Avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes 4ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aragatuba

AV
Ay

JAQUELINE SILVA DOS SANTOS

Avaliacao do comportamento de duas diferentes texturizacdes de
superficie na osteogénese peri-implantar em ratos espontaneamente

hipertensos (SHR) e tratados com losartan

ARACATUBA - SP
2020



JAQUELINE SILVA DOS SANTOS

Avaliacdo do comportamento de duas diferentes texturizacdes de
superficie na osteogénese peri-implantar em ratos espontaneamente

hipertensos (SHR) e tratados com losartan

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Faculdade de Odontologia de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de bacharel
em odontologia.

Orientadora: Prof2. Dr2. Roberta Okamoto.
Coorientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Botacin.

ARACATUBA - SP
2020



ERRATA

SANTOS, S. J. Avaliagdo do comportamento de duas diferentes texturizagdes de superficie
na osteogénese peri-implantar em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e tratados
com losartan. 37f. 2020. Trabalho de Conclusido de Curso — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2020.

Folha Linha Onde se lé Leia-se
4 33 “Agradecemos ao
laboratério de
multiusuarios  da
Faculdade de
Odontologia de
Aracatuba/UNESP

pela utilizagdo do
microtomografo
computadorizado
(processo
01.12.0530.00
FINEP/Proinfra
01/2011)".




Aos meus pais, Jodo e Madalena, por todo
0 esforco que fizeram para eu chegar até aqui.
As minhas irmds, Janaina e Jéssica, que desde
sempre foram minhas inspiragées para trilhar
este caminho. Muito obrigada por tudo, amo

voceés!



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao Fabio, o melhor presente que Aracatuba pdéde me dar. Obrigada pelo
companheirismo, pela cumplicidade que construimos e por nos dar a melhor cadelinha do
mundo. Quero compartilhar todos os momentos com vocé. Te amo!

A minha orientadora, Prof®. Dr?. Roberta Okamoto, pela oportunidade de realizar
esses anos de iniciacdo cientifica, pela paciéncia e por acreditar no meu potencial. Aprendi
muito como pessoa e sobre a pesquisa. Sou imensamente grata pela receptividade que a
senhora me proporcionou e que foi crucial para findar essa jornada.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Paulo Roberto Botacin, por coorientar este trabalho
e por sempre deixar o ambiente com um bom humor.

A Me. Bruna de Oliveira Reis. Muito obrigada por ter sido tdo acolhedora durante a
minha chegada em Aracatuba, sou eternamente grata pelo que vocé e sua familia fizeram
por mim; vocés tém um coracdo enorme. Obrigada também por fazer parte dessa etapa
final, te admiro muito.

Ao Prof. Dr. Francisley Avila Campos, que mesmo pegando no meu pé, meu deu a
oportunidade de realizar muitos procedimentos na disciplina de CTBMF; aprendi muito com
o senhor! Muito obrigada pela disponibilidade de fazer parte dessa banca examinadora.

Aos amigos de graduacao, Amanda Scarpin, Amanda Maslem, Caroline Dousseau,
Gabriel Carrijo, Giovanna Benini, Isabela Ferreira, Isadora David, Jéssica Santana,
Juliana de Moura e Laura Coachman. Obrigada pelo coleguismo e pelos bons momentos
que me concederam nos diferentes anos da graduacao. Vocés sao especiais!

Aos amigos de iniciagdo cientifica, Ana Carolina, Bruna Inoue, Carolina Wajima,
Juliana de Moura, Tatiany Castro, Odir Filho e Paula Frigério, as mestrandas, Ana
Claudia, Leticia Pitol, Naara Monteiro, Natalia Siqueira e aos doutorandos, Fabio
Batista, Gabriel Mulinari e Pedro Ferreira. Obrigada por toda a experiéncia
compartilhada, por todos os aprendizados e pela harmonia.

A Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP, na pessoa do diretor Prof.
Titular Glauco Issamu Miyahara e vice-diretor Prof. Titular Alberto Carlos Botazzo Delbem.

Aos docentes e funcionarios desta institui¢do, em especial, aos do Departamento
de Ciéncias Basicas.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pela
concessao das bolsas de iniciagao cientifica (Processo n®: 2017/16912-0).

A empresa Neodent, pela fabricacdo e fornecimento dos implantes.



SANTOS, S. J. Avaliagdao do comportamento de duas diferentes texturizagcoes de superficie
na osteogénese peri-implantar em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e tratados
com losartan. 37f. 2020. Trabalho de Conclusdao de Curso — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2020.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar as caracteristicas morfoldgicas e funcionais do
tecido désseo peri-implantar, formado durante o processo de reparo, frente a instalagdao de
implantes com diferentes tratamentos de superficie (Neoporos e Acqua), em ratos
normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos (SHR), tratados ou ndo com losartan.
Sessenta e quatro ratos machos (32 Wistar e 32 SHR) foram divididos em 8 subgrupos: COA
NEO (controle absoluto Neroporos), COA ACQ (controle absoluto Acqua), COL NEO (controle
losartan Neoporos), COL ACQ (controle losartan Acqua), SHR NEO (SHR absoluto Neoporos),
SHR ACQ (SHR absoluto Acqua), SHRL NEO (SHR losartan Neoporos) e SHRL ACQ (SHR losartan
Acqua), sendo os correspondentes ao farmaco medicados diariamente. Foi realizada a cirurgia
de instalacdo dos implantes Neoporos e Acqua nas tibias dos animais. Aos 14 e 42 dias pds-
operatdrios, injetou-se o fluorocromos calceina e alizarina nos animais. Os animais foram
submetidos a eutandsia 67 dias apds o tratamento. As amostras coletadas foram dirigidas para
as andlises de imunoistoquimica, biomecanica, microtomografia computadorizada e
microscopia confocal a laser. Como resultado, foi observado que as proteinas Osteocalcina
(OC) e Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) tiveram expressdo moderada no
subgrupo SHRL ACQ, sendo o maior torque de remoc¢do dos implantes também para este
subgrupo. Quanto as caracteristicas microarquiteturais, foi avaliado um maior nimero de
trabéculas nos animais controles, tratados com losartan. Para a atividade de mineralizacao
dssea, observou-se que a superficie Acqua desencadeou maiores valores para a MAR (Mineral
Apposition Rate) nos grupos COA, COL e SHRL (p<0,05). Concluiu-se que os dois tipos de
texturizacdes apresentaram respostas semelhantes quanto as caracteristicas do tecido ésseo
peri-implantar, ainda que a superficie Acqua pareca melhorar as etapas iniciais da
osseointegracao.

Palavras-chave: Reparo 6sseo. Tratamento de superficie. SHR. Losartan.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the morphological and dynamic characteristics of the
peri-implant bone tissue formed during the healing process, through placement the implants
with different surface treatments (Neoporos and Acqua), in normotensive rats (Wistar) and
spontaneously hypertensive (SHR), treated or not with losartan. Sixty-four male rats (32
Wistar and 32 SHR) were divided into 8 subgroups: COA NEO (absolute control Neroporos),
COA ACQ (absolute control Acqua), COL NEO (losartan control Neoporos), COL ACQ (losartan
control Acqua), SHR NEO (SHR absolute Neoporos), SHR ACQ (SHR absolute Acqua), SHRL NEO
(SHR losartan Neoporos) and SHRL ACQ (SHR losartan Acqua), the corresponding drugs were
medicated daily. Neoporos and Acqua implants were installed into the animal's tibias.
Fourteen and forty-two days after surgery, the fluorochromes calcein and alizarin were
injected into the animals. The animals were euthanized 67 days after treatment. The collected
samples were directed to analysis of immunohistochemistry, biomechanics, computed
microtomography and laser confocal microscopy. As a result, it was observed that the proteins
Osteocalcin (OC) and Vascular Endothelium Growth Factor (VEGF) had moderate expression
in the SHRL ACQ subgroup, with the highest implant removal torque also for this subgroup. As
for the microarchitectural characteristics, a greater number of trabeculae were evaluated in
the control animals, treated with losartan and for bone mineralization activity. It was observed
that the Acqua surface triggered higher values for MAR (Mineral Apposition Rate) in the COA,
COL and SHRL groups (p < 0.05). It was concluded that the two types of textures presented
similar responses regarding the characteristics of the peri-implant bone tissue, although the
Acqua surface seems to improve the initial stages of osseointegration.

Keywords: Bone healing. Surface treatment. SHR. Losartan.
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1. Introducgdo

A hipertensdo arterial é uma alteragao sistémica que acomete grande parte da
populacdo, com indice de prevaléncia de um a cada trés adultos jovens." Além das alteragdes
cardiovasculares, individuos hipertensos apresentam concentragées plasmaticas inferiores de

célcio e vitamina D, precursores essenciais para a manutenc¢ido do metabolismo 6sseo.?3

O sistema renina-angiotensina é um importante regulador fisioldgico da pressao
arterial, atuando, por muitas vezes, diretamente na etiopatogenia desta condigdo.
Consequentemente, quando em desequilibrio, eleva os valores de pressdo sistdlica e
diastdlica por efeitos sobre a resisténcia periférica arterial (relacionada a pressao diastélica) e
retencdo de liquidos. Muitas substancias que atuam na regula¢do desse sistema tém sido
utilizadas para o tratamento da hipertens3o, dentre elas, destaca-se o losartan.*® O losartan
é um farmaco amplamente utilizado por individuos hipertensos devido a sua eficacia e por ser
praticamente isento de efeitos colaterais; atua bloqueando os receptores AT1 da angiotensina
I, diminuindo a vasoconstricdo e a secrecdo de aldosterona, reduzindo a niveis normais a
pressdo arterial alterada.”® Indiretamente, essa medicacdo intervém no metabolismo dsseo
em razdo de seu efeito sobre o sistema OPG/RANKL; estudos demonstram a agdo positiva do
losartan em relacdo ao contato osso-implante, reparo alveolar e a diminuicdo de perda dssea

periodontal e da movimentacdo ortoddntica em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).*

13

Devido a demanda por reabilitacdo estética e funcional através de implantes dentarios,
um recurso utilizado para acelerar e otimizar o processo de osseointegracao é o uso de
tratamentos de superficie sobre os implantes.'#'> Dentre os diferentes tipos de tratamentos
utilizados, superficies modificadas por jateamento abrasivo e condicionamento acido,
mantidas em solucdo de NaCl (hidrofilicas), séo amplamente empregadas no protocolo clinico,
uma vez que as alteragdes fisico-quimicas propostas por este tipo de tratamento aprimoram
a molhabilidade e hidrofilicidade do implante, potencializando a adesdao e manutencdo do
codgulo sanguineo, favorecendo o inicio do processo de osseointegracdo.'®1® A associacdo
entre este diferente tipo de tratamento de superficie e o losartan poderia atuar

sinergicamente sobre o processo de reparo peri-implantar, prejudicado na hipertensao.



2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo avaliar a osseointegracdo de implantes, com diferentes
tratamentos de superficie (Neoporos e Acqua), instalados em tibias de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com losartan, através das andlises por
imunoistoquimica, biomecanica, microtomografia computadorizada e dinamica éssea por

fluorocromos.



3. Materiais e Métodos

3.1 Grupos Experimentais

Ap6s a aprovagdo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — UNESP (Processo n2 00404-2016) e pela Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP (Processo n2 2017/16912-0), foram utilizados 64
ratos machos (Rattus norvegicus, albinus), sendo 32 normotensos e 32 espontaneamente
hipertensos (SHR), de 16 semanas de vida, com peso aproximado de 350 g. Os animais foram
mantidos em gaiolas num ambiente com temperatura estavel (22 ° C £ 2 ° C), ciclo de luz
controlado (12 horas de luz, 12 horas no escuro), com alimentacdao balanceada (Rac¢do
Mogiana Alimentos SA, Campinas, SP, Brasil) e quantidades controladas de dagua. Estes foram
divididos em quatro grupos, de acordo com o uso ou ndo do fdrmaco: COA (controle absoluto),

COL (controle losartan), SHR (SHR absoluto) e SHRL (SHRL losartan).® 10

3.2 Administracdo de losartan e registro da pressao arterial

O tratamento medicamentoso se iniciou 7 dias antes da instalagdo dos implantes. O
losartan (Biosintética, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi diariamente diluido na dgua de beber dos
animais, numa concentracdo de 30 mg por kg de peso corporal.’® A press3o arterial sistdlica
foi verificada por pletismografia caudal indireta, através do plestismoégrafo Physiograph®, MK-
I11-S (Narco Bio-systems, Houston, TX), adaptado para medidas em ratos.?®?° A medicac3o n3o
alterou a pressao sanguinea dos animais normotensos e controlou a dos hipertensos. A
administracdo de losartan e a pletsmografia caudal indireta foram realizados até o dia da

eutandsia.> 10

3.3 Instalacdo dos implantes e subdivisdo dos grupos

Sete dias apds o inicio do tratamento medicamentoso, os animais permaneceram em
jejum pré-operatoério de 8 horas, para serem anestesiados com uma combinagdo de 50 mg/kg
de cetamina (Vetaset® - Fort Dodge Animal Health Ltda.; Campinas, SP, Brasil) e 5 mg/kg de
cloridrato de xilazina (Dopaser - Laboratérios Calier do Brasil Ltda.; Osasco, SP, Brasil), via

intramuscular.?! Foi realizada a tricotomia, seguida da antissepsia com iodopovidona tépico


javascript:openProcess('250529',%20'false')

(10% PVP-I, Degeneracdo de Riodeine Soft Derma, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP,
Brasil) na regido das metéfises tibiais de cada animal. Através de uma incisdao de 3 cm, os
tecidos moles foram avulsionados até a exposicdo da area dssea de interesse. Com uma fresa
de 1,5 mm de didametro acoplada ao motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil),
na velocidade de 1.000 rpm, sob irrigacdo isotonica NaCl 0,9% (Fisiolégico®, Laboratdrios
Biosintética Ltda.; Ribeirdo Preto, SP, Brasil), foi confeccionado o defeito cirurgico da regido.
Manualmente, através de uma chave digital, implantes de titanio grau 4, com didmetro de 1,5
mm e 3,5 mm de comprimento, foram instalados em cada tibia dos animais, de acordo com o
tratamento de superficie: as tibias esquerdas receberam implantes de jateamento abrasivo —
Neoporos (Neodent, Curitiba, PR, Brasil), enquanto que as tibias direitas receberam implantes
com tratamento de superficie hidrofilica — Acqua (Neodent, Curitiba, PR, Brasil). Na camada
profunda, as feridas cirdrgicas foram suturadas com fio reabsorvivel (Poliglactina 910 - Vicryl
4.0, Ethicon, Johnson & Johnson, S3do José dos Campos, SP, Brasil) e na externa, com fio
monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson & Johnson, S3o José dos Campos, SP, Brasil). No
pos-operatério imediato, foi administrada uma injecao intramuscular de pentabidtico (0,1
ml/kg; Fort Dodge Saude Animal Ltda.; Campinas, SP, Brasil) e dipirona sédica (1 mg/kg;

Ariston, Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda.; S3o Paulo, SP, Brasil) em cada animal.® %!

Apds o procedimento cirurgico, tornou-se necessaria a atribuicao de dois subgrupos
inseridos em cada um dos grupos denominados anteriormente, de acordo com o tipo de

tratamento de superficie dos implantes (Neoporos ou Acqua) instalados (Tabela 1).

Tabela 1 — Divisdo dos subgrupos experimentais

Grupos e Subgrupos

COA COL SHR SHRL

Andlise n Tibias COA COA COL COL SHR SHR SHRL SHRL
NEO ACQ NEO ACQ NEO ACQ NEO ACQ

Imunoistoquimica 16 32 4 4 4 4 4 4 4 4

Biomecénica 24 48 6 6 6 6 6 6 6 6

Microtomografia
Computadorizada
Microscopia Confocal
a Laser

48 6 6 6 6 6 6 6 6

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Divisdo das andlises em subgrupos, de acordo com a interferéncia sistémica
e uso ou ndo de losartan, e instalagdo dos implantes Neoporos (NEO) e Acqua (ACQ).



3.4 Aplicacdo dos fluorocromos

Aos 14 dias pods-operatdrios, foi administrado em cada animal da analise por
Microtomografia Computadorizada e Microscopia Confocal a Laser (n=24), por via
intramuscular (20 mg/kg), o fluorocromo calceina. Passados 28 dias (42 dias pds-operatérios),
foi administrada, na mesma dose, a injecdao do fluorocromo vermelho de alizarina nestes
mesmos animais.?*23 Ambos os fluorocromos indicam, respectivamente, a deposi¢ido de 0sso

antigo e osso recém-formado.1% 2!

3.5 Eutanasia

Sessenta dias apds a instalacdo dos implantes, os animais foram submetidos a
eutanasia por sobredosagem anestésica (150 mg/kg, Tiopental Cristalia Ltda.; Itapira, SP,

Brasil). 10:21

3.6 Imunoistoguimica

Para esta andlise, parte das pecas coletadas foram fixadas em solucdo de formaldeido
10% (Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda.; Catanduva, SP, Brasil), por 48
horas e lavadas em dgua corrente, por 24 horas. Posteriormente, estas foram descalcificadas
em solucdo de EDTA 10%, por 20 semanas, desidratadas numa sequéncia crescente de alcoois
e diafanizadas em xilol. As pecas foram incluidas em parafina e os blocos obtidos foram
processados em cortes de 5 um pelo micrétomo (Leica Biosystems — RM2125 RTS, Heerbrugg,
Suica) para serem inseridos em laminas histolégicas. O processamento imunoistoquimico
iniciou-se pela desparafinizacdo, seguida de banhos em CitriSolv (Decon Labs, Inc.; King of
Prussia, PA, EUA) e banhos em concentra¢des decrescentes de dlcoois, finalizados com a
hidratacdo dos cortes imersos em PBS 0,01M. A atividade da peroxidase enddgena foi inibida
com peréxido de hidrogénio e, na etapa seguinte, as laminas passaram pela recuperagao
antigénica com tampao fosfato citrato (pH 6.0), em calor Umido. Foi realizado o bloqueio da
biotina enddgena com leite desnatado; ainda como método de bloqueio de marcacdes
inespecificas, o anticorpo primario foi preparado em solucao de tampao fosfato e albumina
bovina 1%. Os anticorpos primarios (anticorpos policlonais, produzidos em cabra) utilizados
foram contra a Osteocalcina (OC) (SC18319, Santa Cruz Biotechnology, Inc. 10410 Finnell
Street, Dallas, TX, EUA), para caracterizar o grau de mineralizacdo e avanc¢o da maturidade do
tecido 6sseo, Osteoprotegerina (OPG) (SC21038, Santa Cruz Biotechnology, Inc. 10410 Finnell
Street, Dallas, TX, EUA) e Ativador do Receptor Nuclear Kappa B Ligante (RANKL) (SC7627,



Santa Cruz Biotechnology, Inc. 10410 Finnell Street, Dallas, TX, EUA), para avaliar o turnover
na interface osso-implante e, por fim, contra o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
(VEGF) (SC7269, Santa Cruz Biotechnology, Inc. 10410 Finnell Street, Dallas, TX, EUA), para
evidenciar o aporte sanguineo da regido de interesse. O anticorpo secundario utilizado foi o
anticorpo biotinilado anti-cabra, produzido em coelhos (Histofine® - Immunohistochemical
staining reagent, San Diego, CA, USA). A sinalizacao da reacdo foi amplificada através da
incubacdo em avidina e biotina e posteriormente revelada pela diaminobenzidina (Dako
Omnis - Agilent Dako, Santa Clara, CA, EUA). Ao término das reagdes imunoistoquimicas, foi
realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris (Merck KGaA, Burlington, MA, EUA).
Na sequéncia, as ldaminas passaram pelas etapas de desidratacdo, embebidas em xilol e as
laminulas foram montadas nas respectivas laminas. A captura de imagens foi realizada através
do microscopio éptico (Leica Microsystems DMLB, Heerbrugg, Switzerland), e para cada um
dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao das proteinas por andlise qualitativa ordinal,
através da atribuicdo de diferentes escores, de acordo com a quantidade de células e area de
matriz extracelular imunomarcadas durante o processo de osseointegracao. Foi caracterizada
a imunomarcacao para diferentes proteinas que sinalizam o processo de formacdo e
mineralizacdo 6ssea, com os escores de 0 (auséncia de marcac¢do), 1 (marcacdo leve), 2

(marcacdo moderada) e 3 (marcagdo intensa).?%-23

3.7 Anadlise Biomecanica

A chave hexagonal do torquimetro digital (Conexao, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi acoplada
ao implante, aplicando-se um movimento no sentido anti-hordrio, gerando um torque
reverso, até que este se soltasse de dentro do tecido ésseo. O dispositivo registrou o pico

maximo de torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm).% %

3.8 Microtomografia Computadorizada

As tibias foram coletadas, reduzidas e fixadas em formaldeido 10% (Reagentes
Analiticos®, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda.; Catanduva, SP, Brasil), por 48 horas, lavadas
em agua corrente, por 24 horas e armazenadas em dalcool 70%. Cada peca foi escaneada pelo
microtomografo (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aartselaar, Bélgica), em cortes de 6 um (70
Kv e 142 pA), utilizando filtro de Al 0,5 mm, passo de rotacdo de 0,4 mm e resolucdo de 2016
X 1344 um, completando o tempo de 1h e 36 minutos para a aquisicdo das projecdes. Na

sequéncia, as regides de interesse das projecdes de raios-x obtidas foram reconstruidas pelo


https://www.google.com/search?q=burlington+massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyLjMtUuIEsQ1zjXILtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1glkkqLcjLz0kvy8xRyE4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgAveiiZYwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiBm57ytOPoAhXNc98KHQKCCxsQmxMoATAOegQIDRAD

software NRecon (Bruker MicroCT, Aartselaar, Bélgica), atribuindo-se suavizacdo de 5,
corregdo dos artefatos dos anéis de 7, corregdo do feixe em 40% e intervalo de corregdo das
imagens de 0,0 a 0,46. Em seguida, as reconstrucdes foram analisadas em trés planos
(transversal, sagital e longitudinal) no software DataViewer (Bruker MicroCT, Aartselaar,
Bélgica) e orientadas no plano sagital para elaboracdo do conjunto de dados. Posteriormente,
foram analisados e definidos valores para o contato osso-implante (regido de interesse), no
software CTAn (Bruker MicroCT, Aartselaar, Bélgica), aos pardmetros: volume dsseo (BV/TV),
numero de trabéculas (Tb.N), espessura trabecular (Tb.Th) e separac¢do de trabéculas (Th.Sp)

(Figura 1).2°

Figura 1 — Processamento microtomografico

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Em A: Escaneamento da pega pelo microtomdgrafo SkyScan 1272; B:
Reconstrugdo pelo software NRecon; C: Orienta¢do pelo software DataViwer e D: Quantificagdo dos parametros
BV/TV, Th.N, Tb.th e Th.Sp pelo software CTAN.

3.9 Microscopia Confocal a Laser

Apds a andlise por microtomografia computadorizada, as pecas passaram pela etapa
de desidratacdo a partir de uma sequéncia crescente de dlcoois. Ao término desta
desidratacdo, as pecas foram imersas numa mistura de alcool 100% e metilmetacrilato
termopolimerizavel (JET, Artigos Odontoldgicos Classico Ltda.; Sdo Paulo, SP, Brasil), em
diferentes concentracdes. Apds a desidratacdo final das pecas calcificadas, estas foram
incluidas em resina termopolimerizavel (Techno Vit® 7200 VLC, Heraeus Kulzer, GmbH Divisao
Técnica, Philipp-Reis-Str. 13/8 D-61273, Wehrheim, Alemanha) e acrilizadas. Apds a

polimerizacdo da resina, as pecas foram inicialmente desgastadas por broca maxicut.



Posteriormente, estas foram submetidas ao desgaste manual através de lixas de granulacao
em ordem decrescente, na Politriz (Arotec S/A Industria e Comércio, Cotia, SP, Brasil) até a
obtencdo de 100 um de espessura nos cortes. Estes mesmos cortes foram confinados em
laminas histoldgicas a partir de laminulas. Através do microscépio Leica CTR 4000 CS SPE (Leica
Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando a objetiva de 10 X (aumento original 100),
foram capturadas as secgdes longitudinais da regido de interface osso-implante
correspondentes a area de tecido ésseo medular, excluindo-se as areas referentes ao osso
cortical de cada tibia; portanto, o implante foi tomado como referéncia, e entdo, a area do
tecido 6sseo medular adjacente a este foi avaliada em cada amostra. As imagens obtidas
foram reconstruidas e assim, o osso medular apresentou a sobreposicdo dos dois
fluorocromos (calceina e vermelho de alizarina). Estas imagens foram transportadas para o
software Imagel (Software de Processamento e Andlise de Imagens, Ontario, ON, Canada).
Neste programa, por meio da ferramenta “color threshold”, cada imagem correspondente aos
grupos experimentais foi padronizada de acordo com a matiz, saturacdo e brilho, para
evidenciacdo dos fluorocromos analisados. Primeiramente, a cor verde foi evidenciada
(calceina) e pela ferramenta “measure” o programa forneceu a drea correspondente em um?.
O mesmo procedimento foi realizado para a cor vermelha (alizarina), obtendo-se os dados
referentes a dinamica do tecido dsseo peri-implantar. Nesta abordagem metodoldgica, a
precipitacdo de osso novo, foi denominada “superficie ativa de mineralizacdo”, representada
pela alizarina. Para obtencdo da taxa de aposicdo mineral diaria (MAR — Mineral Apposition
Rate) da drea de fluorocromos, as imagens foram novamente transportadas ao software
Image) para a padronizagao individual. A ferramenta "straight" foi selecionada e foram
tracadas 4 linhas entre o inicio da precipitacdo de alizarina (marcacao vermelha) até o final da
precipitacdo de calceina (marcagdo verde); os valores foram divididos por 28, nimero que
remete o periodo de dias entre as injecOes de calceina e alizarina, representando a

precipitacdo didria do calcio (Figuras 2 a 5).10:21,22,26



Figura 2 — Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal a laser para os subgrupos COA NEO e
COA ACQ

COA NEO

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Em A: Area dssea marcada com calceina; B: Area 6ssea marcada com alizarina
e C: Imagens sobrepostas de ambos os fluorocromos.

Figura 3 — Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal a laser para os subgrupos COL NEO e
COL ACQ

COL NEO

COLACQ

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Em A: Area dssea marcada com calceina; B: Area 6ssea marcada com alizarina
e C: Imagens sobrepostas de ambos os fluorocromos.
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Figura 4 — Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal a laser para os subgrupos SHR NEO e
SHR ACQ

SHR NEO

SHR ACQ

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Em A: Area dssea marcada com calceina; B: Area 6ssea marcada com alizarina
e C: Imagens sobrepostas de ambos os fluorocromos.

Figura 5 — Fotomicrografias obtidas por microscopia confocal a laser para os subgrupos SHRL NEO e
SHRL ACQ

SHRL NEO

SHRL ACQ

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Em A: Area dssea marcada com calceina; B: Area 6ssea marcada com alizarina
e C: Imagens sobrepostas de ambos os fluorocromos.
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3.10 Anélise Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados no programa GraphPad Prism 7.03 (Software
GraphPad; La Jolla; EUA). Para os parametros quantitativos obtidos da andlise biomecanica e
taxa de aposicdo mineral didria (MAR, da andlise por microscopia confocal a laser), foram
aplicados testes de normalidade e homoscedasticidade (Shapiro-Wilk), a fim da verificacao de
distribuicao dos dados. Apds a confirmagdo da distribuicao normal dos dados, foi aplicado o
teste ANOVA, seguido pelo pods-teste de Tukey para multiplas comparac¢des, quando
necessario, em todas as analises realizadas. Para todos os testes, o valor de p<0,05 foi

considerado significativo.
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4. Resultados

4.1 Imunoistoguimica

4.1.1 Osteocalcina (OC)

Aos 60 dias pds-operatorios, a expressao de OC apresentou marcagao leve (1) para os
subgrupos COA NEO, COL ACQ e SHR ACQ, enquanto que a expressao para os subgrupos COA
ACQ, COL NEO, SHR NEO, SHRL NEO e SHRL ACQ foi moderada (2), caracterizando um melhor

grau de mineralizagdo do tecido ésseo (Figura 6 e Gréfico 1).

Figura 6 — Imagens representativas da imunomarcagdo para OC

L i i ;‘A'-"“ . ' u‘..', { i 3 = .;,'@l&&m":ﬁ. l A i «-)I”v
Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Imunomarcac¢do de OC em todos os subgrupos experimentais.

Gréfico 1 — Escores para a proteina OC
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Escores, por anélise qualitativa ordinal, para imunomarcacdo de OC.
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4.1.2 Osteoprotegerina (OPG)

A expressao de OPG obteve marcacdo leve (1) para os subgrupos COA NEO, COA ACQ,
COL NEO, SHR NEO, SHR ACQ, SHRL NEO e SHRL ACQ; a expressao foi moderada (2) somente
para COL ACQ, evidenciando uma diminuicdo da a¢do osteoclastica para este subgrupo (Figura

7 e Grafico 2).

Figura 7 — Imagens representativas da imunomarcacgdo para OPG

sH}{L NEO

4l

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Imunomarcagdo de OPG em todos os subgrupos experimentais.

Grafico 2 — Escores para a proteina OPG
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Escores, por analise qualitativa ordinal, para imunomarcacdo de OPG.
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4.1.3 Receptor Nuclear Kappa B Ligante (RANKL)

Para RANKL, evidenciou-se marcacao leve (1) para os subgrupos COA NEO, COA ACQ,
COL NEO, SHR NEO, SHR ACQ e SHRL NEO; quanto aos subgrupos COL ACQ e SHRL ACQ, a
expressao foi moderada (2) (Figura 8 e Grafico 3), demonstrando que o subgrupo COL ACQ
apresenta um equilibrio na remodelagcdo déssea, uma vez que também obteve marcagao
moderada para OPG; sugere-se ainda que o losartan e a superficie Acqua nao apresentem um
potencial contra a osteoclastogénese induzida pela ativacdo de RANKL, embora a expressao
de OC para o subgrupo SHRL ACQ também tenha sido moderada, ndo comprometendo a

deposicdo da matriz mineral dssea.

Figura 8 —Imagens representativas da imunomarcagdo para RANKL
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Imunomarcagdao de RANKL em todos os subgrupos experimentais.

Gréfico 3 — Escores para a proteina OPG
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Escores, por analise qualitativa ordinal, para imunomarcagdo de RANKL.
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4.1.4 Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF)

A marcacdo para VEGF foi leve (1) para os subgrupos COA NEO, COA ACQ, COL NEO,
COL ACQ, SHR NEO, SHR ACQ e SHRL NEO, expressando-se como moderada (2) apenas para o
subgrupo SHRL ACQ (Figura 9 e Grafico 4), o que sugere que tanto o farmaco quanto a
superficie Acqua possam proporcionar uma melhor angiogénese ao tecido dsseo hipertenso,
melhorando o aporte sanguineo da regiao peri-implantar para a aposicdao da matriz mineral
dssea, o que corrobora com o resultado achado para este subgrupo quanto a expressao

moderada de OC.

Figura 9 — Imagens representativas da imunomarcacdo para VEGF

COA NEO | COLNEO | SHRNED + | | SHRLNEO

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Imunomarcac¢do de VEGF em todos os subgrupos experimentais.

Grafico 4— Escores para a proteina VEGF
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Escores, por analise qualitativa ordinal, para imunomarcacdo de VEGF.
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4.2 Andlise Biomecanica

Foi observado um aumento no torque de remocao dos implantes do subgrupo SHRL
ACQ (10,1 N.cm) quando comparado aos demais (p<0,05). Vale ainda ressaltar que o losartan
possa ter favorecido o torque de remocdo dos implantes, visto que os subgrupos controles
tratados (COL NEO e COL ACQ) obtiveram melhores valores que os subgrupos controles

absolutos (COA NEO e COA ACQ) (Tabela 2).

Tabela 2 — Biomecanica por torque de remogdo (N.cm)

Superficie
Grupo NEOPOROS ACQUA
COA 5,9 2,8ab
CoL 6,4 3,364
SHR 9,4a¢6¢€ 4,48t
SHRL 51 10,1 b.df

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Maior torque de remocdo para SHRL ACQ em relacdo a todos os outros
subgrupos — One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).

4.3 Microtomografia Computadorizada

N3o foram apontadas diferencas estatisticamente significantes entre os dois tipos de
tratamento de superficie. No entanto, o nimero de trabéculas aumentou no grupo controle
tratado (COL) quando comparado ao grupo controle ndo tratado (COA) (p<0,05), validando os
efeitos anabdlicos do losartan sobre o tecido ésseo, uma vez que had maior separacao de
trabéculas para COA (p<0,05) e maior porcentagem de volume ésseo para COL, em ambas as

superficies (NEO 56,21584% e ACQ 54,09387%) (Tabelas 3 a 6).

Tabela 3 — Volume 6sseo (%)

Superficie
Grupo NEOPOROS ACQUA
COA 52,85623 53,12093
CoL 56,21584 54,09387
SHR 52,60293 52,54877
SHRL 52,68403 51,70204

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Volume dsseo (BV/TV).



Tabela 4 — Ndmero de trabéculas (mm)

Superficie
Grupo NEOPOROS ACQUA
COA® 3,35317 3,35309
coL b 3,64344 3,52362
SHR 3,45987 3,34485
SHRL?® 3,32377 3,27599

17

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Niumero de trabéculas (Tb.N) — Two-Way ANOVA e pds-teste de Tukey

(p<0,05).

Tabela 5 — Espessura trabecular (mm)

Superficie
Grupo NEOPORQOS ACQUA
COA 0,15754 0,15839
CcoL 0,15452 0,15366
SHR 0,15214 0,15711
SHRL 0,15852 0,15779

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Espessura trabecular (Tb.Th).

Tabela 6 — Separacgdo de trabéculas (mm)

Superficie
Grupo NEOPOROS ACQUA
COA® 0,15943 0,16111
coL@ 0,15106 0,15407
SHR 0,15411 0,15661
SHRL 0,15605 0,15589

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Separagdo de trabéculas (Tb.Sp) — Two-Way ANOVA e pds-teste de Tukey

(p<0,05).
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4.4 Microscopia Confocal a Laser

4.4.1 Superficie Ativa de Mineralizacdo

Todos os grupos apresentaram uma média semelhante para a precipitacao de cdlcio
referente a drea marcada pelo fluorocromo vermelho de alizarina. Os subgrupos COA ACQ
(1,3511 um?) e SHR ACQ (1,3421 um?) apresentaram valores semelhantes, sugerindo que esta

superficie propicie alteracGes pds-operatdrias iniciais na osseointegracao (Tabela 7).

Tabela 7 — Superficie ativa de mineralizagdo (um?)

Superficie
Grupo NEOPORQOS ACQUA
COA 1,1075 1,3511
CcoL 1,1989 1,1121
SHR 1,4761 1,3421
SHRL 1,4811 1,1491

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Precipitagdo do fluorocromo vermelho de alizarina.
4.4.2 MAR

Houve diferenca estatisticamente significante para os diferentes tratamentos de
superficie (p<0,05) em relacdo a taxa de aposicdo mineral didria (MAR), indicando valores

superiores para a superficie Acqua nos grupos COA, COL e SHRL (Tabela 8).

Tabela 8 — MAR (um/dia)

Superficie
Grupo NEOPOROS ACQUA
COA 337,3° 580,1 b:¢
CcoL 244,1 bdef 661,12%8
SHR 487,1 304,6 8N
SHRL 51,5 ol 588,9 F

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019). Melhor taxa de aposi¢cdo mineral didria para a superficie Acqua nos grupos
controle e para o grupo hipertenso tratado com losartan — One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).
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5. Discussao

O processo de reparo ésseo apresenta um retardo em sua cronologia em animais SHR
quando comparados a ratos Wistar.'® ?° O questionamento deste estudo foi se diferentes
tratamentos de superficie poderiam melhorar o reparo dsseo peri-implantar nos modelos
experimentais de osso comprometido por hipertensdo tratado ou ndo tratado com o anti-
hipertensivo escolhido.

A Angiotensina |l age diretamente na regulacdo da pressdo arterial pelo sistema
renina-angiotensina, além de interferir indiretamente no metabolismo dsseo, uma vez que se
liga nos receptores AT1 de osteoblastos, incitando a expressdo de RANKL.* & 1% Os achados
imunoistoquimicos deste estudo corroboram com o aumento da expressao de RANKL para o
subgrupo hipertenso tratado com losartan e instalacao do implante de superficie Acqua (SHRL
ACQ), como também, uma menor expressao (leve) para a proteina Osteoprotegerina (OPG),
evidenciando um maior nivel de reabsor¢do dssea para este subgrupo, embora o mesmo
apresente um nivel de expressdo moderada para a conducdo da mineralizacdo da matriz
dssea, representada pela proteina Osteocalcina (OC), sugerindo que o losartan e a superficie
Acqua beneficiem a qualidade do tecido 6sseo comprometido, uma vez que este subgrupo,
numericamente, possui elevada espessura trabecular, confirmada pela andlise
microtomografica.

No subrugpo controle tratado com losartan e instalagdao do implante de superficie
Acqua (COL ACQ), houve uma expressdao moderada para RANKL e OPG, exibindo um melhor
turnover dsseo para este subgrupo devido ao equilibrio entre estas proteinas. Ainda que para
COL ACQ a expressao de OC, que representa a formac¢ao da matriz dssea, tenha sido leve, a
literatura sugere que a superficie Acqua possa promover vantagem para o reparo 6sseo peri-
implantar, como apontado num estudo que concluiu que implantes de superficie hidrofilica
(Acgua) aumentaram a expressao da proteina BMP-2 aos 45 dias pds-operatdrios em areas
enxertadas em tibias de ratos, além do aumento da expressdao de ALP para esta mesma
superficie e drea, aos 15 dias pds-operatdrios.'®

Quanto a expressao de VEGF, a marcacdo moderada para o subgrupo SHRL ACQ
explicita que o tratamento medicamentoso associado a superficie Acqua possa oferecer

vantagem para osseointegracdo de implantes instalados em tecido 6sseo comprometido, uma
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vez que o aumento da angiogénese local favoreceria, consequentemente, a matriz éssea
neoformada na interface osso-implante.

Com certa heterogeneidade dos dados da andlise biomecanica para os subgrupos
controles, tanto tratados quanto ndo tratados (COA NEO, COA ACQ, COL NEO e COL ACQ),
nota-se que as superficies Neoporos e Acqua proporcionam semelhante estabilidade do
implante aos 60 dias pds-operatérios. Ja4 para os subgrupos hipertensos tratados e nao
tratados com losartan (SHR NEO, SHR ACQ, SHRL NEO e SHRL ACQ), houve uma diferenca
peculiar entre os diferentes tratamentos de superficie propostos por este estudo: enquanto
que a superficie Neoporos viabilizou uma melhor estabilidade em SHRs, a superficie hidrofilica
Acqua, associada ao losartan (SHRL ACQ), ofereceu um maior e melhor torque de remocao
dos implantes quando comparada a todos os subgrupos, corroborando com achados onde
ratos espontaneamente hipertensos tratados com losartan obtiveram melhores resultados
quando comparados aos grupos hipertenso e controle.? Ainda, outro estudo demonstra que
aos 15 dias pds-operatérios, a superficie hidrofilica propiciou uma melhor biomecanica em
tibias de ratos enxertadas com material sintético (BoneCeramic - Straumann®), em detrimento
da mesma area enxertada, com o mesmo material, mas com instalacdo de implantes de
superficie usinada.® Em contrapartida, um outro estudo utilizando das mesmas superficies,
mas com instalagdo de implantes em tibias de coelhos, verificou que ndao houve diferenca do
torque de remoc3o aos 14 e 28 dias pds-operatdrios.?”

Através dos dados obtidos pela analise por microtomografia computadorizada, nao
foram observadas grandes diferencas entre os tratamentos de superficie dos implantes,
mostrando que os dois tipos de texturizacdes apresentam respostas semelhantes quanto as
caracteristicas microarquiteturais do tecido ésseo reparacional aos 60 dias pds-operatdrios.
Estudos com o mesmo modelo experimental demonstram uma qualidade inferior do tecido
0sseo neoformado na regido de contato osso-implante em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), bem como os efeitos positivos do losartan sobre essa regido quando estes
animais foram tratados.>'° Quanto ao anti-hipertensivo administrado, observa-se a melhora
de alguns parametros para o grupo controle losartan (COL NEO e COL ACQ), confirmando o
efeito favoravel da sua ac3o vasodilatadora sobre o processo de reparo peri-implantar.®:2

Na analise dos resultados, a superficie Acqua parece reverter o desequilibrio no
processo da dinamica éssea que ocorre em animais hipertensos, dado que sua associacdo ao

losartan promove uma melhor taxa de aposicdo mineral diaria (MAR), quando comparado ao
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grupo hipertenso ndo tratado (SHRL ACQ x SHR ACQ), assim como num estudo citado
anteriormente, que concluiu que o turnover do osso alveolar em animais hipertensos tratados
com losartan possui melhores valores de MAR quando comparados a animais hipertensos sem
tratamento.? Por outro lado, com os dados obtidos da MAR, verifica-se também que a melhor
precipitacdo de ions minerais (cdlcio e fosforo) para a superficie Acqua sdo independentes do
farmaco nos subgrupos controles (COA ACQ e COL ACQ), sugerindo que este tratamento de
superficie possa atuar em fases pds-operatérias iniciais da mineralizacdo dssea. No entanto,
nao houve diferencas estatisticamente significantes para a superficie ativa de mineralizagao,
que expressa a quantificacdo de osso novo. Este resultado parece controverso, porém, pode
ser explicado devido ao periodo estudado, onde a osseointegracdo se mostra completa.
Entretanto, com os dados obtidos pela andlise microtomografica deste estudo, para o
parametro “volume dsseo (BV/TV)”, os subgrupos COA ACQ e COL ACQ apresentaram maiores
valores absolutos, quando comparados aos demais subgrupos, com exce¢ao de COL NEO,
corroborando com os achados para a MAR.

No presente estudo, o periodo de avaliagdo da estabilidade dos implantes foi de 60
dias, onde ambas as superficies viabilizaram a osseointegracao destes. A influéncia do losartan
torna-se evidente, uma vez que a qualidade da neoformacgao dssea possa ser compensada na
espessura trabecular de SHRs tratados, a fim de se comparar a qualidade éssea dos controles.
Para o subgrupo hipertenso tratado com instalacdo dos implantes Acqua (SHRL ACQ), houve
uma significativa taxa de aposi¢ao mineral didria e estabilidade dssea peri-implantar da regiao,
sugerindo-se que haja alteracdes de sinalizacdo para a osseointegracdo em periodos iniciais
da remodelagao déssea; também, os subgrupos COA ACQ e COL ACQ evidenciaram através da
MAR que, a superficie Acqua, independentemente do farmaco, possa promover alteracoes
nas etapas iniciais do turnover dsseo, o que oportunizaria uma possivel aplicacao de cargas
imediatas apds a instalacdo de implantes com esta superficie, devido a otimizacdo do inicio da
osseointegracao, indicando que a molhabilidade e hidrofilicidade desta superficie possa
favorecer o reparo ésseo, independentemente do farmaco, como demonstrado em estudos

com ratos, coelhos, cachorros e ovinos.1® 17, 18,27,28
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6. Conclusao

Desta forma, os dois tipos de texturizagcbes apresentaram respostas semelhantes
guanto as caracteristicas microarquiteturais do tecido ésseo peri-implantar, ainda que,
considerando as limita¢des deste estudo, bem como nas diferentes condi¢Ges sistémicas

avaliadas, a superficie Acqua pareca melhorar as etapas iniciais da osseointegracao.
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