around the implants with machined surfaces placed in areas grafted with
DBB- Unpaired t-test.

Table 6: Mean and standard deviation of the bone substitute remnants in the vicinity of

the implants in all the groups and experimental periods.

Groups/Period 15 days 45 days
DBB 15.67 + 4.68 16.03 + 4.67
HA/TCP 17.04 +4.55 16.67 +5.71
DBB-H 21.42 +5.52 16.30 +5.42

HA/TCP-H 15.69 £ 6.13 13.36 £ 7.91
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4 CONSIDERACOES FINAIS

De uma forma geral, foi verificado no presente estudo que a superficie de
implante hidrofilica promoveu um melhor padrdo de osseointegracdo em 4areas
enxertadas com DBB e HA/TCP em comparacdo com as superficies usinadas. Os
resultados da andlise histométrica demostraram que os implantes com superficie
hidrofilica tiveram uma maior %BIC e %BBT em relagdo aos implantes com superficie
usinadas nas &reas enxertadas com ambos os biomateriais. Esse resultado corrobora com
estudos anteriores que demonstraram que implantes com superficie modificada
apresentam maior contato osso-implante do que implantes com superficie usinada em
areas de o0sso nativo®“*°. Tem sido justificado que a aceleracdo da osseointegracio
promovido por essa superficie hidrofilica é devido a imersdo dos implantes em uma
substancia salina que protege a superficie do implante do ar atmosférico, prevenindo a
contaminagdo por carbono e hidrocarbonetos e assim evitando a perda de energia da
superficie e melhorando a sua molhabilidade®?"*".

Foi observado que a utilizacdo dos implantes com superficie hidrofilica teve um
impacto maior nas areas enxertadas com HA/TCP do que nas areas enxertadas com
DBB, onde foi verificado um aumento do contra-torque de remocdo e maior volume de
tecidos mineralizados ao redor dos implantes com superficie hidrofilica instalados
apenas nas areas enxertadas com HA/TCP. A auséncia de diferencas desses parametros
nas areas enxertadas com DBB pode ser devido ao maior potencial de osteoconducao
promovida por esse biomaterial em relacdo a HA/TCP. De fato, estudos anteriores
demonstraram que houve um maior contato entre 0sso e as particulas remanescentes de
DBB do que nas particulas de HA/TCP*** que pode ter aumentado a resisténcia
mecanica das areas enxertadas com DBB em relacdo as areas enxertadas do HA/TCP.

Além disso, tem sido demonstrado em estudos clinicos que o DBB apresenta maiores
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remanescentes de biomaterial do que o HA/TCP®*

e essa caracteristica pode ter
influenciado no volume de tecido mineralizado ao redor dos implantes. Dessa forma, é
provavel que o impacto da utilizagdo de superficies hidrofilicas seja mais nitido em
areas enxertadas com biomateriais com potencial osteocondutor menor tal como
demonstrado nesse estudo. A investigacdo do efeito das superficies hidrofilicas em areas

enxertadas com outros tipos de biomateriais osteocondutores devera ser realizada no

futuro.

O aumento da osseointegracdo dos implantes com superficie hidrofilica nas
areas enxertadas com DBB e HA/TCP esteve associado ao aumento da expressao das
proteinas BMP2 e ALP associado ao 0sso vizinho desses implantes em comparagdo aos
implantes com superficie usinada. Essas proteinas estdo relacionadas com o aumento da

diferenciagdo e da funcéo osteoblastica®***

e estdo relacionados com a formagéo do
tecido 6sseo. De fato, estudos in vitro com culturas de células da linhagem osteoblastica
demonstraram que as superficies de implante hidrofilicas favorecem a interacdo do
implante com as proteinas importantes para formagéo de tecido dsseo tais como VEGF,
ALP, OPG, TGFB1*, o que favorece a adeséo, proliferacéo, diferenciacdo e ativacio da

atividade osteoblastica®*’,

A melhora no padrdo de osseointegracdo das superficies hidrofilicas nas areas
enxertadas pode representar clinicamente a redugdo no tempo de espera para a aplicacédo
do carregamento protético em uma area que é caracterizada por reduzida propriedades
mecanicas em comparacdo a areas de 0SSO nativo. Apesar desses resultados
promissores, deve-se destacar que esse estudo apresenta limitacGes tal como a
comparacdo da superficie hidrofilica com uma superficie usinada pois atualmente a
utilizacdo desse ultimo tipo de superficie ndo € uma pratica clinica corriqueira sendo

que dessa forma a comparacdo da osseointegracdo em areas enxertadas com outros tipos
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de superficies modificadas devera ser investigado. Para que a inferéncia em relacdo a
reducdo do tempo clinico para instalacdo de implantes seja comprovada, sera necessario
a utilizacdo de modelos que induzam a aplicacdo de cargas em implantes com superficie
hidrofilica em &reas enxertadas em comparacdo a implantes com outros tipos de
superficie. Além disso, o efeito da superficie hidrofilica sobre a osseointegracdo em

areas enxertadas com outros tipos de biomaterial € incerto.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que implantes com superficie hidrofilica apresentam melhor
padrdo de osseointegracdo em areas enxertadas com DBB e HA/TCP do que implantes

com superficie usinada.



65

REFERENCIAS*

1. Papaspyridakos P, Mokti M, Chen CJ, Benic Gl, Gallucci GO, Chronopoulos V.
Implant and prosthodontic survival rates with implant fixed complete dental prostheses
in the edentulous mandible after at least 5 years: a systematic review. Clin Implant Dent
Relat Res. 2014; 16(5): 705-17.

2. Galindo-Moreno P, Nilsson P, King P, Worsaae N, Schramm A, Padial-Molina
M, et al. Clinical and radiographic evaluation of early loaded narrow-diameter implants:
5-year follow-up of a multicenter prospective clinical study. Clin Oral Implants Res.
2017; 28(12): 1584-91.

3. Benic GI, Hammerle CH. Horizontal bone augmentation by means of guided
bone regeneration. Periodontol 2000. 2014; 66(1): 13-40.

4. Wang RE, Lang NP. Ridge preservation after tooth extraction. Clin Oral
Implants Res. 2012; 23 Suppl 6: 147-56.

5. Hallman M, Thor A. Bone substitutes and growth factors as an
alternative/complement to autogenous bone for grafting in implant dentistry.
Periodontol 2000. 2008; 47: 172-92.

6. Schmitt CM, Doering H, Schmidt T, Lutz R, Neukam FW, Schlegel KA.
Histological results after maxillary sinus augmentation with Straumann(R)
BoneCeramic, Bio-Oss(R), Puros(R), and autologous bone. A randomized controlled
clinical trial. Clin Oral Implants Res. 2013; 24(5):576-85.

7. Jensen T, Schou S, Svendsen PA, Forman JL, Gundersen HJ, Terheyden H, et al.
Volumetric changes of the graft after maxillary sinus floor augmentation with Bio-Oss
and autogenous bone in different ratios: a radiographic study in minipigs. Clin Oral
Implants Res. 2012; 23(8): 902-10.

8. Nkenke E, Neukam FW. Autogenous bone harvesting and grafting in advanced
jaw resorption: morbidity, resorption and implant survival. Eur J Oral Implantol. 2014;
7 Suppl 2:5203-17.

9. Mardas N, Chadha V, Donos N. Alveolar ridge preservation with guided bone
regeneration and a synthetic bone substitute or a bovine-derived xenograft: a
randomized, controlled clinical trial. Clin Oral Implants Res. 2010; 21(7): 688-98.

10.  Wu J, Li B, Lin X. Histological outcomes of sinus augmentation for dental
implants with calcium phosphate or deproteinized bovine bone: a systematic review and
meta-analysis. Int J Oral Maxillofac Surg. 2016; 45(11): 1471-7.

11.  Sesma N, Pannuti C, Cardaropoli G. Retrospective clinical study of 988 dual
acid-etched implants placed in grafted and native bone for single-tooth replacement. Int
J Oral Maxillofac Surg. 2012; 27(5): 1243-8.

* De acordo com o Guia de Trabalhos Académicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver.
Disponivel no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-
normalizacao-atualizado.pdf



http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacao-atualizado.pdf
http://www.foar.unesp.br/Home/Biblioteca/guia-de-normalizacao-atualizado.pdf

66

12.  Zinser MJ, Randelzhofer P, Kuiper L, Zoller JE, De Lange GL. The predictors
of implant failure after maxillary sinus floor augmentation and reconstruction: a
retrospective study of 1045 consecutive implants. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol. 2013; 115(5): 571-82.

13.  Antunes AA, Oliveira Neto P, de Santis E, Caneva M, Botticelli D, Salata LA.
Comparisons between Bio-Oss((R)) and Straumann((R)) Bone Ceramic in immediate
and staged implant placement in dogs mandible bone defects. Clin Oral Implants Res.
2013; 24(2): 135-42.

14.  Liu HY, Zheng H, Hou XP, Zhong WJ, Ying XX, Chai SL, et al. Bio-Oss((R))
for delayed osseointegration of implants in dogs: a histological study. Br J Oral
Maxillofac Surg. 2014; 52(8): 729-34.

15.  Pang C, Ding Y, Zhou H, Qin R, Hou R, Zhang G, et al. Alveolar ridge
preservation with deproteinized bovine bone graft and collagen membrane and delayed
implants. J Craniofac Surg. 2014; 25(5): 1698-702.

16. Philipp A, Duncan W, Roos M, Hammerle CH, Attin T, Schmidlin PR.
Comparison of SLA(R) or SLActive(R) implants placed in the maxillary sinus with or
without synthetic bone graft materials--an animal study in sheep. Clin Oral Implants
Res. 2014; 25(10): 1142-8.

17.  Rickert D, Vissink A, Slot WJ, Sauerbier S, Meijer HJ, Raghoebar GM.
Maxillary sinus floor elevation surgery with BioOss(R) mixed with a bone marrow
concentrate or autogenous bone: test of principle on implant survival and clinical
performance. Int J Oral Maxillofac Surg. 2014; 43(2): 243-7.

18.  Jensen SS, Aaboe M, Janner SF, Saulacic N, Bornstein MM, Bosshardt DD, et
al. Influence of particle size of deproteinized bovine bone mineral on new bone
formation and implant stability after simultaneous sinus floor elevation: a
histomorphometric study in minipigs. Clin Implant Dent Relat Res. 2015; 17(2): 274-
85.

19.  Mellati E, Chen S, Davies H, Fitzgerald W, Darby I. Healing of Bio-Oss(R)
grafted marginal gaps at implants placed into fresh extraction sockets of incisor teeth in
dogs: a study on the effect of submerged vs. non-submerged healing. Clin Oral Implants
Res. 2015; 26(5): 553-62.

20.  Dos Anjos TL, de Molon RS, Paim PR, Marcantonio E, Marcantonio E, Jr.,
Faeda RS. Implant stability after sinus floor augmentation with deproteinized bovine
bone mineral particles of different sizes: a prospective, randomized and controlled split-
mouth clinical trial. Int J Oral Maxillofac Surg. 2016; 45(12): 1556-63.

21.  Nedir R, Nurdin N, Khoury P, Bischof M. Short implants placed with or without
grafting in atrophic sinuses: the 3-year results of a prospective randomized controlled
study. Clin Implant Dent Relat Res. 2016; 18(1): 10-8.

22. Tran DT, Gay IC, Diaz-Rodriguez J, Parthasarathy K, Weltman R, Friedman L.
Survival of dental implants placed in grafted and nongrafted bone: a retrospective Study
in a University Setting. Int J Oral Maxillofac Surg. 2016; 31(2): 310-7.



67

23.  De Santis E, Lang NP, Ferreira S, Rangel Garcia I, Jr., Caneva M, Botticelli D.
Healing at implants installed concurrently to maxillary sinus floor elevation with Bio-
Oss(R) or autologous bone grafts. A histo-morphometric study in rabbits. Clin Oral
Implants Res. 2017; 28(5): 503-11.

24.  Buser D, Broggini N, Wieland M, Schenk RK, Denzer AJ, Cochran DL, et al.
Enhanced bone apposition to a chemically modified SLA titanium surface. J Dent Res.
2004; 83(7): 529-33.

25.  van Velzen FJ, Ofec R, Schulten EA, Ten Bruggenkate CM. 10-year survival
rate and the incidence of peri-implant disease of 374 titanium dental implants with a
SLA surface: a prospective cohort study in 177 fully and partially edentulous patients.
Clin Oral Implants Res. 2015; 26(10): 1121-8.

26.  Wennerberg A, Jimbo R, Stubinger S, Obrecht M, Dard M, Berner S.
Nanostructures and hydrophilicity influence osseointegration: a biomechanical study in
the rabbit tibia. Clin Oral Implants Res. 2014; 25(9): 1041-50.

27.  Bosshardt DD, Chappuis V, Buser D. Osseointegration of titanium, titanium
alloy and zirconia dental implants: current knowledge and open questions. Periodontol
2000. 2017; 73(1): 22-40.

28.  Sartoretto SC, Alves AT, Resende RF, Calasans-Maia J, Granjeiro JM,
Calasans-Maia MD. Early osseointegration driven by the surface chemistry and
wettability of dental implants. J Appl Oral Sci. 2015; 23(3): 279-87.

29. Hinkle RM, Rimer SR, Morgan MH, Zeman P. Loading of titanium implants
with hydrophilic endosteal surface 3 weeks after insertion: clinical and radiological
outcome of a 12-month prospective clinical trial. J Oral Maxillofac Surg. 2014; 72(8):
1495-502.

30.  Bornstein MM, Schmid B, Belser UC, Lussi A, Buser D. Early loading of non-
submerged titanium implants with a sandblasted and acid-etched surface. 5-year results
of a prospective study in partially edentulous patients. Clin Oral Implants Res. 2005;
16(6): 631-8.

31. Schwarz F, Herten M, Sager M, Wieland M, Dard M, Becker J. Bone
regeneration in dehiscence-type defects at chemically modified (SLActive) and
conventional SLA titanium implants: a pilot study in dogs. J Clin Periodontol. 2007;
34(1): 78-86.

32.  Schwarz F, Sager M, Ferrari D, Herten M, Wieland M, Becker J. Bone
regeneration in dehiscence-type defects at non-submerged and submerged chemically
modified  (SLActive) and conventional SLA  titanium implants: an
immunohistochemical study in dogs. J Clin Periodontol. 2008; 35(1): 64-75.

33.  Bornstein MM, Wittneben JG, Bragger U, Buser D. Early loading at 21 days of
non-submerged titanium implants with a chemically modified sandblasted and acid-
etched surface: 3-year results of a prospective study in the posterior mandible. J
Periodontol. 2010; 81(6): 809-18.



68

34.  Morton D, Bornstein MM, Wittneben JG, Martin WC, Ruskin JD, Hart CN, et
al. Early loading after 21 days of healing of nonsubmerged titanium implants with a
chemically modified sandblasted and acid-etched surface: two-year results of a
prospective two-center study. Clin Implant Dent Relat Res. 2010; 12(1): 9-17.

35. Lang NP, Salvi GE, Huynh-Ba G, lvanovski S, Donos N, Bosshardt DD. Early
osseointegration to hydrophilic and hydrophobic implant surfaces in humans. Clin Oral
Implants Res. 2011; 22(4): 349-56.

36. Khandelwal N, Oates TW, Vargas A, Alexander PP, Schoolfield JD, Alex
McMahan C. Conventional SLA and chemically modified SLA implants in patients
with poorly controlled type 2 diabetes mellitus--a randomized controlled trial. Clin Oral
Implants Res. 2013; 24(1): 13-9.

37.  Vasak C, Busenlechner D, Schwarze UY, Leitner HF, Munoz Guzon F, Hefti T,
et al. Early bone apposition to hydrophilic and hydrophobic titanium implant surfaces: a
histologic and histomorphometric study in minipigs. Clin Oral Implants Res. 2014;
25(12): 1378-85.

38.  Trisi P, Lazzara R, Rebaudi A, Rao W, Testori T, Porter SS. Bone-implant
contact on machined and dual acid-etched surfaces after 2 months of healing in the
human maxilla. J Periodontol. 2003; 74(7): 945-56.

39.  Grassi S, Piattelli A, de Figueiredo LC, Feres M, de Melo L, lezzi G, et al.
Histologic evaluation of early human bone response to different implant surfaces. J
Periodontol. 2006; 77(10): 1736-43.

40. Cordaro L, Bosshardt DD, Palattella P, Rao W, Serino G, Chiapasco M.
Maxillary sinus grafting with Bio-Oss or Straumann Bone Ceramic: histomorphometric
results from a randomized controlled multicenter clinical trial. Clin Oral Implants Res.
2008; 19(8): 796-803.

41.  Fahmy-Garcia S, van Driel M, Witte-Buoma J, Walles H, van Leeuwen JP, van
Osch G, et al. Nell-1, HMGB1 and CCN2 enhance migration and vasculogenesis, but
not osteogenic differentiation compared to BMP2. Tissue Eng Part A. 2018 ; 24(3-4):
207-21.

42.  Cheng H, Jiang W, Phillips FM, Haydon RC, Peng Y, Zhou L, et al. Osteogenic
activity of the fourteen types of human bone morphogenetic proteins (BMPs). J Bone
Joint Surg Am. 2003; 85A(8): 1544-52.

43.  Mansell JP, Shiel Al, Harwood C, Stephens D. Alkaline phosphatase binds
tenaciously to titanium; implications for biological surface evaluation following bone
implant retrieval. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl. 2017; 76: 472-6.

44,  Rausch-fan X, Qu Z, Wieland M, Matejka M, Schedle A. Differentiation and
cytokine synthesis of human alveolar osteoblasts compared to osteoblast-like cells
(MGB63) in response to titanium surfaces.Dent Mater. 2008; 24(1): 102-10.

45.  Zhao G, Schwartz Z, Wieland M, Rupp F, Geis-Gerstorfer J, Cochran DL, et al.
High surface energy enhances cell response to titanium substrate microstructure. J
Biomed Mater Res A. 2005; 74(1): 49-58.



69

46.  Thalji G, Gretzer C, Cooper LF. Comparative molecular assessment of early
osseointegration in implant-adherent cells. Bone. 2013; 52(1): 444-53.

47.  de Oliveira GJ, de Paula LG, Spin-Neto R, Stavropoulos A, Spolidorio LC,
Marcantonio EJr., et al. Effect of avocado/soybean unsaponifiables on osseointegration:
a proof-of-principle preclinical in vivo study. Int J Oral Maxillofac Surg. 2014; 29(4):
949-57.



70

APENDICE A - MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi submetido e aprovado na Comissdo de ética no uso de animais
da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr Unesp) (CEUA: 26/2016 — ANEXO
A). Para esse estudo foram utilizados 56 ratos (Rattus novergicus, variagdo Hotzman)
com 12 semanas de idade, com peso entre 250-300 g. Os animais foram mantidos em
um ambiente com temperatura (21+£1°C), humidade (65-70%), e ciclos de luz (12 horas)
controlados. Foram oferecidos aos animais agua e ragdo ad libitum. Esse estudo foi

conduzido de acordo com o protocolo ARRIVE para conduta de estudos pré-clinicos.

Grupos

Os 56 animais que foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos com 14
animais cada, que foram divididos de acordo com o tipo de biomaterial e implante que
foram utilizados: Grupo DBB: Defeito preenchido com 0sso bovino desproteinizado
(Bio-Oss®, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland) e instalacdo de implante com
superficie usinada (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil); Grupo HA/TCP: Defeito
preenchido com p-fosfato de célcio/Hidroxiapatita (Straumann® Bone Ceramic,
Straumann AG, Basel, Switzerland) e instalacdo de implante com superficie usinada;
Grupo DBB-H: Defeito preenchido com 0sso bovino desproteinizado e instalacdo de
implante com superficie hidrofilica modificada por jateamento de 6xidos e ataque acido
e mantida em solucdo de cloreto de sodio (Superficie ACQUA, Neodent®, Curitiba, PR,
Brasil); Grupo HA/TCP-H: Defeito preenchido com B-fosfato de calcio/Hidroxiapatita

e instalacdo de implante com superficie hidrofilica.
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Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados por uma combinacdo de Quetamina (Agener
Unido Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) na dosagem de 0,08 ml/100g de massa corporal com
Xilazina (Rompum, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) na dosagem de 0,04 ml/100g de
massa corporal. Posteriormente, os animais foram submetidos a tricotomia da regido

interna das patas posteriores direita e esquerda e foi realizada a antissepsia.

Uma incisdo de aproximadamente 10 mm foi realizada, em planos, sobre a
tuberosidade da tibia. Apos disseccdo delicada, o tecido 6sseo foi submetido a
osteotomia, por meio de uma broca esférica montada em contra angulo com auxilio de
um motor elétrico ajustado a 1200 rpm (BLM 600 — Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) sob
abundante irrigagdo com solucdo salina estéril. O defeito formado teve como medidas
finais 4mm de comprimento e de largura e 1.5mm de profundidade, sendo que os
mesmos foram posteriormente preenchidos com os biomateriais (Figura 1 A-B). O
tecido foi suturado por planos internamente com fio reabsorvivel 5.0 (Vicryl Ethicon,
Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, Brasil) e externamente com fio de seda 4.0
(Ethicon, Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, Brasil). Os animais receberam, em
dose Unica, penicilina associada a estreptomicina na dosagem 0.1 ml/kg de peso
(Multibiotico Small, Vitalfarma, Sdo Sebastido do Paraiso, MG, Brasil) e 0.1 ml/kg de
peso de cetoprofeno (Ketoflex; Mundo Animal, S&o Paulo, Brasil) por via

intramuscular.

Ap6s um periodo de 60 dias, foi realizado uma segunda intervencdo cirurgica na
regido que recebeu 0s biomateriais para instalagdo dos implantes (Figura 1 C). Uma
incisdo semelhante ao primeiro procedimento foi realizada sobre a tuberosidade da tibia.

A regido enxertada foi preparada para instalacdo dos implantes por meio da aplicagédo de
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uma sequéncia progressiva de fresas (fresa lanca; fresa espiral de 2.0 mm — Neodent®;
Curitiba, PR, Brasil) para acomodar um implante de titanio com 4 mm de altura por 2.2
mm de diametro (Superficies usinadas e Acqua, Neodent®, Curitiba, PR, Brasil). Todas
as perfuracGes foram realizadas com auxilio de um motor elétrico, ajustado a 1200 rpm,
sob abundante irrigacdo com solucdo salina estéril. O implante foi instalado com a ajuda
de uma chave digital (Chave digital hexagonal 1.2mm — Neodent, Curitiba, PR, Brasil)
(Figura 1 D-E). A sutura dos tecidos e o protocolo medicamentoso pds-operatério que

foi utilizado foi semelhante ao utilizado na primeira cirurgia.

Nos periodos de 15 e 45 dias apds os procedimentos cirdrgicos de instalacdo dos
implantes (Figura 2), os animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento da
dose de anestésico. As tibias foram separadas de acordo com as andlises executadas. A
tibia direita foi utilizada para as analises microtomograficas e histomorfométrica,
enquanto que a tibia esquerda foi utilizada para as analises biomecanicas, descri¢do

histoldgica e analise imuno-histoquimica.
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Figura 1 - Figura demonstrativa das etapas da cirurgia realizadas nas tibias dos animais.

(A) — Defeito ndo -critico confeccionado na tibia; (B) — Preenchimento do defeito com

biomaterial, e marcacdo com guta-percha, para melhor localiza¢do do defeito durante a analise

de micro-CT; (C) — Leito cirdrgico ap6s 60 dias do procedimento de confecgdo do defeito e

posterior preenchimento com biomaterial; (D) — Instalagdo do implante utilizando uma chave

digital hexagonal de 1.2mm; (E) — Implante em posicéo.

Fonte: Autoria propria

Figura 2 - Fluxograma do estudo.

-e0 dias Baselne 15 Dias 45 Dias
Procedimento Procedimente Eutanasia Eutanasia
Cirurgico cirdrgico-Instalagio
[Enxertia) dos implantes

Fonte: Autoria propria.
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Avaliacdo Biomecéanica

Apds a eutanasia as tibias esquerdas foram estabilizadas em uma pequena morsa.
Uma chave hexagonal foi conectada tanto no implante como no torquimetro (Tohnichi,
modelo ATG24CN-S, Toquio, Japdo - com escala graduada de 0.05 N/cm, medindo a
forca de 3 a 24 Ncm) e foi realizado um movimento anti-horario com o objetivo de
desrosquear o implante. O pico maximo necessario para movimentar o implante foi

anotado como o valor do torque de remogéo.

Avaliacdo microtomogréfica

As tibias direitas foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas e
posteriormente armazenadas em Alcool 70°. Essas amostras foram escaneadas por um
microtomografo (Skyscan, Aatselaar, Bélgica) com os seguintes parametros: Pixel da
camera: 12.45; Poténcia do tubo de raio-x: 65 kVP, intensidade do raio-x: 385 pA,
tempo de integracéo: 300 ms, filtro: Al-1 mm e tamanho do voxel: 18 um’. As imagens
foram reconstruidas, reposicionadas espacialmente e analisadas por softwares
especificos (NRecon, Data Viewer, CTAnalyser, Aatselaar, Bélgica). A regido de
interesse (ROI) foi definida como uma regido circular com 0,5 mm em torno de todo o
didametro do implante. Esse ROI foi definido como Volume Total (0,5mm de margem ao
redor dos implantes- 4,5 mm x 3,2 mm). Como os implantes colocados néo receberam o
cover screw em alguns casos houve a formagdo 6ssea dentro da plataforma proteética.
Para que esta formagdo dssea ndo interferisse com a analise do volume de tecido
mineralizado ao redor do implante foi definido um segundo ROI para remocdo do
volume da plataforma (Figura 3). Com os resultados obtidos nos dois ROIs, foi possivel

definir o volume de formacdo dssea utilizando a férmula: Volume Total — Volume
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Plataforma = Volume de tecidos mineralizados. O threshold utilizado na anéalise foi de
25-90 tons de cinza, e os valores do volume do tecido mineralizado ao redor dos
implantes foi obtido na forma de porcentagem. Um examinador treinado e cego para 0s

grupos experimentais executou essa analise.

Figura 3 - Figura representativa dos ROIls utilizados para realizacdo da analise

microtomograficas, (A) — ROl maior e (B) — ROl menor.

Fonte: Autoria propria.

Avaliacdo Histomorfométrica e descri¢do histoldgica

Apb6s o escaneamento, as tibias direitas foram desidratadas em uma série
crescente de etandis (60 — 100%) e infiltradas e polimerizados em resina
fotopolimerizavel (Technovit 7200 VLC, Kultzer Heraus GmbH & CO, Wehrheim,
Alemanha). Os blocos contendo o implante e o tecido 6sseo foram cortados em um
ponto central usando um sistema de corte e desgaste (Exakt Apparatebeau, Hamburgo,
Alemanha). As sec¢des finais apresentaram aproximadamente 45 um de espessura e
foram coradas com azul de Stevenel associado a fucsina &cida e analisadas em um

microscopio optico (DIASTAR — Leica Reichert & Jung products, Wetzlar, Alemanha)



76

com o aumento de 100X. As avaliacBes histomorfométricas foram realizadas com o
software para analise de imagem (Image J, San Rafael, CA, EUA). As porcentagens de
contato osso-implante (%BIC) (Figura 4A) e de area 0ssea entre espiras (%BBT)
(Figura 4B) foram avaliadas separadamente nas seis primeiras roscas dos implantes.
Também foi executado analise da quantidade de 0sso e biomaterial em porcentagem em
uma regido vizinha das 6 roscas avaliadas bilateralmente (Figura 5A-B). Essas analises

foram realizadas por um examinador cego e treinado.

Figura 4 — Analise Histométrica

(A) Figura representativa mostrando como foi mensurado o contato osso implante (BIC) na
analise histométricas. (B) Figura representativa mostrando como foi mensurado a area 0ssea
dentro das roscas (BBT) do implante na analise histométrica (Aumento original 100 X- Azul de
Stevenel’s com fucsina &cida).

Fonte: Autoria propria
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Figura 5 - Figura representativa mostrando como foi mensurado a quantidade de

biomaterial em uma regido vizinha das 6 roscas avaliadas bilateralmente.

L' 4 o =

» % ;
mplantes para mensuragéo

(A): Area aonde foi executado a analise na vizinhanga dos i
da composicdo da area enxertadas (Aumento original 25 X- Azul de Stevenel’s com fucsina
acida) (B): Mensuracdo da area dos biomateriais (circunscrita em amarelo) dentro do tecido

enxertado (Aumento original 100 X- Azul de Stevenel’s com fucsina &acida).

Fonte: Autoria propria

As tibias que tiveram os implantes removidos foram fixadas em paraformaldeido
4 % por 48 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e colocadas em solucéo de
EDTA para descalcificacdo por um periodo de 8 semanas. Posteriormente as amostras
foram lavadas e desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.
As seccdes foram realizadas paralelas ao longo eixo do sitio ao qual o implante foi
inserido. Os cortes com espessura de 4um foram fixados em laminas comuns (para
coloracdo com hematoxilina-eosina) e silanizadas (para analise imuno-histoquimica)

Foi avaliado na descri¢cdo histoldgica o aspecto do tecido 6sseo, com destaque
para o processo de remodelacdo e maturacdo 0ssea. As avaliaces foram realizadas por

um examinador treinado e cego para 0s grupos experimentais com auxilio de um
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microscopio 6ptico DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Wetzlar, Alemanha)
com o aumento de 100X e 200X.

Avaliacdo Imuno-histoquimica

A avaliacdo imuno-histoquimica foi realizada para identificar e localizar a
expressdo de proteinas relacionadas com a remodelacdo 6ssea: Osteocalcina (OCN),
proteina morfogénica 6ssea 2 (BMP2) e fosfatase alcalina (ALP). Os cortes histoldgicos
foram montados em laminas silanizadas, seguido de tramitacdo laboratorial de rotina
para deparafinizacdo e reidratacdo. Em seguida os cortes foram submetidos ao bloqueio
dos epitopos inespecificos através da aplicacdo de perdxido de hidrogénio 3% por 30
minutos e da proteina bovina albumina (BSA) a 3% por 120 minutos. Logo ap0s 0s
cortes foram incubados por 16 horas nos anticorpos primarios de OCN (1:400); BMP2
(1:400) e ALP (1:800) (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Como controle negativo, 0s
cortes histologicos foram tratados por PBS a 1%. Posteriormente os cortes foram
tratados pelo método do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) e corados pela
diaminobenzidina (DAB) (Dako, Glostrup, Dinamarca). Os cortes foram contra-corados
com solucdo de hematoxilina de Carrazi para visualizacdo dos nucleos celulares. As
imagens foram obtidas através de uma camera acoplada a um microscépio de luz
(Leica-Reichert Diastar Products & Jung, Wetzlar, Germany). As andalises da expressao
de todos os anticorpos foram executadas através um indice de extensdo de marcacéao
proteica’’ que foi executada na referente a metade coronal do leito cirdrgico dos
implantes: (0) sem marcacdo (0% das células/matriz); (1) marcagdo fraca (<25% das
células/matriz); (2) marcacdo moderada (<50% das células/matriz); (3) marcacédo forte
(<75% das células/matriz). As analises foram executadas por um examinador cego e

treinado para essa analise (GJO).
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Andlise estatistica

O software GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para
execucdo da andlise estatistica desse estudo. Os dados gerados pelas andlises
histométricas, microtomogréafica foram dados numericos, dessa forma foram submetidos
ao teste de Normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar se os dados se distribuiram de
acordo com o teorema da distribuicdo central. Os dados das analises biomecanicas nédo
foram normais e foram analisados por meio do teste de ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Os dados das analises microtomogréficas e histométricas foram normais e foram analisados
por meio do teste paramétrico t-nio pareado. Os dados gerados pela analise imuno-
histoquimica foram qualitativos, e dessa forma foram analisados pelo teste nao
paramétrico de Kruskall-Wallis complementado pelo teste de Dunn. Todos o0s testes

desse estudo foram aplicados com nivel de significancia de 95%.
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Peso/Idade 250-300g — 12 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara

Lgtxw;g 'H//x(»m/\ (,A/}) 8 AT
Profa. Dra. ELISA MARIA APAR‘%CIDA GIRO
Vice-coordenador da CEUA
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