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Kesume

Yogui FCC. Caracterizagao e avaliagdo randomizada de superficies de liga de
titdnio modificada por hidroxiapatita e hidroxiapatita incorporada com estréncio em
ratas saudaveis e osteoporoticas. [Dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2020.

Resumo

Este estudo objetivou caracterizar os tratamentos de superficie com
hidroxiapatita e hidroxiapatita modificada por estréncio em duas concentragdes (10 e
90%) sobre superficies de liga de titanio, e avaliar a sua osseointegragéo em tibias de
ratas saudaveis e osteoporéticas. Foram utilizados parafusos de fixacéo e discos de
liga de titanio, que foram divididos em grupos de acordo com a superficie: Usinada,
Hap, HapSr 10% e HapSr 90%. Os tratamentos de superficies foram realizados pelo
método biomimético. Foi avaliado a morfologia, estrutura, composi¢ao quimica,
molhabilidade, energia de superficie e integridade das superficies. As superficies
também foram testadas in vivo, na qual os parafusos foram randomizados e instalados
em tibias de ratas saudaveis (controle) e osteoporéticas (OVX). A osseointegragao foi
avaliada pelo torque reverso, area de fluorocromos calceina e alizarina, area de
contato entre tecido 6sseo e parafuso e extensao linear de contato entre osso e
parafuso 60 dias apds a instalacdo. Nas analises laboratoriais observaram-se nas
superficies Hap, HapSr10% e HapSr90% filmes finos rugosos e presenga de poros
em escala nanométrica, presencga de grupos quimicos de Hap semelhante a do tecido
0sseo, e aumento expressivo da molhabilidade e da energia de superficie. Nas
analises in vivo de torque reverso, no grupo OVX os valores foram mais significativos
para as superficies contendo estréncio (HapSr 10% e HapSr90%), enquanto no grupo
controle a superficie de Hap apresentou maior torque para remocao do parafuso. A
area de fluorocromos para calceina e a area 6ssea neoformada foi expressivamente
maior na superficie de HapSr 10% do grupo controle. Em conclusao, as superficies
tratadas com as hidroxiapatitas melhoram a morfologia, composigéo e a reatividade
da superficie, e apresentam um efeito promissor na osseointegragéo de parafusos em

tibias de ratas saudaveis e osteoporaticos.

Palavras-Chaves: Hidroxiapatita, estréncio, osteoporose, implantes dentarios,

tratamento de superficie.



Clbstract

Yogui FCC. Characterization and randomized evaluation of titanium alloy surfaces
modified by hydroxyapatite and hydroxyapatite incorporated with strontium in healthy
and osteoporotic female rats. [Dissertation]. Aragatuba Dental School: UNESP - Séo
Paulo State University; 2020.

Abstract

The objective of this study was to characterize the surface treatments with
hydroxyapatite and hydroxyapatite modified by strontium in two concentrations (10 and
90%) on titanium alloy surfaces, and to evaluate their osseointegration in tibias of
healthy and osteoporotic rats. Fixing screws and titanium alloy discs were used, which
were divided into groups according to the surface: Machined, Hap, HapSr 10% and
HapSr 90%. The surface treatments were carried out by the biomimetic method. The
morphology, structure, chemical composition, wettability, free surface energy and
surface integrity were evaluated. The surfaces were also tested in vivo, in which the
screws were randomized and installed in the tibias of healthy (control) and osteoporotic
(OVX) rats. Osseointegration was evaluated by reverse torque, area of fluorochromes
calcein and alizarin, area of contact between bone tissue and screw and linear extent
of contact between bone and screw 60 days after placement. Laboratory analyzes
showed that Hap, HapSr10% and HapSr90% had thin, rough films and the presence
of pores on a nanometer scale, the presence of Hap chemical groups similar to that of
bone tissue, and a significant increase in wettability and surface energy. In the in vivo
analyzes of reverse torque, in the OVX group the values were more significant for
strontium-containing surfaces (HapSr 10% and HapSr90%), while in the control group
the Hap surface showed greater torque for removing the screw. The fluorochromic area
for calcein and the newly formed bone area were significantly greater on the HapSr
10% surface of the control group. In conclusion, surfaces treated with hydroxyapatites
improve surface morphology, composition, and reactivity, and have a promoting effect

on screw osseointegration in healthy and osteoporotic female rats.

Keywords: Hydroxyapatite, strontium, osteoporosis, dental implants, surface

treatment.
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1. Introdugao

O sucesso na reabilitagdo oral com implantes dentarios é obtido pelo processo
de osseointegracdo, pela conexao direta e estavel entre o tecido 6sseo e a superficie
do implante (Branemark et al. 1984; Albrektsson e Lekholm, 1989). Nesse contexto, &€
necessario realizar um plano de tratamento adequado, uma boa técnica cirurgica, que
depende da curva de aprendizado do cirurgido, da escolha correta da geometria do
implante para a area onde o implante sera instalado e, finalmente, que esse implante
apresente um tratamento de superficie para otimizar o tempo da osseointegragéo
(Davies et al. 2013; Davies et al. 2014). Dessa forma, diferentes tipos de modificagao
da superficie foram propostos para melhorar as propriedades da superficie e induzir
respostas biolégicas mais favoraveis no tecido 6sseo receptor.

A adicado de biominerais, como fosfato de calcio nas superficies de implantes
de titdnio na forma de um filme fino, causa alteragdes quimicas, fisicas e topograficas.
Diferentes métodos podem ser usados para revestir superficies metalicas com
fosfatos de calcio. Um dos métodos utilizados para o crescimento da hidroxiapatita
(Hap) em superficies metalicas € o método biomimético, que expde a superficie em
solugao SBF (Simulated Body Fluid), que simula o pH e a composic¢ao iénica do fluido
corporal, com base no processo de biomineralizagao natural, permitindo a precipitagéao
de cristais Hap semelhantes ao processo in vivo (Kokubo et al, 1990; Kokubo, 1991).

O fosfato de calcio € um dos principais biomateriais para substituicdo e
regeneracao do tecido 6sseo devido a sua biocompatibilidade, bioatividade, auséncia
de toxicidade e alta biodegradabilidade (de Faria et al. 2018). Um dos fosfatos de
calcio mais utilizados na produgdo de revestimentos &ésseos € a Hap
(Ca10(PO4)2(OH)2, devido ao seu composto inorganico estar presente em varios
tecidos mineralizados (dentes e o0ssos), além disso, a estrutura cristalina da
hidroxiapatita permite substituicdes idbnicas e Ca pode ser substituido por metais como
Pb?*, Mg*, Zn?*, Fe?* e Sr?* (Ratnayake et al. 2017).

O estroncio (Sr) € um elemento quimico que possui muitas semelhangas com
o célcio (Ca), como absorgao intestinal, incorporagdo no tecido ésseo, eliminagao
renal e alta afinidade pela hidroxiapatita. Devido a sua similaridade estrutural com
calcio, o organismo assimila e incorpora estréncio nos tecidos e dentes 6sseos (Blake
e Fogelman, 2006). A semelhanga quimica de Sr com ions Ca permite que ele seja

um substituto dos fosfatos de calcio e incorporado nas superficies dos implantes de
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titanio, a fim de promover a liberagéo local e controlada dos ions Sr?*. A presencga de
Sr na interface osso/implante é promissora para a obtengcdo de biomateriais que
exibem rapida osseointegracao (Li Y et al. 2010). Estudos in vitro indicaram que a
hidroxiapatita modificada por Sr aumentou a proliferacdo e diferenciagdo dos
osteoblastos (Qiu et al. 2006).

Portanto, conhecendo as boas propriedades que Hap e Sr podem oferecer
localmente no tecido 6sseo, propde-se avaliar o processo de osseointegragdo de
implantes de titanio de superficie tratados com Hap modificado com Sr nas tibias de
ratas. Pensando também na qualidade do tecido 6sseo receptor e nas vantagens que
esse tratamento de superficie do implante pode oferecer, 0 0sso que teria maiores
beneficios seria um osso comprometido, com baixa densidade mineral 6ssea, como
um osso osteoporético. Neste contexto, as propostas deste trabalho sao caracterizar
superficies de parafusos de liga de Ti com Hap e Hap modificado Srem 10% e 90%
e avaliar sua osseointegracao em tibias de ratas saudaveis e osteopordéticas, com o
intuito de otimizar a agdo local durante a osseointegracdo em condigdes sistémicas
desafiadoras. Tem-se como hipotese nula, em relacdo a caracterizacdo de
superficies, que as superficies usinadas, tratadas com Hap e Hap modificada por Sr,
nao apresentam diferengas nas propriedades quimicas, fisicas e morfoldgicas e, no
estudo in vivo, ndo ha diferenca na o processo de osseointegracao entre as superficies
usinadas, tratado com Hap e Hap modificada por Sr dos parafusos colocados nas

tibias de ratos saudaveis e osteoporaticos.

2. Materiais e Métodos

Este estudo avaliou comparativamente a caracterizagcdo de superficies de
parafusos de liga de Ti usinadas com superficies tratadas com Hap e Hap modificada
por Sr em concentragdes de 10% e 90% e avaliou a osseointegragao em tibias de
ratos saudaveis e osteoporoticos, como mostra o delineamento na Figura 1.

Fosfato de di-hexadecil (DHP), hidroximetil (Tris) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA. Cloreto de calcio, cloreto de estréncio, hidroxido de
sédio PA, fosfato de potassio monobasico anidro e os reagentes utilizados na
preparagao do SBF (cloreto de calcio, cloreto de sddio, bicarbonato de sddio, cloreto

de potassio, cloreto de magnésio, fosfato de sddio dibasico, sulfato de sédio e tris-
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hidroximetilaminometano) foram de grau analitico. Todas as solugdes aquosas foram

preparadas com agua ultrapura Milli- Q®, livre de poeira.
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Fig. 1- Delineamento do estudo da caracterizagéo das superficies e do estudo in vivo.
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2.1 Caracterizagao das superficies dos parafusos

Inicialmente, os 128 parafusos de liga de titanio F136 (parafuso cortical cross
driver de 1,5x4mm, Acciax produtos para saude e correlatos LTDA, Mogi Guagu - SP,
Brasil), bem como os 24 discos de liga de Ti (discos de 10mm de didmetro x 1,5mm
de altura, Realum solugdes em titanio e altas ligas, Sao Paulo, SP) foram submetidos
a uma limpeza a plasma de baixa pressdo com nitrogénio (Plasma Cleaner PDC -
32G, Harrick Plasma, Ithaca, Nova York, EUA) por trés minutos, com o objetivo de

limpar e ativar a superficie, tornando-a mais hidrofilica.

2.1.1 Monocamadas de Langmuir e Filmes de Langmuir-Blodgett (LB)

As isotermas de pressao superficial - area superficial (11 - A) foram construidas
a 25,0 £ 0,5 °C em uma cuba de Langmuir de 216 cm2 (Insight - Brasil). Espalhou-se
uma solucao de 1,0 mmol L-1 de dihexadecil fosfato (DHP) dissolvido em cloroférmio/
metanol (3:1, v/v). O fosfolipidio foi espalhado em subfases contendo solugao aquosa
de 0,1 mmol L' de CaClz (grupo Hap) ou solugdo aquosa de CaCl2/SrCl2 (9:1, v/v -
HapSr 10%) ou CaCl2/SrCl2 (1:9, v/v - HapSr 90%). Os ions calcio e estréncio foram
incluidos nas solugcbes das subfases para promover a adesao entre as camadas
fosfolipidicas da DHP nos filmes de LB e servir como fonte primaria de ions Ca e Sr
para o crescimento mineral.

As monocamadas foram transferidas para as superficies de titanio (parafusos
e discos) pela técnica LB. Os filmes de LB do tipo Y foram preparados imergindo
inicialmente o suporte sélido na subfase contendo solugao de CaClz ou CaCl2/CaSr2
antes de espalhar a solugao fosfolipidica. Foram realizados dois ciclos de descida das
amostras, que iniciaram e terminaram os ciclos mergulhados no interior da
monocamada. A pressdo de deposicdo (pressdo superficial) foi de 30 mN/m-'. A
velocidade da barreira foi de 0,42 mm/s e a velocidade de deposicdo (taxa de
imersao/retirada) foi de 0,038 mm/s. Assim, na superficie dos parafusos, formaram
filmes hidrofilicos com 4 camadas lipidicas, ou seja, 2 bicamadas lipidicas, terminando
com o grupo hidrofilico, ou seja, com o grupo fosfato do DHP exposto na camada

superior (de Souza et al. 2014) (Figura 2).
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Fig.2 - A: Isotermas de pressao de superficie — area de superficie obtidos pelo DHP em agua
(quadrado) e em solugdo aquosa de CaClz. B: Representagéo esquematica do filme LB tipo Y, consistido
em ions de DHP e Ca?* (de Souza et al, 2014).

2.1.2 Revestimento mineral

Inicialmente, as superficies de liga de Ti (modificadas com os filmes DHP-LB)
foram imersas em uma solugao aquosa de CaClz2 ou CaCl2/CaSr2 por 12 h, e em
solugéo tampéao fosfato KH2PO4/NaOH (pH 7,5) por mais 12 h. Este ciclo de exposi¢éao
ao Ca?* e/ou Sr?* / tampao fosfato e foi realizado trés vezes consecutivas, para garantir
a maxima ligagao de ions as cargas negativas do fosfolipidio nos filmes LB e aumentar
a supersaturacao local na interface. Para o crescimento biomimético da Hap e Sr
modificado com Sr, amostras com superficies modificadas com filmes LB foram
imersas em solugdo SBF (Simulated Body Fluid) a 37 °C por 24 hs (Kokubo e
Takadama, 2006), este procedimento confere bioatividade da superficie, mimetizando
a formacao da camada de apatita em superficies de materiais apds a implantagéo in
vivo (Ma J, et al. 2003). No final, as amostras foram submersas em milli Q® de agua,

secas com nitrogénio e armazenadas em eppendorfs.

2.2 Armazenamento e esterilizagao
Todos os parafusos foram armazenados em eppendorfs e os grupos foram

identificados genericamente como G1, G2, G3 e G4 para haver o cegamento dos
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avaliadores e reduzir o risco de viés, apenas um autor teve o conhecimento da
identificacdo das amostras. As amostras foram esterilizadas no Irradiador
Multipropésito de 6°Co em uma dose de 25kGy no IPEN (Instituto de pesquisas

energéticas e nucleares, Sao Paulo - SP).

2.3 Anadlise das superficies dos parafusos

Para a analise da morfologia da superficie, as amostras foram recobertas com
um filme fino de ouro e analisadas pela microscopia eletronica de varredura (MEV)
(SuperScan SS-550, Shimadzu Corporation, Japan). A razao molar de Sr e/ou Ca/P
nos filmes sobre a superficie foi avaliada pela técnica de espectrometria de energia
dispersiva de raios-X (EDX) (espectrémetro IXRF system 500 Digital Processing). Os
grupos quimicos foram identificados pela espectroscopia de absorgdo no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) no aparelho de reflexdao total
atenuada (Shimadzu Prestige - 21). A molhabilidade e a energia livre de superficie
das amostras foram determinadas pela medigdo dos angulos de contato (0)
(DataPhysics OCA20) dos liquidos de teste (agua, diiodometano e formamida) nas
superficies metalicas antes e depois das modificagdes, usando o Equacao de Owens

— Wendt — Kaeble (Owens e Wendt, 1969):
1/2 1/2
v, (1+ cos @) = Z(yLd X yg) + Z(yf X yf)
Onde S e L representam as superficies solida e liquida, respectivamente, e yd
e YP correspondem ao componente dispersivo e polar da energia total da superficie

(Y), respectivamente.

2.4 Estudo in vivo

ApOs a aprovacgao do comité de ética em pesquisa no uso de animais (CEUA
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP, Processo FOA n° 00384-2018)
(Anexo1), ), 48 ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), fémeas, jovens (3-4 meses),
com peso corporal entre 250 e 300g foram utilizadas. Os animais foram cedidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — FOA, UNESP onde foram
mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, e alimentados com ragao

sélida (Labina Presence ratos e camundongos, Paulinia-SP) e agua “ad Libitum”,
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durante todo o experimento. As ratas foram divididas em dois grupos: Controle (ratas

saudaveis) e OVX (ratas osteoporéticas) (Figura 1).

2.4.1 Integridade das superficies tratadas

Para analise da integridade das superficies dos parafusos, 2 parafusos com
superficie de Hap foram instalados nas tibias direita e esquerda de 1 rata, removidos
e avaliados pela microscopia eletrénica de varredura (MEV). A cirurgia de instalagéo
dos parafusos foi realizada seguindo o mesmo protocolo descrito abaixo no topico
“cirurgia de instalacdo dos parafusos”. Apds os parafusos instalado nas tibias, foi
realizada a eutanasia do animal por sobredosagem anestésica com tiopental sodico
1g (Thiopentax, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda, Sdo Paulo — SP) e assim, os
parafusos foram removidos, submersos em agua milli Q, secados e armazenados em
eppendorfs. Foram analisados os parafusos com superficie usinada, superficie
modificada por Hap e as superficies dos parafusos de superficie modificada com Hap
apods instalagdes em tibia de ratas. As amostras foram revestidas em ouro e
analisadas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As imagens das
superficies dos parafusos foram capturadas e salvas em formato TIF em aumentos
originais de 60, 1000 e 10000x.

2.4.2 Cirurgia de Ovariectomia

Para a indugdo da osteoporose nos animais foi realizada a cirurgia de
ovariectomia (Yousefzadeh N et al 2020). Para tanto, 24 ratas Wistar, fémeas, jovens,
4 meses de idade, foram mantidas em jejum por 12 horas. Inicialmente as ratas foram
pesadas e anestesiadas por via intramuscular com a combina¢do de 0,35ml/kg de
Cloridrato de Xilazina 2% (Anesedan, Ceva Saude Animal Ltda, Paulinia - SP) e
0,8ml/kg de Cloridrato de Cetamina 10% (Cetamin, Rhobifarma Industria
Farmacéutica Ltda, Hortolandia - SP). Apds a anestesia, foi realizada a tricotomia da
regido lateral direita do abdébmen das ratas, e a antissepsia da regido com
lodopovidona 10% (Riodeine Dermo Suave Topico, Rio quimica Industria
Farmacéutica, Sao José do Rio Preto — SP).

O tecido cutaneo foi pincado com uma pinga Dietrich e cortado com uma
tesoura metzembaum, o mesmo foi feito com os tecidos adiposo e muscular até o

acesso a cavidade abdominal para a exposicao das trompas uterinas e ovarios. Com
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os o6rgaos reprodutores expostos, foi realizado a laqueadura das trompas uterinas
direita e esquerda com fio de nylon 4.0 (Shalon Fios de Sutura Ltda, Sdo Luis de
Montes Belos — GO) e apds isso, a remocéo dos dois ovarios. A sutura foi feita por
planos (muscular, adiposo e cutédneo). Ao final da cirurgia foi aplicado 0,2ml de
pentabidtico 2.400.000 Ul (Zoetis Industria de Produtos veterinarios Ltda, Brasil) por

via intramuscular e realizado outra antissepsia com lodopovidina 10%.

2.4.3 Analise de Densidade Mineral Ossea

Foi realizada a densidade mineral 6ssea (DMO) das tibias e dos fémures de
uma amostra dos grupos Controle (n=6 ratas) e OVX (n=6 ratas) para avaliar se houve
diminuicdo da massa 0ssea apos 3 meses de ovariectomia (ratas com 6-7 meses de
idade). Para tanto, os animais foram anestesiados com combinag¢do de quetamina e
xilazina e posicionados de decubito ventral no densitémetro 6sseo (DPX alfa), e
realizado a absorciometria de dupla energia de raios X (DEXA) da regido de fémur e
tibia. No software (Lunar Excellence in imaging) obteve-se os valores da DMO a partir
das imagens do DEXA. A analise estatistica foi realizada pelo programa SigmaPIlot
12.0 e os dados foram submetidos ao test-t (comparacao entre 2 grupos) e ao teste
de normalidade Shapiro-Wilk com nivel de significancia de 5%.

Pelas imagens do DEXA é possivel observar maior radiolucidez nas metafises
tibiais no grupo OVX o0 que sugere uma menor massa 0ssea nesta regido, outra
diferenca notavel é a curvatura no osso da tibia neste grupo (Figura 3, A).

As alteracbes observadas no exame de imagem s&o confirmadas pela
densidade mineral 6ssea (DMO), com uma diminui¢ao significativa da DMO nas tibias
no grupo OVX (0,112 £ 0,0273 g/cm?) comparado ao grupo controle (0,154 £ 0,0148
g/cm?) (test-t, p=0,013). A analise da DMO do fémur o grupo OVX (0,161 + 0,0346
g/cm?) também apresentou menor densidade, com significancia estatistica em relagcao
ao controle (0,211 + 0,0280 g/cm?) (test-t, p=0,028) (Figura 3, B). Dessa forma, foi
comprovada a osteoporose nos animais do grupo OVX e entéo foi realizada a cirurgia

de instalacéo dos parafusos nas tibias.
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Fig. 3 — A: Imagem do DEXA do grupo controle e OVX; B: Média e desvio padrdo da DMO da

tibia e do fémur nos grupos controle e OVX.

2.4 .4 Cirurgia de instalagao dos parafusos

Apos 3 meses da ovariectomia, todos os animais foram submetidos a cirurgia
de instalagdo dos parafusos. Os parafusos identificados genericamente de G1-G4,
randomizados com o0 auxilio do programa research  randomizer

(https://www.randomizer.org/), e a instalagdo dos parafusos nas tibias direita e

esquerda de cada animal dos grupos controle e OVX seguiu a ordem da
randomizacao, de modo que os operadores nao tiveram conhecimento do tratamento
de superficie. As identificagdes dos grupos dos parafusos instalados foram feitas nas
orelhas de cada animal.

Apods jejum de 12 horas, as animais foram pesados e anestesiados por via
intramuscular com a combinagdo de Cloridrato de Xilazina 2% e de Cloridrato de
Cetamina 10% e na regiao da metéafise tibial foi injetado Cloridrato de Mepivacaina
2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre, Fabrica DFL Industria e Comércio, Rio de

Janeiro - RJ) para anestesia local e hemostasia da area operatoria. Apds a anestesia,
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foi realizado a tricotomia da regiao lateral externa das tibias direita e esquerda, a
antissepsia da regido a ser incisada foi realizada com lodopovidona 10%. Com auxilio
de uma lamina de bisturi numero 15 (Solidor, Labor Import. Com. Imp. Exp. Ldta,
Osasco - SP), foram feitas as incisdes de aproximadamente 2cm na regido da metafise
tibial, a seguir, o tecido mole foi divulsionado e afastado para exposi¢ao do sitio
cirurgico. Apds a exposicdo da metafise tibial, foi realizada a fresagem de 4mm na
porcao proximal da tibia com broca 1.3 (Acciax Usinagem Mecanica Ltda EPP, Mogi
Guacgu - SP), acoplado ao contra angulo com reducéo de 20:1 (NSK) montado em
motor elétrico a uma velocidade de 900 rpm, e sob irrigagdo de solugao isotdnica de
cloreto de sodio 0,9%. Os parafusos com os diferentes tratamentos de superficie
foram instalados manualmente com auxilio de uma chave 1.5 (Acciax Usinagem
Mecénica Ltda EPP, Mogi Guagu - SP). A sutura foi feita em planos (muscular e
cutaneo). Apds a cirurgia os animais receberam por via intramuscular 0,2ml de
pentabiotico 2.400.000 Ul e foi realizada outra antissepsia com lodopovidona 10% na

regido cirurgica.

2.4.5 Aplicagao dos fluorocromos

Para a analise dos fluorocromos, aos 14 dias apoés a instalagdo dos parafusos
foi administrado pela via intramuscular, 20mg/kg do fluorocromo Calceina e apds mais
28 dias (42 dias apo6s a instalagdo dos implantes), foi administrado o fluorocromo
vermelho de alizarina, na dose de 20 mg/kg para cada animal (Ramalho-Ferreira et
al., 2015). A eutanasia destes animais foi realizada aos 60 dias ap6és a instalagao dos

implantes (18 dias apds a administragao da alizarina).

2.5 Analises in vivo

Passados 60 dias da instalagcdo dos implantes, foi realizada a eutanasia dos
animais com sobredosagem anestésica com tiopental sédico 1g (Thiopentax, Cristalia
Prod. Quim. Farm. Ltda, Sdo Paulo — SP). Seis tibias de cada grupo de tratamento de
superficie dos grupos Controle e OVX foram submetidos a analise de torque reverso,
enquanto as outras seis tibias de cada grupo de tratamento de superficie dos animais
Controle e OVX foram armazenadas em solucéo formalina para posterior analise dos

tecidos calcificados.
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2.5.1 Analise de torque reverso

ApOs a eutanasia as tibias foram novamente incisavas, para a exposi¢ao dos
parafusos. O contra- toque foi feito com o auxilio de uma ponta de chave 1.5 de haste
longa (acciax) acoplado a um torquimetro digital. A Analise foi realizada por um
operador calibrado, o qual aplicou um movimento anti-horario unico até a rotagao do
implante no interior do tecido 6sseo, rompendo-se completamente a interface
osso/implante, o pico maximo de torque para o rompimento registrado pelo

torquimetro, dado em Newton por centimetro (N.cm) foi anotado.

2.5.2 Preparo do tecido calcificado

As tibias foram reduzidas e fixadas em solu¢ao de formalina tamponada a 10%
(Reagentes Analiticos®, Dindmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil)
durante 48 horas e lavadas em agua corrente por 24 horas. Apoés a fixagcao, as pecgas
foram desidratadas a partir da sequéncia crescente de alcoois 70, 90 e 100%,
gradativamente, com troca de solug&o a cada 7 dias, ao término da desidratagéo, as
pecas foram imersas em solugao de alcool 100% e acetona PA, acetona, acetona e
metilmetracrilato MMAL (Classico, Artigos Odontoldgicos Classico, Sao Paulo, SP,
Brazil) em proporcao de 1:1. Seguido de banhos de metilmetracrilato e o perdxido de
benzoila (1%, Riedel-de Haen AG, Seelze-Hannover, Germany) foi adicionado no
ultimo banho. As amostras foram inseridas em tubos de vidro e mantidos em estufa
(Cienlab, Equipamentos Cientificos Ltda, Campinas, SP, Brasil) a uma temperatura
de 37° por 7 dias até a polimerizagcao completa da resina.

Os blocos de resina contendo as amostras foram removidos dos tubos apés a
polimerizagao. Os blocos foram reduzidos seguindo o longo eixo do plano sagital das
tibias. O desgaste ocorreu com broca “Maxcut” acoplada em motor elétrico (Strong
210, Sao Paulo, SP, Brazil). As amostras foram submetidas a um progressivo
desgaste manual em politriz (ECOMET 250PRO/AUTOMET 250, Buchler, Lake Bluff,
lllinois) com lixas d’agua (Granulagdes de 150, 320, 600 e 1200; 3M, Brasil) até uma
espessura entre 100 - 80 um.

Os cortes histolégicos obtidos foram montados em |&aminas imersos em dleo
mineral (Petrolato liquido, Maantecor, Taquara, RJ, Brazil). As laminas foram
analisadas por microscopia confocal e escaneadas por um microscopio de

fluorescéncia.
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2.5.3 Microscopia confocal a laser

Para a analise da area dos fluorocromos precipitado aos 14 dias apds a
instalagao dos parafusos com calceina e aos 42 dias com vermelho de alizarina, bem
como o overlay, presencga dos 2 fluorocromos, as laminas foram submetidas a analise
por microscopia confocal a laser.

Foi realizado o escaneamento longitudinal das amostras com os parafusos no
microscopio confocal Leica SP5 (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany), usando
objetiva 10x, acoplado em um computador, e o programa utilizado foi a LAS AF. A
area avaliada foi a por¢do do osso medular junto ao parafuso.

As imagens foram obtidas em 27 cortes, com fatias de 2 ym de espessura, as
imagens tiveram a dimenséo de 1x1 mm?, correspondente a imagens de 512 pixels
(1,953125 um/pixel), os cortes foram escaneados por 3 minutos. Para a Calceina foi
configurada/padronizada a excitacdo em 488nm e a deteccdo em 534 (faixa de
detecgédo entre 510 — 550nm) e para a Alizarina a excitagao foi de 543nm e a detecc¢éo
em 627 (577 — 580nm).

As imagens foram reconstruidas pela jungao dos cortes no programa Image J
e salvas em jpeg. A intensidade dos fluorocromos Calceina, Alizarina e overlay
(sobreposicado dos 2 fluorocromos) foram quantificadas com o auxilio do Programa

Image J.

2.5.4 Escaneamento das laminas em microscopio de fluorescéncia

As mesmas laminas analisadas pelo microscépio confocal também foram
escaneadas no microscopio Olympus BX61VS acoplado a um computador, na qual foi
usado o programa Olympus (VS-ASW FL 2.27, Olympus Corporation) para a obtengao
das imagens.

A partir das imagens, no programa Image J, foi aplicado a ferramenta threshold
e delimitada a area 6ssea neoformada junto ao parafuso e mensurado a area de
contato entre osso e parafuso em um dos lados do parafuso, na porcdo de osso
medular (regides das duas espiras mais centrais do parafuso) devido a anatomia do
leito receptor (espago medular amplo ser mais critico ao processo de neoformagéao e

remodelacdo), a semelhanca da metodologia de Ramalho-Ferreira et al. (2015).
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2.6 Teste estatistico

Os dados das analises de molhabilidade, energia livre de superficie, torque
reverso, area de fluorocromos, area éssea neoformada e area de contato entre osso
e parafuso foram tabulados e a estatistica foi realizada no programa Sigma Plot 12.0,
com a analise de variancia One way anova, teste de normalidade de Shapiro-Wilk e

quando necessario, foi usado o pds-teste de Tukey para comparagao entre os grupos.

3 Resultados

3.1 Analise da morfologia das superficies modificadas

A partir das imagens do MEV na Figura 4 é possivel observar a superficie
usinada (Fig. 4, A e B) com presenca de leves ranhuras, listras formadas devido ao
processo de usinagem. As superficies tratadas com Hap, foi possivel observar dois
padrées de morfologia, nas imagens (Fig. 4, C e E) observou-se a formagao de filmes
finos de Hap na em escala nanométrica, com caracteristicas de rugosidade e
presencga de poros, estas caracteristicas também sao evidenciadas em Fig. 4, D e F,
porém de forma mais intensa, com a visualizagcdo de nanoparticulas de Hap, isso
ocorreu devido a maior precipitacao de minerais em algumas regides do parafuso. As
superficies modificadas com HapSr10% (Fig. 4, G e H) e HapSr90% (Fig. 4, | e J)
apresentaram morfologia mais semelhante aos filmes de Hap (Fig. 4, C e E) com a

caracteristicas de filmes finos, porém com rugosidade e poros mais evidentes.
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Fig. 4 - Fotomicrografias obtidas a partir da MEV das superficies dos parafusos de superficie
usinada (A e B) e modificadas com Hap (C, D, E e F), HapSr 10% (G e H) e HapSr 90% (I e J). Aumento
original de 1.000x (A, C, D, G el) e 10.000x (B, E, F, He J).
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3.2 Analise da estrutura quimica
Na analise de estrutura quimica pelo espectro de absor¢ao do infravermelho
sobre a superficie dos discos tratados (Fig. 5), pode-se observar a presenca de
hidroxiapatita carbonatadas nas bandas entre 1800 e 1300 cm-', presenga do grupo
fosfato (POa4) na regido de pico de 1000 cm™', e na banda entre 2800 e 3000 cm™'
presenca do componente organico (DHP).
E importante destacar que a estrutura quimica da hidroxiapatita das
superficies tratadas apresentou semelhanga com a estrutura da hidroxiapatita do
tecido 6sseo (de Souza et at. 2014) (Fig. 5).

Bone tissue
o} ]
(8]
=
G
°
O
o
o
=
—— HAp
—— HAp-Sr (10%)
—— HAp-Sr (90%)

! 1 . I ' | B I . I ' 1 . I .
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Fig. 5 - Espectros de absor¢éo na regiao do infravermelho (ATR-FTIR) do tecido ésseo e das
superficies de titanio modificadas com HAp, HapSr 10% e HapSr 90%.

3.3 Analise de composi¢ao quimica

Na analise de composi¢dao quimica, para verificacdo de P, Ca e Sr (Fig. 6),
todos os grupos tratados com as apatitas apresentaram uma étima relagéo de Ca/P,
que deve ser de 2:1. Entretanto, houve uma baixa concentragao de Sr tanto no grupo
HapSr10% como no HapSr90%, isso pode ter ocorrido devido ao Sr?* estar
incorporado a parte polar dos filmes LB de DHP assim como o Ca?*, e estar oculto
pela Hap formada apds a exposigao da superficie em SBF. Vale ressaltar que o Sr,
mesmo apresentando-se de forma discreta na superficie, pode desempenhar um

importante papel na formacao 6ssea caso sua liberagcédo seja lenta no organismo in
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vivo, ou seja, conforme a Hap é reabsorvida pelo organismo, o Sr é liberado aos

tecidos (acao local).

Hap

2,

fousser
ert=58302 Window 0,005 - 40,955=_3.094 258 ewi

HapSr10%

2,

fan=27673 Window 0,005 - 40,955= 1 947745 ent

HapSr90%

fart=44715 Window 0,005 - 40,955= 2156496 ent

Hap HapSr10% HapSr90%
Atomic (%) Conc (%) Atomic (%) Conc (%) Atomic (%) Cons (%)
P 40,4 34,4 40,4 34,0 40,5 34,1
Ca 59,6 65,6 59,0 64,4 58,7 64,1
Sr 0 0 0,6 1,6 0,8 1,8
CalP 1,9 1,9 19

Fig. 6- Imagens e valores do EDX para os elementos P, Ca, Sr e a razao entre Ca/P nos grupos
experimentais Hap, Hap-Sr10% e Hap-Sr90%. Amostras: Discos de Ti com superficie modificada.

3.4 Molhabilidade e Energia Livre de Superficie

A molhabilidade das superficies usinadas e das superficies tratadas com as
apatitas foram avaliadas por medidas de angulo de contato (8) entre as superficies e
as gotas de agua. Como mostrado na (Fig. 7), a modificagcdo das superficies de liga
Ti com apatitas alterou suas propriedades superficiais. Observou-se consideravel
aumento da hidrofilicidade das superficies apds as modificagdes com Hap, HapSr10%
e HapSr90% (diminuicdo do 8 da agua) e aumento significante da energia livre de
superficie (SE) (Tukey test, p>0,001).

29



HapSr 10% HapSr 90%

B

Groups C.A. (°) - water SE (mJdm? Dispersive Polar
Machined 669+44 4766 0,8 3648+34 11,1829
Hap 23x07"* 722+0,02* 29,33 £ 0,03 4287 = 0,05
HapSr10% 27+13" 721+007" 29,29 + 0,02 42 84 + 0,09
HapSr90% 27+x10" 7206 x005* 29,07 +0,12 42,99 + 0,12

Fig. 7 — A: Angulo de contato formado entre a gota de agua e as superficies usinada, Hap,
HapSr 10% e HapSr 90%. B: Angulo de contato (C.A.) entre as gotas e as superficies usinadas e
modificadas com as apatitas e respectivos seus valores de energia livre de superficie (SE). (*) Diferenca
estatistica de p<0,001 quando comparado a S. usinada.

3.5 Integridade da superficie

E importante relatar que durante a remocéo dos parafusos das tibias, aqueles
com superficie tratada com Hap apresentaram grande quantidade de coagulo
sanguineo aderido a sua superficie, o que ndo aconteceu nos parafusos sem
tratamento (usinados), o que permite observar que a superficie com Hap apresentou
caracteristica hidrofilica, maior interacdo dos fluidos corporais com a superficie, e
passivel de um processo de osteogénese de contato.

A partir das imagens do MEV é possivel analisar a superficie usinada (Fig. 8,
A, D e G) com presenga de leves ranhuras, listras formadas devido ao processo de
usinagem. Nas superficies dos parafusos tratados com Hap (Fig. 8, B, E e H) observa-
se a presencga dos filmes de LB (Fig.8, E), filmes nanométricos de Hap (nano-Hap)
com caracteristicas de rugosidade e presenca de poros (Fig.8, H). Nas superficies dos
parafusos tratados com Hap apds instalados nas tibias (Fig. 8, C, F e |) pode-se
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afirmar que houve grande quantidade de coagulo sanguineo aderido a superficie
(Fig.8, C), ndo houve alteragcao nos filmes de Hap (Fig.8, F), além disso, houve um
recobrimento de fluido corporal sobre os poros das nano camadas de Hap (Fig. 8, I).
Assim pode-se afirmar que o atrito de inser¢do do parafuso no osso nao removeu o

revestimento de Hap da superficie.

Machined Hap Hap — after placement

Fig. 8- Fotomicrografias obtidas a partir dos parafusos de superficie usinada (A, D, G);
superficie modificada com Hap (B, E, H) e superficie modificada com Hap apés instalagdo em osso (C,
F, I). Aumento original de 60x (A, B, C); 1000x (D, E, F); 10000x (G, H, I).

3.6 Analise de torque reverso

Na analise biomecanica, no grupo controle o tratamento de superficie de Hap
(3,96 + 0,62 N.cm) apresentou 0 maior torque para a remogéo do parafuso, seguido
da superficie de HapSr 10% (3,5 + 0,72 N.cm), HapSr 90% (2,8 + 0,45 N.cm) e o
menor torque reverso foi na superficie usinada (2,7 + 0,26 N.cm). O torque reverso da
superficie de Hap foi significantemente maior que as superficie usinada (Tukey test, p
= 0,023) e HapSr 90% (Tukey test, p = 0,046) (grafico 1).

No grupo OVX, a superficie que apresentou a maior torque reverso do parafuso

foi a de HapSr 90% (4,4 + 0,63 N.cm), seguido pelas superficies de HapSr 10% (4,32
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+ 0,46 N.cm) e Hap (3,89 £ 0,69 N.cm), a superficie usinada (3,12 + 0,694 N.cm),
assim como no grupo controle, foi a que apresentou menor torque reverso . As
superficies de HapSr 10% e HapSr 90% mostraram-se superior a superficie usinada
com significancia estatistica (Tukey test, p = 0,025 e p = 0,02 respectivamente) (grafico
1).

Na relag&o entre grupos, o grupo OVX com os tratamentos de HapSr 10 e 90%
apresentaram maiores torques reversos que nas superficies usinada e HapSr 90% do
grupo controle.

E interessante notar que o grupo OVX com os tratamentos de superficies de

apatitas com Sr teve melhores resultados que as mesmas superficies no grupo

controle.
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Grafico 1 — Valores das médias e desvios padrao do torque reverso das superficies nos grupos
controle e OVX aos 60 dias apos instalagdo do implante; a: diferenga estatistica com OVX — HapSr
90% (Tukey test, p < 0,05); b: diferenca estatistica com OVX — HapSr 10% (Tukey test, p < 0,05); c:
diferenca estatistica com OVX — Hap (Tukey test, p < 0,05).

3.7 Analise da area de fluorocromos

Nas imagens dos fluorocromos por microscopia confocal podemos observar no
grupo controle uma atividade 6ssea mais intensa do que as respectivas imagens das
superficies no grupo OVX. No grupo controle houve maior intensidade de calceina nas
superficies contendo estréncio, enquanto no grupo OVX houve maior intensidade nas

superficies tratadas (Fig. 9).
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Na analise da area de fluorocromos, no grupo controle, a superficie de HapSr
10% apresentou a maior média de overlay (26830,20 + 8806,88 um?), no qual o
fluorocromo calceina (20362,60 + 9563,49 um?2) foi significantemente mais precipitado
no tecido 6sseo periimplantar do que o fluorocromo alizarina (8049,20 + 582,17 um?2),
(Tukey test, p = 0,014). A segunda maior média para overlay foi na HapSr 90%
(20189,60 * 7938,12 um?), também com predominancia de calceina (12042,60 +
6967,00 um?) em relagéo a alizarina (9393,40 *+ 1878,72 um?). A superficie de Hap
teve um overlay menos intenso que as superficies de apatitas com Sr (18111,00 +
3269,27 um?) e houve uma ligeira precipitagdo a mais de calceina (9973,60 + 4400,91
um?) do que de alizarina (9270,80 + 1255,65 um?). O menor overlay foi na superficie
usinada (14090,25 + 5233,83 uym?), que apresentou menor deposigdo de calceina
(9643,50 + 6154,97 um?) em relagdo a alizarina (7873,50 = 2496,94 um?). A
precipitagdo do fluorocromo calceina na regiao periimplantar da superficie HapSr 10%
foi significantemente maior que na usinada no grupo controle (Tukey test, p = 0,011)
(Grafico 2).

No grupo OVX, o maior valor médio de intensidade para o overlay foi na
superficie HapSr 10% (16728,60 + 6717,31 um?) com uma leve intensidade a mais de
calceina (8912,00 + 5978,86 um?) do que alizarina (8645,40 * 2213,67 um?). O
segundo maior overlay foi na HapSr 90% (16243,60 + 3672,09 um?), também com
ligeira intensidade a mais de calceina (8617,60 + 4316,67 um?) em relagéo a alizarina
(8382,80 + 1031,49 uym?). O overlay da superficie de Hap (15833,40 + 6665,83 um?)
mostrou-se levemente inferior que as superficies tratadas com hidroxiapatitas e Sr, e
apresentou maior precipitacdo de calceina (9064,80 + 7128,19 ym?) que alizarina
(7553,80 + 750,75 uym?). A superficie usinada foi a que teve menor precipitagido de
fluorocromos (overlay: 13955,00 + 1966,69 um?), com menor precipitagdo de calceina
(6332,33 + 2585,00 um?) que alizarina (8190,00 + 708,87 um?). Ndo se observou
diferencas estatisticas entre os fluorocromos nas diferentes superficies no grupo OVX
(Grafico 2).

Na correlagao entre os grupos controle e OVX, o overlay do grupo controle com
superficie HapSr 10% foi significante maior que o grupo OVX de superficie usinada
(Tukey test, p = 0,021). Ja a precipitagdo do fluorocromo calceina do grupo controle

com superficie HapSr 10%, foi significantemente maior que a precipitagao de calceina
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e de alizarina em todas as superficies (usinada, Hap, HapSr 10% e HapSr 90%) do
grupo OVX (Tukey test, p < 0,05) (Grafico 2).

E importante notar que a superficie usinada, tanto no grupo controle como no
OVX, foi a superficie que apresentou menor overlay, além de ser a unica superficie
que teve menor precipitagdo do fluorocromo calceina do que da alizarina, o que sugere
uma menor formagéao / mineralizagao éssea nos estagios iniciais, no caso aos 14 dias,
nesta superficie. Em contrapartida, as superficies tratadas com as hidroxiapatitas
apresentaram maior deposi¢cao do fluorocromo calceina, o que indica maior atividade
de formacgao éssea periimplantar aos 14 dias, melhorando assim a estabilidade e a

osseointegracao do parafuso.

Machined

.'A s

HapSr90%

Fig. 9- Imagens do overlay das superficies usinada, Hap, HapSr 10%, HapSr 90% nos grupos
Controle e OVX.

34



Fluorochrome area
4000000 p=0.011

35000,00
p=0014
30000.00
25000,00
E 20000,00
1500000
b
10000,00
500000 i i I I I

0.00

& '\, e,\@\z\(\‘\, e. \" '° e’.‘\l’s\\‘?’ 0(‘ e.\lg\\e\‘\ € e.\ls\\& 0(‘ e,‘(\ x‘\(\ Q}Q ©
T T S S L' 0 N
Machined Hap HapSr 10% HapSr 90% Machined Hap HapSr 10% HapSr 90%

Control ovX

Grafico 2 — Médias e desvios padrdo das areas dos overlays (sobreposi¢cdo da calceina e
alizarina) e dos fluorocromos calceina (aos 14 dias) e alizarina (aos 42 dias) das diferentes superficies
nos grupos controle e OVX; a; diferenga estatistica com overlay/ HapSr 10% - grupo controle (Tukey
test, p < 0,05); b: diferencga estatistica com calceina/ HapSr 10% - grupo controle (Tukey test, p < 0,05).

3.8 Andlise da area 6ssea neoformada

Na anadlise da area 6ssea neoformada ao redor dos parafusos na porgao
medular no grupo controle, observou-se a maior area na superficie de HapSr 10%
(31087,80 + 10067,03 mm?), seguido da superficie de HapSr 90% (22963,80 +
6410,29 mm?), Hap (19974,00 + 6608,18 mm?) e a superficie usinada apresentou-se
com a menor area 6ssea formada (18538,75 *+ 2241,76 mm?). Houve diferenca
estatistica entre as superficies HapSr 10% e usinada (Tukey test, p = 0,042) (grafico
3).

No grupo OVX, a superficie com maior area quantificada foi a Hap (19354 +
5067,89 mm?), acompanhada da superficie de HapSr 10% (17933,40 + 3878,90 mm?),
HapSr 90% (17704,40 + 1542,97 mm?) e por ultimo a superficie usinada (13770,00 +
3463,48 mm?), entretanto, no ndo houve diferenga para a area 6ssea neoformada

entre as superficies no grupo OVX (grafico 3).
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Grafico 3 — Médias e desvios padrdo da area 6ssea neoformada ao redor dos parafusos com
os diferentes tratamentos de superficie nos grupos controle e OVX; a: diferenca estatistica com HapSr
10% - Controle (Tukey test, p < 0,05).

3.9 Analise da extensao de contato entre osso e parafuso

Na analise da extensao de contato entre o parafuso e o tecido 6sseo da regiao
medular no grupo controle, os maiores valores de extens&do foram nas superficies
HapSr 10% (1,71 + 0,08 mm), usinada (1,65 + 0,20 mm), Hap (1,58 £ 0,29 mm) e a
menor extensao foi em HapSr 90% (1,51 + 0,24 mm). Nao houve diferenca estatistica
entre as medidas de contato das superficies no grupo controle (grafico 4).

No grupo OVX, a maior extenséo foi em HapSr 10% (1,48 + 0,32 mm); seguido
da superficie de Hap (1,45 £ 0,21 mm), usinada (1,23 + 0,24 mm) e a extensao mais
reduzida foi na superficie HapSr 90% (1,20 + 0,12 mm), contudo, ndo houve diferengas

entre as extensdes de contato entre o 0sso e o parafuso no grupo OVX (grafico 4).
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Grafico 4 — Médias e desvios padrdo da extenséo linear de contato entre osso e parafuso com
as diferentes superficies nos grupos controle e OVX; a: diferencga estatistica com HapSr 10% - Controle
(Tukey test, p < 0,05).

4 Discussao

Com os resultados das analises laboratoriais expostos neste estudo, pode-se
afirmar que as superficies de liga de titanio podem ser tratadas com hidroxiapatita ou
com hidroxiapatita modificada por estréncio, melhorando as propriedades quimicas e
morfolégicas da superficie, aumenta a molhabilidade e energia de superficie, e o
tratamento se mantém integro mesmo apds o trauma de inser¢do do parafuso no
tecido 6sseo, desta forma, a hipotese nula foi rejeitada.

Os resultados das analises in vivo, as superficies tratadas apresentaram de
modo geral, maiores valores para torque reverso, maiores areas de precipitagao de
fluorocromos e maiores areas 6sseas neoformada do que a superficie usinada, isso
ocorreu tanto no grupo controle como no OVX, logo a hip6tese nula mais uma vez foi
rejeitada.

As principais propriedades das superficies dos implantes relacionadas a
interacao entre o implante e os processos celulares do tecido 6sseo sdo a composi¢cao
quimica, topografia e molhabilidade. O aumento da rugosidade, leva ao aumento da
area de superficie, maiores interacdes celulares, melhor estabilidade do implante e
menor tempo de osseointegracao (Coelho et al. 2015). A molhabilidade da superficie
confere a habilidade de um fluido se espalhar sobre a superficie, quanto mais
hidrofilica a superficie, melhor é o processo de adesao e substituicdo de proteinas e,

desta forma, as células podem aderir a superficie de forma nao especifica, ou
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aderirem se especificamente mediadas por proteinas absorvidas (Olivares-Navarrete
et al. 2008; Anselme et al. 2000). Associada com a molhabilidade, outro aspecto
importante relacionado a superficie no processo de osseointegragdo € a carga
elétrica, que depende da composi¢cao quimica da superficie do implante, situacéo
inflamatéria, pH do meio e outros fatores (Clark et al. 1976). Desta forma, as
modificagdes da topografia de implantes tém como finalidade criar superficies
bioativas que mimetizem a composicéo e estrutura do tecido, e essa superficie pode
ser simulada pela deposicdo de Hap.

Os tratamentos de superficies com Hap e HapSr (10 e 90%) modificaram a
morfologia da superficie, deixando-a mais rugosa, com topografia em nivel
nanométrico, e com alta molhabilidade e energia de superficie. Estas propriedades
sdo fundamentais para a superficie de um implante, pois em superficies rugosas, a
presenca de poros, picos, ranhuras e outros elementos topograficos na superficie
ocorre maior ancoragem de células, maior diferenciacdo de osteoblastos, bem como
intensa adesao de proteinas e sintese de colageno (Anselme el al. 2000, Jayaraman
et al. 2004). Além disso, superficies de Ti com topografia nanométrica tem uma maior
influéncia na neovascularizagao, diferenciagdo de osteoblastos e adesao de proteinas
(Khosravi et al. 2018, Khang D et al. 2012), mecanismos que podem levar a
osseointegracdo mais precoce.

As superficies com nanotopografia aumenta a energia de superficie (Smeets et
al. 2016), e como observado neste estudo nas superficies tratadas, isso ocorreu nao
apenas pela mudanga na rugosidade, mas também por alteracbes quimicas da
superficie (filmes finos de Hap), logo houve mudancgas nos niveis fisico, quimico e
bioldégico. Enquanto a microtopografia da superficie do implante atua em nivel celular,
a nanotopografia influéncia nas interagdes célula-implante e em nivel de proteinas,
otimizando a formacgao éssea periimplantar. Liddell et al. (2017) afirma em estudo que
as superficies nano e micro com o passar do tempo ambas a superficies adquirem o
mesmo equilibrio e platé de osseointegracéo, entretanto, em implantes com superficie
nano a obtencido da homeostasia € mais rapida. Desta forma, as superficies nano sao
indicados para instalacdo de implante imediato apds exodontia, protocolos de
carregamento precoce e principalmente pacientes com comprometimento 6sseo e
sistémico (Smeets et al. 2016, Dohan et al. 2011).
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A osteoporose e osteopenia restringem a ancoragem do implante, isso ocorre
devido a redugdo da massa éOssea e alteracdes microestruturais do tecido 6sseo
nestes pacientes (Marco et al. 2005). Em estudo (Herrmann et al. 2005) mostrou que
a falha do implante em pacientes com osteoporose esta associada a espessura do
0sso cortical, pois 0 0sso esponjoso € mais reduzido, assim, a osteoporose afeta a
cicatrizagcdo 0ssea ao redor do implante, e esses pacientes requerem monitoramento
mais frequente da estabilidade do implante, bem como implantes com boas
propriedades de superficie.

Em estudos (Marie PJ, 2003, Hurtel-Lemaire et al. 2009) com ranelato de
estréncio, um farmaco desenvolvido para o tratamento da osteoporose, observou-se
que o estréncio (Sr), administrado sistemicamente, ativa os receptores sensitivos de
calcio do tecido 6sseo, ocasionando aumento da OPG (osteoprotegerina) e diminui¢ao
da RANKL (ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B). Em ratas
ovariectomizadas, o estréoncio preveniu perda 6ssea, aumentou a massa 0ssea em
animais osteopénicos e a resisténcia 6ssea em animais normais (Grynpas and Marie,
1990; Marie PJ, 2005). Em estudos em humanos, o tratamento com ranelato de
estréncio aumentou a densidade 6ssea mineral (Meunier et al. 2002) e diminuiu o risco
de fratura vertebral (Meunier et al. 2004). A curto prazo o estroncio se deposita sobre
cristais de hidroxiapatita e a longo prazo permuta com o calcio, mantendo se ligados
com o tecido 6ésseo (Meunier et al. 2004).

Muitos estudos relatam o efeito positivo do Sr tanto em in vitro (Cruz et al. 2019;
Bonnelye et al. 2008) como in vivo (Liu F et al. 2019; Li Y et al. 2010). O Sr reduz a
reabsorgcao dssea, inibindo a proliferagdo de osteoclastos e melhorando a formagao
0ssea, estimulando a proliferagcao de osteoblastos (Bonnelye et al. 2008). Também foi
demonstrado que o Sr melhora a replicagao celular osteogénica e a atividade dos
osteoblastos, incluindo a sintese da matriz 6ssea e a atividade da fosfatase alcalina,
além de reduzir os marcadores osteoclasticos gerados na diferenciacdo das células
da medula 6ssea, inibindo a diferenciacdo dos osteoclastos e reduzindo a atividade
dos osteoclastos (Cruz et al. 2019, Ni et al. 2011). Além disso, Sr estimula a
diferenciagao osteogénica das células-tronco mesenquimais da medula éssea e de
outras células progenitoras (Cruz et al. 2019, Capuccini C et al. 2008). No presente
estudo, as superficies de HapSr 10 e 90% tiveram os maiores torques reverso para

remogao do parafuso em ratas ovariectomizados e a superficie de HapSr 10%
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apresentou maior precipitagao de fluorocromos e area 6ssea neoformada no grupo
controle. Isso implica que implantes dentarios revestidos com HapSr podem ser Uteis
nao s6 em pacientes osteoporoticos, como também otimizar a osseointegragdo em
pacientes saudaveis.

No trabalho de Li Y et al. 2010, que comparou superficies tratadas com Hap e
Hap modificada por Sr a 10% em bastdes de Ti pela técnica sol-gel e instalados em
tibias de ratas OVX, a superficie tratada com hidroxiapatita modificada por Sr mostrou-
se superior a superficie de hidroxiapatita em relagdo a osseointegracdo, com maior
proporgao de area 6ssea, contato entre osso e implante, volume ésseo e resisténcia
ao cisalhamento. Entretanto, no presente estudo, houve a comparacéo entre 4
superficies, os tratamentos de superficies com Hap e Hap modificada por Sr com
foram feitas pela técnica biomimética e os implantes foram parafusos de fixacao
instalados nas tibias de ratas saudaveis e OVX, e os resultados foram mais favoraveis
para as superficies tratadas independente da condicdo sistémica. O método
biomimético para deposicdo de Hap sobre superficies € uma técnica relativamente
barata e muito eficiente, que permite a formagao de Hap semelhante ao processo in
vivo (Cruz et al. 2019, de Souza et al. 2014, de Faria et al. 2018), diferentemente da
técnica sol-gel, que necessita de equipamentos caros e de elevadas temperaturas, o
que pode encarecer o produto final, se comercializado.

Em conclusdo, as superficies tratadas com hidroxiapatita e hidroxiapatita
modificada por estréncio confeccionadas pelo método biomimético confere a formacéao
de filmes finos sobre as superficies, com alteragdes estruturais e de composi¢cao
quimica com formacao de Hap semelhante a Hap do tecido 6sseo, além de aumentar
a molhabilidade e a energia livre da superficie. Além disso, estas superficies tém um
efeito promotor na osseointegragéo de parafusos em tibias de animais saudaveis e

osteopordéticos.
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incorporagao de hidroxiapatita modificada por estroncio em superficies de
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strontium modified hydroxyapatite on surfaces of implants in healthy and
osteoporotic bone”, Protocol FOA n° 00384-2018, under the supervision of Fellippo
Ramos Verri presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA
on May 18, 2018.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 01, 2020.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 01, 2020.
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