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Almeida MM. Estudo experimental de Implantes com superfície ativada pela 

tetraciclina. Caracterização topográfica, histométrica, histoquímica e 

imunohistoquímica [tese] Araçatuba: Universidade Estadual Paulista Júlio de 

Mesquita Filho - UNESP; 2021. 

RESUMO 

Modificações topográficas e físico-químicas da superfície dos implantes têm sido 

propostas para aumentar a porcentagem de contato osso-implante, principalmente 

em áreas de tecido ósseo de menor densidade, favorecer as respostas biológicas 

em um período de reparo mais curto e, consequentemente, favorecer o sucesso a 

longo prazo dos implantes osseointegráveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar 

experimentalmente a modificação de superfície de implantes dentários pela adição 

de tetraciclina com avaliações pela Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), 

Energia Dispersiva de Raios X (EDS), medidas do ângulo de contato e processo de 

reparo peri-implantar pelo método imunohistomorfometrico. Foram utilizados 

quarenta e oito implantes (1,6mm de diâmetro e 4,0 mm de comprimento) e 6 discos 

de titânio (6mm de diâmetro e 1,5 mm de espessura) divididos em dois grupos: 

Grupo Tratamento Ácido (GA) e Grupo Tratamento Tetraciclina (GT). Para análise 

topográfica utilizou seis implantes com distribuição igual entre os grupos. Para a 

análise de rugosidade utilizou-se os 6 discos de titânio com distribuição igual entre 

os grupos. Para os testes em animais foram utilizados 42 implantes e 42 ratos Wistar 

igualmente divididos em dois grupos com implantes instalados na tíbia e divididos 

em três períodos experimentais: 7,30 e 60 dias. Os espécimes foram processados 

para avaliação histológica e imunoistoquímica. Resultados: A topografia de 

superfície revelou que GA apresentava microcavidades de rugosidade homogênea, 

sem contaminação da superfície e com picos de titânio e oxigênio. GT apresentou 

superfície mais homogênea e regular quando comparado GA, também revelou picos 

de titânio e oxigênio predominantemente, com presença de discretos picos 

correspondentes aos elementos cálcio (Ca), fósforo (P), Carbono (C) e Magnésio.  

GA não apresentou molhamento enquanto GT apresentou um molhamento parcial. 

Comparando os valores das porcentagens da extensão de tecido ósseo em contato 

com a superfície do implante (BIC) e a área ocupada por tecido ósseo nas três 

primeiras roscas do implante (BAFO) apenas em 30 dias apresentou diferença 

estatística significativa (p<0,05). Os resultados imunohistomorfométricos apontam 



 

 

para a elevada sequência dinâmica dos processos biológicos de reparo nos 

primeiros 30 dias após a inserção do implante em ambos os grupos, tendendo ao 

equilíbrio aos 60 dias. Conclusão A superfície ativada pela tetraciclina se mostrou 

biocompatível, com ausência de reações inflamatórias junto ao tecido peri-implantar 

e uma ossificação adequada, sendo qualitativamente e quantitativamente superior 

ao grupo controle, sugerindo uma osseointegração precoce. 

Palavras-chave: Implantes dentários. Tetraciclina. Osseointegração 

 

 
 
  



 

 

Almeida MM. Experimental study of implants with surface activated by 

tetracycline. Topographic, histometric, histochemical and 

immunohistochemical characteristics.[tese] Araçatuba: Universidade Estadual 

Paulista Júlio de Mesquita Filho - UNESP; 2021. 

ABSTRACT 

Topographic and physical-chemical modifications of the surface of the implants have 

been proposed to increase the percentage of bone-implant contact, especially in 

areas of lower density bone tissue, favor biological responses in a shorter repair 

period and, consequently, favor the long-term success of osseointegrated implants. 

The objective of this work was to experimentally evaluate the surface modification of 

dental implants by adding tetracycline with evaluations by Scanning Electron 

Microscopy (SEM), X-ray Dispersive Energy (EDS), contact angle measurements 

and peri-implant repair process by the immunohistomorphometric method. Forty-eight 

implants (1.6 mm in diameter and 4.0 mm in length) and 6 titanium discs (6 mm in 

diameter and 1.5 mm in thickness) were used, divided into two groups: Acid 

Treatment Group (GA) and Group Tetracycline treatment (GT). For topographic 

analysis, six implants were used with equal distribution between groups. For the 

roughness analysis, the 6 titanium discs were used with equal distribution between 

the groups. For the animal tests, 42 implants and 42 Wistar rats were equally divided 

into two groups with implants installed in the tibia and divided into three experimental 

periods: 7, 30 and 60 days. The specimens were processed for histological and 

immunohistochemical evaluation. Results: The surface topography revealed that GA 

had homogeneous roughness microcavities, without surface contamination and with 

titanium and oxygen peaks. GT showed a more homogeneous and regular surface 

when compared to GA, it also revealed titanium and oxygen peaks predominantly, 

with the presence of discrete peaks corresponding to the elements calcium (Ca), 

phosphorus (P), carbon (C) and magnesium. GA showed no wetting while GT 

showed partial wetting. Comparing the values of the percentages of bone tissue 

extension in contact with the implant surface (BIC) and the area occupied by bone 

tissue in the first three implant threads (BAFO) in only 30 days, there was a 

statistically significant difference (p <0.05). The immunohistomorphometric results 

point to the high dynamic sequence of biological repair processes in the first 30 days 

after insertion of the implant in both groups, tending to balance at 60 days. 



 

 

Conclusion The surface activated by tetracycline proved to be biocompatible, with no 

inflammatory reactions close to the peri-implant tissue and adequate ossification, 

being qualitatively and quantitatively superior to the control group, suggesting early 

osseointegration. 

Keywords: Dental implants. Tetracycline. Osseointegration. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A osseointegração consiste na ancoragem óssea do implante dentário 

suficiente para suportar cargas funcionais (BRÄNEMARK et al., 1969; PLECKO et 

al., 2012), sendo resultado do processo de reparo ao redor dos implantes dentários. 

O contato inicial do implante acontece com o tecido hematopoiético, onde há 

formação de coágulo ao seu redor (PALMQUISTet al., 2010). As células sanguíneas 

e suas proteínas interagem com as moléculas da superfície de titânio e guiam 

osteogênese (DAVIES, 1998; ZHAO et al., 2005). Para o sucesso desta união, 

fatores como as propriedades do material do implante, forma e características da 

superfície, técnica cirúrgica e carga mecânica são determinantes (ADELL et al., 

1981).  

A superfície de implantes proposta por Bränemark (1965) possuía superfície 

de titânio comercialmente puro e com superfície usinada, considerado por muito 

tempo como padrão ouro. A técnica era utilizada para reabilitar pacientes totalmente 

edêntulos em que se instalavam implantes unidos para distribuir as cargas oclusais 

em regiões anteriores de maxila ou mandíbula. Com o sucesso das reabilitações 

ocorreu uma extrapolação da técnica em que os implantes eram instalados em 

regiões de piores qualidades ósseas reabilitando com prótese sob implantes 

unitárias, o que piorou o prognóstico do tratamento, fato que estimulou a pesquisa 

sobre a modificação da superfície de implantes (BRANEMARK, 1965; PALMQUISTet 

al., 2010). 

Desde então inúmeras modificações têm sido feitas nas superfícies dos 

implantes, dependendo do tratamento dado, características morfológicas, físico-

químicas e bioquímicas podem ser alteradas (VALVERDE et al., 2013; 

ZAREIDOOST et al., 2012), sendo que a intenção é aumentar a área de 

osseointegração e, consequentemente, permitir que estes implantes possam ser 

submetidos à carga protética após um tempo de reparo menor, quando comparados 

aos implantes de superfície usinada (KLOKKEVOLD et al., 2001;TRISIet al., 2002; 

WENNERBERG;ALBREKTSSON, 2009), o que melhora o prognóstico quando 

instalado em osso pouco compacto ou regenerado (ZAREIDOOSTet al., 2012).  

Dentre as tais modificações, destacam-se as realizadas por técnicas de 

subtração, adição ou a combinação delas (TRISI et al., 2002; WENNERBERG; 
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ALBREKTSSON, 2009). A técnica de subtração confere à superfície do implante 

uma topografia mais rugosa, além de alterações físicas que favorecem a retenção 

do coágulo sanguíneo, aumentam a resistência ao torque de remoção dos implantes 

(BRAGA et al., 2007; TRISI et al., 2002). Enquanto na técnica de adição é inserido 

sobre o implante usinado um produto reativo a superfície óssea, ocorrendo ação 

química. A intenção é aumentar o contato entre implante e células sanguíneas e 

induzir a osteogênese, potencializando a osseointegração (GOTFREDSEN; 

BERGLUNDH; LINDHE, 2001; LIN et al., 2009). 

A técnica de subtração por tornar a superfície do implante mais rugosa 

aumenta consequentemente a área de contato e a área de osseointegração (BUSER 

et al., 1991). A microtopografia superficial do implante determina diretamente a 

tensão superficial que este irá possuir. Quanto maior a tensão superficial, maior a 

molhabilidade da superfície do implante, maior área de contato e maior a 

osseointegração (ORSINI et al., 2012).  

O tratamento de superfície com ataque ácido é uma técnica de subtração em 

que além de alterar a microtopografia superficial do implante também elimina a 

contaminação e a torna mais hidrofílica.  O aumento da hidrofilia da superfície do 

implante melhora a adsorção de proteínas, o que parece favorecer a 

osseointegração atuando na retenção inicial do coágulo e posterior adesão de 

células à superfície do implante (TRISI et al., 2002, ALBREKTSSON; 

WENNERBERG, 2004). Entretanto, a topografia rugosa e porosa pode proporcionar 

adesão de biofilme bacteriano quando exposta ao meio bucal ocasionando a 

periimplantite (TEUGHELS et al.,2006). 

O titânio apresenta excelentes propriedades físicas, alta resistência a 

corrosão, baixo módulo de elasticidade e fadiga, além de biocompatível devido a 

formação da camada de dióxido de titânio, contudo é incapaz de estimular aposição 

óssea sendo considerado bioinerte (KATO et al., 2000). Assim a técnica de adição 

se torna útil, uma vez que ocorre incorporação um agente bioativo responsável 

estimular respostas celulares osteogênicas (GOTFREDSEN; BERGLUNDH; 

LINDHE, 2001; LIN et al., 2009). 

Estudos de agentes biomiméticos é uma crescente área de pesquisa no 

campo da implantodontia, em que se investiga a adição de agentes bioativos na 
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superfície do implante para que se acelere o processo de reparo perimplantar e 

também diminua o tempo de tratamento. Os agentes biomiméticos são projetados 

para provocar respostas celulares mediadas por interações entre o agente e o tecido 

(SHIN; JO; MIKOS, 2003). 

Com a finalidade de diminuir as chances de infecção perimplantar alterações 

nas superfícies de implantes podem ser feitas adicionando antibióticos com o 

objetivo de tornar a superfície biologicamente ativa, desta forma, prevenindo a 

infecção periprotética inicial (PARVIZI et al., 2004). A palavra antibiótico deriva do 

grego e significa “contra vida”. Os antibióticos são substâncias químicas específicas, 

derivadas de organismos vivos ou sintetizadas em laboratórios. São capazes de 

inibir processos vitais em outros organismos vivos, inclusive em pequenas 

concentrações (BRUNTON et al., 2012; RANG et al., 2012). 

A Tetraciclina hidroclorada (TH) pertence à classe antibiótica das 

Tetraciclinas, agentes bacteriostáticos de largo espectro, que agem inibindo a 

síntese proteica de bactérias sensíveis, bloqueando a ligação do RNA-t (RNA 

transportador) ao RNA-m (RNA mensageiro) do complexo ribossômico 30S desses 

microrganismos. Seu espectro de ação abrange microrganismos Gram-positivos 

(aeróbicos e anaeróbicos), Gramnegativos, protozoários, micoplasma, clamídias, 

riquetsias e espiroquetas (BRUNTON et al., 2012; RANG et al., 2012). Além de 

possuir propriedades anti-inflamatórias (GLABER; CREAMER 1991; WIKESJÖ et al., 

1986) suprimindo a quimiotaxia e migração de neutrófilos e inibindo a proliferação de 

linfócitos (SAPADIN; FLEISCHMAJER, 2006). Possui também capacidade 

imunosupressora, de inibição de lípase e colagenase, de apoptose e angiogênese. 

(ROBERTS, 2003; SAPADIN; FLEISCHMAJER, 2006). 

O uso tópico da TH na odontologia é justificado pela ação antimicrobiana e 

descalcificadora, que possibilita exposição proteica dos tecidos duros assim utilizada 

em procedimentos periodontais regenerativos, como biomodificador radicular em 

substituição ao ácido cítrico e EDTA (ABED et al.,2013; MARIOTTI, 2003; NAGATA 

et al., 2005). Age na descontaminação da superfície radicular em portadores de 

doença periodontal com objetivo de condicionamento químico: remove a smear 

layer, bactérias e toxinas.  Em razão do baixo pH fornece desmineralização 

superficial do substrato, o que favorece a adesão da fibronectina. Auxiliando assim, 

na formação e adesão do coágulo de fibrina.  Além de estimular fatores de 
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crescimento e adesão celular de fibroblastos na superfície dentinária, o que promove 

passo importante para o processo cicatricial com a formação do epitélio funcional 

longo (NAGATA et al., 2005). 

Outra função interessante da TH é que em razão do baixo pH pode atuar na 

desmineralização óssea artificial que é utilizada em procedimentos de enxertia 

óssea empregando blocos ósseos (REZENDE et al.,2014) ou osso particulado e no 

processamento de enxertos de osso humano liofilizado desmineralizado (LIBIN; 

WARD; FISHMAN, 1975) que tem função de potencializar os processos reparativos 

em tratamentos cirúrgicos (LEWANDROWSKI et al., 1999; URIST, 1965; URIST et 

al., 1968). A importância é que agentes ácidos como o ácido cítrico, TH e EDTA 

atuam em tecido ósseo eliminando a fase mineral, o que antecipa a fase de 

remodelação, acelerando o processo de reparo. Desta forma, o conteúdo proteico é 

exposto sendo constituído principalmente de proteínas ósseas morfogenéticas 

denominadas BMP.  As BMPs fazem parte da superfamília do fator de crescimento 

transformador β (TGF-β) que são essenciais para formação óssea endocondral 

(MAIA et al., 2013). E sua liberação é dependente do nível de desmineralização 

(PIETRZAK et al., 2013). 

São significativos os estudos sobre as propriedades da TH, o que pode trazer 

um efeito biológico benéfico se adicionados a superfície de implantes. Diante do 

exposto, o tratamento de superfície do implante combinando as técnicas de 

subtração ácida e adição de tetraciclina hidroclorada pode trazer alguma 

contribuição no processo de reparo ao redor de implantes. 

 

1.1 Objetivos 

O objetivo deste trabalho foi avaliar experimentalmente a modificação de 

superfície de implantes dentários pela adição de tetraciclina com avaliações pela 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Energia Dispersiva de Raios X (EDS), 

medidas do ângulo de contato e processo de reparo periimplantar pelo método 

imunohistomorfometrico. 
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2 MATERIAL E MÉTODO 

Foram utilizados neste estudo 46 implantes de Ti com inserção interna e 

superfície modificada por tratamento ácido (TA) com dimensões de 1,6 de diâmetro 

e 4,0 mm de comprimento- Implalife® Indústria de Produtos Médico-Odontológicos, 

Jales, São Paulo, Brazil, e 6 discos de titânio modificada por tratamento ácido, com 

dimensões de 6mm de diâmetro e 1,5 mm de espessura Implalife® Indústria de 

Produtos Médico-Odontológicos, Jales, São Paulo, Brazil, distribuídos igualmente 

em dois grupos: 1) Grupo Superfície modificada com Tetraciclina Hidroclorada (GT) 

e Grupo Tratamento Ácido (GA). 

A preparação da Superfície Teste foi realizada no Laboratório de Pesquisa 

“Tetuo Okamoto” do departamento de Cirurgia e Clínica Integrada da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus Araçatuba e a outra superfície 

do grupo controle possuía superfície igual a disponível comercialmente. 

 

2.1 Preparação da superfície teste 

O protocolo estabelecido (APARECIDA, 2009) usou o método similar ao 

biomimético.  

Resumidamente, as amostras foram imersas em 50 mL de água oxigenada 

(H2O2, 10 volumes) na estufa por um período de 24h a 60°C para ativação 

superficial. Em seguida, mantidas em estufa por 3h a 60 ° C para secagem da 

superfície. E então colocadas em 50 mL de SBF por um período de 4 dias a 37°C e 

pH 7,0, com solução trocada a cada 24 h para manter o equilíbrio de íons. Seguida 

de secagem em estufa à 37ºC. E então imersas em 50 ml de solução de tetraciclina 

hidroclorada (0,5%) sob agitação por um período de 72 horas em estufa à 37ºC, com 

trocas diárias da solução para manter o equilíbrio dos íons. Após este período foram 

colocadas em solução com proporção 1:1 de álcool absoluto mais tetraciclina (0,5%) 

por 24h.  E secas em estufa a 60ºC. Em seguida, submetidas a banho de água 

destilada e realizada secagem total da superfície em estufa a 60ºC. Embaladas em 

grau cirúrgico e reencaminhadas a Implalife® Indústria de Produtos Médico-

Odontológicos, Jales, São Paulo, Brazil, para serem submetidas a processo de 

esterilização por raios gama (Figura1). 
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Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

2.2 Caracterização de superfície 

A topografia do implante foi analisada por meio de microscopia eletrônica de 

varredura (ZEISS, modelo EVO LS15), acoplado a um sistema de espectroscopia de 

espalhamento sistema de energia dispersiva de raios-X (EDS -Oxford Instruments, 

modelo INCA X-act, resolução de 133 eV - 5.9KV) para análise semiquantitativa da 

composição química da superfície. Nesse sentido, foram utilizados dois implantes de 

cada grupo. Os implantes foram posicionados dentro do MEV e cinco áreas de cada 

amostra foram escolhidas arbitrariamente por um examinador cego. As imagens 

foram feitas com elétrons secundários e retroespalhados. Para a análise de EDS, a 

tensão de aceleração de 7 kV foi usada para melhorar a relação pico / fundo para 

elementos de luz. 

2.3 Cálculo do tamanho da amostra 

O número amostral foi determinado pelo cálculo do poder da amostra ("Power 

Test") por meio do website: http://www.lee.dante.br/cgi-bin/uncgi/calculo_amostra. 

Assim, fundamentados nos resultados publicados por PALIN et al. (2013) para o 

poder do teste a 0,8, com alfa a 5%, com a diferença da média na ordem de 20, com 

desvio padrão de 15.6, ficou estabelecido um número de 7 animais por grupo e 

tempo experimental. (Figura 2) 

FIGURA 1 - Etapas do processo de modificação de superfície 
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FIGURA 2 - Fluxograma do delineamento experimental 

 

Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

2.4 Procedimento cirúrgico 

Este estudo foi realizado de acordo com os Princípios Éticos para a 

Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), e foi submetido à Comissão de Ética no Uso de Animal da FOA-UNESP 

(Processo FOA nº 00574–2017). Seguimos um desenho de modelo animal 

randomizado, prospectivo, controlado, seguindo todas as recomendações do Animal 

Research: Reporting In Vivo Experiments (ARRIVE) diretrizes para a execução e 

submissão de estudos em animais (KILKENNY et al., 2012) 

Para a realização deste estudo, foram utilizados 42 ratos (rattus norvegicus 

albinus, Wistar), machos, adultos, com peso corporal em torno de 300 gramas. Aos 

animais serão pareados no começo do estudo para diminuir o desvio padrão. Os 

animais serão cedidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Júlio 

de Mesquita Filho” Campus Araçatuba, onde serão mantidos em gaiolas com no 

máximo 4 animais cada, em ambiente climatizado e serão alimentados com ração 

sólida padrão e água “ad Libitum”, durante todo o experimento. Os mesmos animais 

foram divididos em dois grupos experimentais: Grupo Tetraciclina Hidroclorada (GT): 

com implante de titânio com superfície modificada a base de Tetraciclina 

hidroclorada será instalado na tíbia direita; Grupo Tratamento Ácido (GA): com 
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implante de titânio com superfície modificada a base de subtração ácida será 

instalado na tíbia direita. 

 

2.5 Cirurgia de instalação de Implante 

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de 8 horas. A anestesia 

por sedação foi realizada por administração via intramuscular de Cloridrato de 

Ketamina a 1% (Vetaset® – Fort Dodge, Saúde Animal LTDA, Campinas, São Paulo, 

Brasil), na dosagem de 10mg/Kg, e de Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® – 

Laboratório Calier do Brasil Ltda, São Paulo, Brasil), 5mg/Kg. Com complementação 

anestésica a infiltração local de solução de Cloridrato de Mepivacaína a 2% com 

epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na 

dosagem de 0,3 ml/Kg na metáfise tibial. 

A tíbia foi acessada após previa tricotomia da região lateral direita, feita a 

antissepsia pré-operatória por fricção de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona Iodo 

Degermante a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquímica, São 

José do Rio Preto) associado ao Polivinil Pirrolidona Iodo Tópico a 10%, com 1% de 

iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®, Rioquímica, São José do Rio Preto). O cirurgião 

foi o mesmo em todos os procedimentos. As cirurgias foram realizadas seguindo 

todos os princípios de assepsia para garantir a manutenção da cadeia séptica.  

Com o auxílio de uma lâmina de bisturi número 15C (Feather Industries Ltda, 

Tokyo, Japão), montada em cabo de bisturi número 3 (Hu-Friedy®, German), uma 

incisão linear por planos anatômicos de 1 cm foi feita na região lateral da metáfise 

tibial direita. A pele e o periósteo foram cuidadosamente descolados e devidamente 

afastados com um descolador tipo Molt (Hu-Friedy®, German) o suficiente para a 

exposição da porção lateral da metáfase tibial. 

Após exposição do tecido ósseo foi realizada osteotomia bi-corticalcom fresa 

lança  (Conicidade 0-1,6mm(Diâmetro máximo de 1.6 mm) - Implalife® Indústria de 

Produtos Médico-Odontológicos, Jales, São Paulo, Brazil) montada em contra 

ângulo redutor de 20:1 (Kavo® do Brasil, Joinvile, Brasil) conectado a um motor 

elétrico de rotação controlada (modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, São Paulo, 

Brasil) a uma velocidade de 1500 rpm, sob irrigação com solução isotônica de 
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cloreto de sódio a 0,9% (Fisiológico®, Laboratórios Biosintética Ltda®, Ribeirão 

Preto, SP, Brasil). Cada animal recebeu 1 implante com travamento e estabilidade 

inicial,  

Finalizada a instalação do implante, o retalho cirúrgico foi reposicionado e 

suturado por planos. O plano muscular foi suturado por pontos contínuos simples 

com fio absorvível de Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®, Ethicon, Johnson, São José 

dos Campos, Brasil). No plano cutâneo, a sutura feita por pontos interrompidos 

simples com fio de Nylon 5-0 (ETHILON Nylon Suture®, Ethicon, Johnson, São José 

dos Campos, Brasil). 

No pós-operatório imediato os animais receberam administração 

intramuscular de Pentabiótico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saúde Animal Ltda, Campinas, 

São Paulo, Brasil) em dose única e de Dipirona Sódica (1mg/kg/dia, Ariston 

Indústrias Químicas e Farmacêuticas Ltda, São Paulo, Brasil). 

Eutanásia animal  

A eutanásia dos espécimes foi realizada nos períodos de 7, 30 e 60 dias, 

sendo 7 animais por período. Realizada por dose excessiva de anestésico para a 

remoção das tíbias do animal com margem de 1 cm de tecido ósseo do implante 

dentário. As amostras de tecido (interface osso-implante) foram fixadas por 24 horas 

em formol (Reagentes Analíticos, Dinâmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, 

Brasil) neutro a 10% tamponado. 

 

2.6 Preparação de amostra e procedimentos histológicos e 

histomorfométricos 

As amostras obtidas foram fixadas em solução de formalina a 10% por 24 

horas e descalcificados em solução de EDTA a 10%, pH 7,0. Assim que a 

descalcificação foi verificada como concluída, os implantes foram removidos das 

amostras e estas processadas e incluídas em parafina; já nos blocos, foram 

realizados cortes semi-seriados de 5 micrômetros de espessura, corados pela 

hematoxilina e eosina e picrosirius red. 
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2.7 Análise histológica 

Um único pesquisador previamente treinado para este trabalho realizou todas 

as análises e coleta de dados. As amostras foram avaliadas em microscopia de luz 

(Diastar Leica Reichert & Jung Products, Alemanha) e as imagens foram capturadas 

com a câmera digital acoplada (DFC ‐ 300 ‐ FX, Leica Microsystems, Alemanha), 

com aumento de 400xe analisadas em seu tamanho original. A área de tecido ósseo 

presente ao redor das três primeiras roscas do implante foi avaliada, sendo dividida 

em região cortical e medular da tíbia. Foram considerados os seguintes 

eventos:tecido ósseo neoformado, tecido ósseo medular neoformado, tecido 

conjuntivo e medula óssea da tíbia. 

 

2.8 Análise histométrica 

As mesmas imagens adquiridas para a análise histológica foram utilizadas 

para a análise histométrica das lâminas HE. As imagens foram armazenadas como 

arquivos TIFF e analisadas usando o software ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD). A área de tecido ósseo presente ao redor das três primeiras roscas 

do implante foi avaliada, sendo dividida em região cortical e medular da tíbia. Os 

dados obtidos nas análises foram transformados em valores absolutos de pixels e, a 

seguir, em porcentagens para testes estatísticos, para minimizar qualquer 

interferência pela diferença negativa de tamanho (MOLONet al., 2013). 

Para avaliar o osso próximo ao implante, duas variáveis histomorfométricas 

foram analisadas conforme declarado: 

1 A extensão linear do implante inclui tecido ósseo em contato com a 

superfície do implante, entre as três roscas iniciais na região mesial e distal (BIC); 

2 Área entre os fios, ocupada por tecido ósseo nas três primeiras roscas do 

implante na região mesial e distal (BAFO).  

Os valores de BIC e BAFO de cada grupo foram comparados entre si em três 

períodos e para diferentes grupos em cada período avaliado. 
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2.9 Análise histoquímica 

As análises histoquímicas em pricrosirius red dos grupos experimentais foram 

baseadas nas disposições das fibras colágenas e na escala de tonalidades 

presentes nas lamelas ósseas margeando a superfície do implante, quando 

visualizadas em microscopia de luz polarizada. 

 

2.10 Análise imuno-histoquímica 

A análise imunohistoquímica foi realizada para identificar e localizar a 

expressão de proteínas relacionadas à remodelação óssea: Fosfatase alcalina 

(ALP), osteopontina (OPN), osteocalcina (OCN), osteoprotegerina (OPG), ativador 

do receptor do fator nuclear kappa B ligante (RANKL), fosfatase ácido 

tartaratoresistente (TRAP). As peças foram descalcificadas em solução de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10% por 90 dias, trocando-se a solução a cada 

72 h. Assim que a descalcificação foi verificada como concluída, os implantes foram 

removidos das amostras. Em seguida, as amostras foram incluídas em parafina, 

fatiadas com espessura de 6 μm e colocadas em lâminas sinalizadas.  

Os protocolos de imunomarcação começam com procedimentos de 

desparafinização e reidratação das lâminas. Segue, as lâminas foram submetidas ao 

bloqueio da peroxidase endógena pela aplicação de peróxido de hidrogênio 3% por 

30 min. A recuperação do antígeno foi realizada por tampão citrato fosfato em calor 

úmido. O bloqueio inespecífico da ligação foi realizado com albumina a 1% de soro 

bovino e leite desnatado. Posteriormente, a incubação do anticorpo primário foi 

realizada contra as seguintes proteínas: ALP, OPN, OCN, OPG, RANKL e TRAP 

(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA). O controle negativo foi realizado 

através do soro do anticorpo primário do hospedeiro. O anticorpo secundário usado 

foi o anti-rato de burro biotinilado (Jackson Immunoresearch Laboratories). A Avidina 

Biotina foi usada para amplificar o sinal de imunomarcação e a diaminobenzidina 

(Dako, Glostrup, Dinamarca) foi o cromogênio. 

As amostras foram contrastadas com solução de Hematoxilina Mayer para 

visualização dos núcleos celulares. As imagens foram obtidas por meio de câmera 

acoplada a microscópio de luz (Leica Reichert Diastar Prodcuts & Jung, Wetzlar, 
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Germany). Os níveis de expressão das proteínas na área próxima ao implante e 

foram avaliados por meio de uma área de extensão de marcação de proteínas: (-) 

sem marcação (0% das células / matriz); (+) marcação suave / discreta (<25% das 

células / matriz); (++) marcação moderada (25–50% das células / matriz); (+++) 

marcação intensa (<50 de células / matriz) Um examinador experiente realizou a 

análise descritiva. 

 

2.11 Estatísticas 

As análises foram realizadas usando GraphPad Prism Software 9.0 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA) sendo descritiva e inferencial. Os 

dados são apresentados como média, mediana e desvio padrão. Diferenças 

estatísticas entre os GA e GT foram testadas com o teste T com correção de Welch 

e adotou-se o nível de significância de p<0,05. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Caracterização da topografia de superfície 

A caracterização da topografia superficial foi avaliada por MEV e EDX antes 

da colocação do implante na tíbia de rato. A análise de superfície mostrou diferenças 

topográficas entre os grupos. O GA (Figura 3A, 3B, 3C) produziu um padrão de 

topografia de subtração e formação de microcavidades de diferentes profundidades 

e tamanhos, porém, mantendo uma rugosidade homogênea. A análise por EDX 

(Figura 3D) não mostrou contaminação nas superfícies dos implantes e mostrou 

picos de titânio (Ti) e oxigênio (O). O GT (Figura 4A, 4B, 4C) produziu padrão de 

topografia de aposição de material, menos rugoso, regular e homogêneo quando 

comparado ao GA. A análise de EDS revelou picos de titânio (Ti) e oxigênio (O), 

diferindo de GA apenas pela presença de discretos picos correspondentes aos 

elementos cálcio (Ca), fósforo (P), Carbono (C) e Magnésio correspondente da 

superfície modificada com tetraciclina hidroclorada (Figura 4D). 

 
FIGURA 3 - Imagens representativas dos terços médios dos implantes de superfície 

modificada por subtração ácida nas magnificações de 500X (A), 1000X (B) e 5000x (C) 
em MEV.  e resultados EDS (D) 

 
Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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FIGURA 4 - Imagens representativas dos terços médios dos implantes de superfície 
modificada por tetraciclina hidroclorada nas magnificações de 500X (A), 1000X (B) e 

5000x (C) em MEV.  e resultados EDS (D) 
 

 

 

 

3.2 Análise histológica 

3.2.1 Coloração Hematoxilina e Eosina 

3.2.1.1 – 7 dias 

Nas regiões próximas a cortical da tíbia do GA observa-se a presença de 

formação óssea bem distribuídas com células osteoblásticas periféricas em 

metabolismo de deposição, apresentando trabéculas imaturas e bem irrigadas com 

grande quantidade de vasos (Figuras 5A e 5C setas) e ausência de infiltrados 

inflamatórios crônicos ou agudos. Sendo importante notar a ausência de células 

fibroblásticas e áreas de conjuntivo e ou fibrose. Ocorrem também áreas de 

desgarramento de fragmentos ósseos (Figura 5B - seta) durante o processo de 

fresagem. Nas regiões medulares da tíbia apresenta formação óssea bem 

distribuídas com trabéculas ósseas em formação, celularizadas em intensa 

proliferação e maturação – áreas de osteócitos e ausência de infiltrados inflamatório. 
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Nas regiões próximas as corticais da tíbia de GT observam-se a presença 

intensa de infiltrado celular (Figura 5D seta) com áreas de colagenização intensa e 

diferenciação osteoblásticas. Nota-se também áreas de desgarramento de 

fragmentos ósseos (Figura 5E seta) durante o processo de fresagem principalmente 

nas regiões próximas as corticais. Já nas regiões medulares ocorre um quadro de 

formação óssea não tão organizado com áreas de tecido conjuntivo medular bem 

vascularizado (Figura 5F seta) e finas trabéculas ósseas em organização. Nota-se 

ainda que em ambas as regiões ocorrem um padrão de ossificação acompanhando 

a superfície do implante com trabéculas ósseas em formação em íntimo contato com 

o implante mostrando um processo de osseointegração limpo sem infiltrado 

inflamatório e áreas de fibrose. 

 

FIGURA 5 - Fotomicrografias de comparação do período de 7 dias: GA x GT. A, B e C: 
Região cortical e medular do GA (Original, HE, 40x), D, E F: Região próxima a cortical 

e medular do GT (Original, HE, 40x) 

 
Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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3.2.1.2 – 30 dias 

Em GA é possível perceber a presença de um processo de ossificação em 

nas regiões acompanhando a superfície do implante (Figura 6B seta) com de 

formação óssea bem distribuídas, celularizadas e em íntimo contato com o implante 

mostrando um processo de osseointegração limpo sem infiltrado inflamatório e áreas 

de fibrose no grupo controle. Já em GT apresenta em estágio de remodelação, em 

que se observa a corticalização junto as espiras (Figura 6F seta) e a formação 

medular (Figura 6E seta) inerente ao leito característico da tíbia. 

 

FIGURA 6 - Fotomicrografias de comparação do período de 30 dias: GA x GT. A, B e C: 
Região cortical e medular do GA (Original, HE, 40x), D, E e F: Região próxima a 
cortical e medular do GT (Original, HE, 40x) 

 

Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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3.2.1.3 – 60 dias 

Neste período o comportamento ósseo em ambos os grupos já apresenta 

diferenciação final com trabéculas maduras e medula óssea íntegra (Figura 7C e 7F 

seta) e junto ao espaço medular e osso cortical protegendo as espiras dos implantes 

(Figura 7B e 7E seta). 

 

 

FIGURA 7 - Fotomicrografias de comparação do período de 60 dias: GA x GT. A, B e C: 
Região cortical e medular do GA (Original, HE, 40x), D, E e F: Região próxima a 
cortical e medular do GT (Original, HE, 40x) 

 

Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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3.3 Análise histomorfométrica 

O efeito da modificação da superfície na integração do implante na tíbia de 

rato foi avaliado por análise histomorfométrica. BIC dos implantes GT (68,12± 3,3), 

foi estatisticamente superior (p <0,005) quando comparado aos implantes GA (48,55 

± 5,76) no período de 30 dias. Aos 7 e 60 dias, os dois grupos não apresentaram 

diferença estatística significante (Figura 8). 

A análise BAFO do GT (93,17 ± 6,24) estatisticamente superior (p < 0,005) ao 

grupo GA (54,23 ± 6,24) no período de 30 dias. Aos 7 e 60 dias, os dois grupos não 

apresentaram diferença estatística significante (Figura 9). 

 

 

FIGURA 8 - BIC (%) das superfícies GA e GT, nos períodos de 7, 30, e 60 dias 

 

Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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FIGURA 9 - BAFO (%) das superfícies GA e GT, nos períodos de 7, 30, e 60 dias 

 

Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

3.4 Análise histoquímica 

3.4.1 – 7 dias 

Em GA fibras colágenas no tecido ósseo exibiram uma disposição de lamelas 

paralelas em osso trabeculado com intensa tonalidade vermelha/laranja (colágeno 

tipo I). Em GT apresentou-se similar ao grupo anterior o tecido ósseo, exibiu fibras 

colágenas de disposição paralela nas lamelas do osso trabeculado. Com relação a 

tonalidade, observa-se uma maior frequência de fibras colágenas com tonalidade 

amarela; entretanto, ainda prepondera as fibras colágenas de tonalidade 

vermelha/laranja (Figura 10). 

 

 
 

 

FIGURA 10 - Fotomicrografias de comparação do período de 7 dias: GA x GT. A (sem 
polarização), B (com polarização): Região Medular do GA (Original, HE, 40x), E (sem 
polarização) F (com polarização): Região medular do GT (Original, Picrosirius Red, 

40x) 
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Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

3.4.2 – 30 dias 

 

Em GA as fibras colágenas no tecido ósseo exibiram uma menor organização 

lamelar, com presença de maior frequência de fibras colágenas com tonalidade 

amarelas associada com aquelas de tonalidade vermelha/alaranjadas no osso 

superficial e aparecem algumas fibras colágenas com tonalidade verde entremeadas 

com as fibras colágenas amarelas e vermelhas/laranjas nas trabéculas mais distante 

da superfície do implante, indicando um processo de renovação do colágeno no 

osso. Em GT nota-se uma disposição similar com o grupo anterior (Figura 11). 

 

 
FIGURA 11 - Fotomicrografias de comparação do período de 30 dias: GA x GT. A (sem 
polarização), B (com polarização): Região Medular do GA (Original, HE, 40x), E (sem 
polarização) F (com polarização): Região medular do GT (Original, Picrosirius Red, 

40x) 
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Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

3.4.3 – 60 dias 

 

Em GA as fibras colágenas no tecido ósseo exibiram uma disposição de 

lamelas paralelas, com preponderância de fibras colágenas com tonalidades 

vermelha/laranja com menor frequência de fibras amarelas. Nas áreas ósseas mais 

distante da superfície do implante, percebe-se ainda a presença de algumas fibras 

colágenas com tonalidade verde. Em GT nota-se uma disposição similar com o 

grupo anterior (Figura 12). 

 

 
 

FIGURA 12 - Fotomicrografias de comparação do período de 30 dias: GA x GT. A (sem 
polarização), B (com polarização): Região Medular do GA (Original, HE, 40x), E (sem 
polarização) F (com polarização): Região medular do GT (Original, Picrosirius Red, 

40x) 
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Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

3.5 Análise imunohistoquímica 

3.5.1 – 7 dias 

Fosfatase alcalina (ALP): Foi observado no GT uma marcação de forma 

moderada tanto no tecido ósseo formado como também nas células da linhagem 

osteoblástica. Observou-se que mesmo aos 7 dias foi possível observar o tecido 

ósseo formado em contato com as espiras do implante, com tecido ósseo constituído 

por trabéculas delgadas, no entanto, formando todo o contorno ao redor das espiras 

do implante e com uma importante presença da fosfatase alcalina. No GA a 

fosfatase alcalina mostrou-se presente de forma discreta a moderada, com células 

da linhagem osteoblástica marcadas positivamente para esta proteína. Observa-se o 

tecido ósseo formado junto às espiras do implante, porém, é um tecido ósseo numa 

etapa de mineralização precoce ao padrão observado no grupo tetraciclina (Figura 

13). 

Osteopontina (OPN): Observou-se uma marcação discreta, em algumas 

células marcadas positivamente no GT. O mesmo padrão foi observado no GA, com 

discreta marcação positiva para as células osteoblásticas. Vale destacar que a 
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osteopontina é uma proteína que marca as linhas cementantes presentes no tecido 

ósseo e neste período avaliado, não foi possível observar a presença destas linhas 

no tecido ósseo reparacional. 

Osteocalcina (OCN): Mostrou-se marcada de forma moderada para GT e 

pequenas precipitações desta proteína foram observadas ao longo do tecido ósseo 

formado junto às espiras dos implantes. Já no GA, observou-se uma discreta 

marcação da osteocalcina, ainda presente em células, mostrando um estágio do 

processo de reparo cronologicamente precoce ao observado na tetraciclina, no 

mesmo tempo experimental. 

Fosfatase ácido tartaratoresistente (TRAP): Mostrou-se moderada no grupo 

GT e discreta no grupo GA. 

FIGURA 13 - Fotomicrografias de comparação do período de 7 dias: GA x GT. A, B e C: 
Região medular do GA (Original, 40x), D, E e F: Região medular do GT (Original, 40x) 

 
Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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3.5.2 – 30 dias 

ALP: mostrou-se presente de forma moderada a intensa, em células 

osteoblásticas (boné liningcells) junto ao tecido ósseo formado próximo às espiras 

dos implantes no GT. No GA, mostrou-se de forma moderada junto às células 

osteoblásticas presentes junto ao trabeculado ósseo.  

OCN: mostrou-se de forma discreta no GT e moderada no GA, com uma 

maior presença em células osteoblásticas assim como na matriz mineralizada. 

TRAP: mostrou-se discreta na GT e moderada no GA (Figura 14). 

FIGURA 14 - Fotomicrografias de comparação do período de 30 dias: GA x GT. A, B e 
C: Região medular do GA (Original, 40x), D, E e F: Região medular do GT (Original, 

40x) 

 
Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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3.5.3 – 60 dias 

Osteoprotegerina (OPG): mostrou-se moderada no GT com a presença em 

células osteoblásticas junto ao tecido ósseo e na matriz óssea não mineralizada. No 

GA, observou-se trabécula óssea bastante delgada formada junto a espira do 

implante e nesta região não foi possível identificar células positivas para a OPG 

(Figura 15). 

Ativador do receptor do fator nuclear kappa B ligante (RANKL): que se 

contrapõe à OPG mostrou-se com um padrão de marcação de discreto a moderado 

no GT, presente principalmente em células osteoblásticas e na matriz não 

mineralizada. No GA observa-se uma marcação moderada para a RANKL, presente 

tanto em células na matriz não mineralizada como também em células junto ao 

tecido ósseo formado junto à espira dos implantes (Figura 16). 

 
FIGURA 15 - Fotomicrografias de comparação do período de 60 dias: GA x GT. A, B e 

C: Região medular do GA (Original, 40x), D, E e F: Região medular do GT (Original, 
40x) 
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Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 

 

FIGURA 16 - Pontuações representativas (mais frequentemente observadas) da 
imunomarcação, categorizadas em leve / discreta (+), moderada (++), intensa (+++) ou 
ausente (-), de acordo com a área / quantidade de células positivas para cada antígeno 

em todos os grupos em ambos os períodos 

 

ALP OPN OCN OPG RANKL TRAP

7d

GT ++ + ++ + ++

GA + + + + +

30d

GT ++ + +

GA ++ ++ ++

60d

GT ++ +

GA - ++  

Fonte: Elaborada pela Autora (2021) 
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4 DISCUSSÃO 

As características superficiais dos implantes dentários como a topografia, 

química e rugosidade são contribuintes em melhores resultados de osseointegração, 

maior estabilidade do implante e encurtar o período total de tratamento 

(KLOKKEVOLD et al.,1997; QUEIROZ et al., 2013; SOUZA et al., 2013; TEUGHELS 

et al., 2006). O tratamento ácido (TA) das superfícies dos implantes é validado por 

oferecer maior superfície de contato; devido este tipo de tratamento criar 

microrugosidades e assim aumentar a área de contato e molhabilidade com o sítio 

receptor (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004; STACH; KOHLES,2003; TRISI et 

al., 2002). Sendo uma das modificações mais utilizadas nas diferentes marcas 

presentes no mercado e estudadas na literatura, assim a modificação por subtração 

ácida é justificada como controle deste estudo (BONDARENKO et al., 2020; MISTRY 

et al., 2016; WITEK et al., 2020). 

A topografia influencia os estágios iniciais da osseointegração, que promove 

retenção do coágulo de fibrina e a adesão das células osteogênicas (KUMAR et 

al.,2019; SHRESTHA; JOSHI, 2014). A caracterização topográfica superficial através 

da MEV das superfícies estudadas mostrou diferenças entre os grupos, em que o 

GA apresentou um padrão topográfico de subtração e formação de microcavidades 

de diferentes profundidades e tamanhos, porém, mantendo uma rugosidade 

homogênea. Essa rugosidade acontece, pois, as superfícies sofrem corrosão pelo 

tratamento ácido formando microporos (KUMAR et al.,2019; LE GUÉHENNEC et 

al.,2007), fato confirmado pela análise EDS em que as superfícies dos implantes 

apresentaram picos de titânio (Ti) e oxigênio (O), livre de contaminação. 

O metal Ti forma naturalmente uma camada de óxido estável, que no passado 

acreditava-se que alterava sua composição induzindo resposta inflamatória que 

resultaria em um tecido de granulação que levaria à perda da osseointegração 

(WEN et al.,1997). No entanto, comprovou-se que o óxido de titânio é altamente 

protetor da superfície do implante, o que o torna resistente à corrosão além de 

interagir com fluidos biológicos e tecido circundante por meio da camada de óxido 

(WEI; HER-HSIUNG, 2019). 

Enquanto GT produziu padrão de topografia de aposição de material, menos 

rugoso, regular e homogêneo quando comparado ao GA. A análise de EDS revelou 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/corrosion-resistance


42 

picos de titânio (Ti) e oxigênio (O) em maior proporção, com presença de discretos 

picos correspondentes aos elementos cálcio (Ca), fósforo (P), Carbono (C) e 

Magnésio (Mg) correspondente da técnica biomimética modificada de aposição da 

TH (APARECIDA et al.,2009; KOKUBO et al., 2006). Tais elementos encontrados 

condizem com elementos encontrados na matriz extracelular natural, desta forma 

imitando suas características, sendo benéfico para o processo de reparo 

perimplantar, provocando respostas celulares mediadas por interações entre o 

agente e o tecido (SHIN; JO; MIKOS, 2003). 

Outro contribuinte para melhores resultados de osseointegração é a hidrofilia 

da superfície, uma vez que estudos in vitro apresentaram aspectos favoráveis como 

maior diferenciação das células estromais mesenquimais em ostoblastos e indução 

da mineralização precoce da matriz (WALL et al.,2009; ZHAO et al., 2005). Assim 

como contribui para modular a resposta inflamatória promovendo a indução da 

regulação negativa da expressão gênica de citocinas inflamatórias em monócitos 

(HAMLET et al.,2012). Além de possuir propriedades trombogênicas e melhorar a 

cicatrização óssea (HONG; KURT; THOR,2013). Outro fator a somar é o aumento da 

osteogênese por efeitos osteogênicos e angiogênicos na expressão gênica (DONOS 

et al.,2011). 

No presente estudo, pode-se verificar que em 30 dias os resultados BIC e 

BAFO, apresentaram diferença estatística significante com maiores porcentagens de 

BIC (68,12± 3,3) e BAFO (93,17 ± 6,24) fato que sugere osseointegração precoce do 

grupo GT em relação ao GA (BIC:48,55 ± 5,76, BAFO: 54,23 ± 6,24), dados que 

sugerem que GT possuiu superfície mais hidrofílica. Este achado está de acordo 

com estudos experimentais que mostraram melhores porcentagens de BIC e BAFO 

em implantes com superfícies hidrofílicas (BUSER et al., 2004; SARTORETTO et al., 

2015). Estudos indicam que quanto maior a hidrofilia, maior probabilidade de adesão 

celular da sua superfície do implante (PALMQUIST; ENGQVIST; LAUSMAA, 2012). 

Fato que sugere que hidrofilia tem efeito estimulante na integração do tecido duro e 

mole com a superfície implante, produzindo cicatrização acelerada e 

osseointegração precoce (GITTENS et al.,2014; PARK; LAKES, 2007). 

Histologicamente, aos 7 dias no GT ocorreu formação óssea bem distribuída, 

com células osteoblásticas periféricas em metabolismo de deposição, indicando que 

as propriedades da superfície do implante contribuem para a regulação da 
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diferenciação e mineralização dos osteoblastos (MASAKI et al., 2005). Fato 

confirmado por ALP se apresentar marcada de forma moderada tanto no tecido 

ósseo formado quanto nas células da linhagem osteoblástica, indicando uma intensa 

atividade celular (BOYAN et al.,2001), além de OCN e TRAP também apresentarem 

imunomarcação moderada. Apresentando histomorfometria com trabéculas imaturas 

e bem irrigadas com grande quantidade de vasos e ausência de infiltrados 

inflamatórios crônicos ou agudos, fato de grande importância, pois denota que não 

ocorreu reação inflamatória devido a presença de tetraciclina nos tecidos (GOMES; 

SANTOS; FERNANDES, 2008; PARK, 2011). Sendo importante notar a ausência de 

células fibroblásticas e áreas de conjuntivo e ou fibrose. E em ambos os grupos a 

OPN, que é uma proteína que sinaliza a precipitação do cálcio sobre a matriz 

colágena, apresentava-se com marcação discreta fato que pode ser devido à 

ausência neste período de linhas cementantes do tecido ósseo.  

Enquanto no mesmo período, GA apresenta-se em um processo de reparo 

precoce em relação a GT, já que este apresenta-se com ALP, OCN e TRAP com 

marcação discreta e uma organização celular mais madura. Como GA não 

apresenta adição de componentes ao implante que possa interferir no processo de 

reparo, tal dado sugere que a presença ocorreu dissolução de tetraciclina junto ao 

tecido e a primeiro momento pode estar retardando o processo de reparo. Sendo 

importante notar também que a presença do TH não afetou negativamente a 

arquitetura e morfologia dos tecidos assim como não provocou reação inflamatória. 

A presença do TH não afetou negativamente a arquitetura e morfologia da 

dos tecidos ao redor dos implantes. Sabe-se que os efeitos dose-dependência das 

tetraciclinas nas células em medula óssea humana quando expostos continuamente 

à doxiciclina (1 e 5 µg / mL) e minociclina (1-10 µg / mL), causa evidente indução de 

proliferação celular a partir da primeira semana. No entanto, concentrações mais 

altas de doxiciclina e minociclina impactam negativamente o crescimento celular 

(Bottino et al., 2017, Gomes et al, 2008). Em nosso estudo, a quantidade de TH 

utilizada foi de 0,5%, coincidente com a dose usual clínica e quando liberada aos 

tecidos não apresentou citotoxicidade fato evidenciado pela ausência de infiltrado 

inflamatório agudo ou crônico. 

Histoquicamente em picrosirius ambos os grupos exibiram fibras colágenas 

de disposição paralela nas lamelas do osso trabeculado. Com relação a tonalidade, 
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observa-se uma maior frequência de fibras colágenas com tonalidade amarela; 

entretanto, ainda prepondera as fibras colágenas de tonalidade vermelha/laranja que 

comdizentes com um tecido em processo de maturação Biguetti et al.,2018). 

No entanto, no período de 30 dias, ao comparar os grupos observa-se que GT 

apresenta maior organização tecidual em relação a GA, com corticalização junto as 

espiras e formação medular inerente ao leito característico da tíbia, o que pode ser 

efeito dos níveis de TH usados ter desempenhado um papel direto e indireto na 

viabilidade celular. Enquanto GA apresenta-se ainda em processo de ossificação em 

nas regiões acompanhando a superfície do implante com formação óssea bem 

distribuídas, celularizadas e em íntimo contato com o implante  

Em ambos os grupos apresentam níveis moderados de ALP ainda aos 30 dias, fato 

que pode ser explicado pela interação das células com a superfície faz aumentar a 

expressão de marcadores osteogênicos (BRAMMER; OH; COBB, 2009; GUILAK et 

al., 2009; NUNE et al., 2018; TRIVEDI; GUPTA; SRIVASTAVA, 2014). Já que a 

imunomarcação era mais próxima as espiras do implante em GT, enquanto em GA 

apresentava marcação moderada junto a células osteoblásticas do trabeculado 

ósseo em formação. Enquanto a análise histoquímica de pricrosírius revelou ser 

condizente com este achado, apresentando um processo de renovação do colágeno 

no osso. (Biguetti et al,2018; Saraiva et al,2018, Silva et al, 2017) ocorrendo 

presença de maior frequência de fibras colágenas com tonalidade amarelas 

associada com aquelas de tonalidade vermelha/alaranjadas no osso superficial. 

Além de aparecem algumas fibras colágenas com tonalidade verde entremeadas 

com as fibras colágenas amarelas e vermelhas/laranjas nas trabéculas mais distante 

da superfície do implante, indicando um processo de renovação do colágeno no 

osso. 

  GA apresentou ainda imunomarcação moderada de OCN e TRAP, sendo que a 

primeira indica diferenciação dos osteoblastos (YONEZAWA et al., 2011) e 

expressão temporal e maturação de matriz extracelular, como a fibromectina (JIMBO 

et al., 2007) ou colágeno tipo I (FRANCESCHI; IYER, 1992; JIMBO et al., 2010) que 

são essenciais para a mineralização. Já TRAP que é uma enzima secretada por 

osteoclastos durante o processo de reabsorção, denota que existe atividade 

osteoclastica. Enquanto GT apresentou imunomarcação discreta para OCN e TRAP 

que indica uma fase de maturação diferente de GA. 
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Aos 60 dias ambos os grupos apresentam trabéculas maduras e a medula 

óssea íntegra junto ao espaço medular e osso cortical protegendo as espiras dos 

implantes. Enquanto GT apresenta OPG e RANK-L com imunomarcação moderada 

que pode indicar precipitação de cálcio sob a matriz não mineraliza, devido tais 

proteínas juntas desativar a osteoclastogenese, (OLIVEIRA et al., 2016). Já o GA 

apresentava-se moderado a RANK-L o que pode indicar ativação da 

osteoclastogenese através da ligação RANK, já que existe a ausência de OPG 

(MELESSE et al., 2014). A regulação da remodelação óssea via osteoclastos é uma 

das funções essenciais do tecido ósseos maduros, em que RANK, RANKL e OPG 

fazem parte deste processo, demonstrando tendência de um equilíbrio dos tecidos 

de ambos os grupos, já que existe um processo dinâmico de reabsorção e 

deposição óssea, para que ocorra a homeostase do organismo (BEHERA et al., 

2017; BOYCE et al., 2012; CONSOLARO et al., 2009).  

Sendo que esta maturidade dos tecidos também pode ser comprovada pelos 

resultados da histoquímica da coloração Picrosirius Red em que as fibras se 

encontram paralelas e organizadas nas trabéculas; além de intensa coloração 

vermelho alaranjadas, característicos de firas maduras e em processo de equilíbrio 

(Biguetti et al,2018; Saraiva et al,2018, Silva et al, 2017). 

Dentro de seus limites, os presentes resultados apontam para a elevada 

sequência dinâmica dos processos biológicos nos primeiros 30 dias após a inserção 

do implante em ambos os grupos, tendendo ao equilíbrio aos 60 dias. 

 

  



46 

5 CONCLUSÃO 

A superfície ativada pela tetraciclina se mostrou biocompatível, com ausência 

de reações inflamatórias junto ao tecido peri-implantar e uma ossificação adequada, 

sendo qualitativamente e quantitativamente superior ao grupo controle, sugerindo 

uma osseointegração precoce. 
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ANEXO A – CERTIFICADO DO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE 

ANIMAIS 

  



57 

ANEXO B – FOTOS PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

 

A: ASSEPSIA; 

B: INCISÃO; 

C: POSICIONAMENTO DA PONTA LANÇA; 

D: FRESAGEM; 

E: IMPLANTE EM POSIÇÃO; 

F: SUTURA EM PONTOS INTERROMPIDOS. 

 

 

 

 

 


