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RESUMO

As modificagdes na macro e microgeometria dos implantes dentarios
tém por objetivo aumentar a superficie de contato osso-implante e favorecer a
osseointegracdo principalmente em osso menos denso. Assim, o presente
estudo tem por objetivo avaliar a influéncia da microgeometria na
osseointegracao de implantes instalados em tibias de ratos. Quarenta ratos
foram utilizados. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos
experimentais (n=20): Grupo mu - implantes (4,0 mm x 2,2 mm) com superficie
confeccionada em escala micrométrica; Grupo nm - implantes com superficie
confeccionada em escala nanométrica. As eutanasias ocorreram aos 30 e 60
dias pds-operatorios. A avaliagao constou de analises histolégicas onde foram
avaliadas presenca e grau de inflamacéao; natureza do infiltrado inflamatério;
presenca e extensdo de necrose tecidual; estado da vasculatura; padréo de
celularidade dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padrao
de estruturagdo da matriz extracelular dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e
hematopoético. Dentro dos limites do presente estudo pode-se concluir que
implantes de superficie em escala nanométrica ndo acelera o processo de
reparo 0sseo periimplantar, ou mesmo pode atrasar o processo de

osseointegragao.

Palavras-chave: Implantes Dentarios. Osseointegragao, Topografia
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ABSTRACT

Changes in the macro and micro-geometry of dental implants are
designed to increase the bone-implant contact and promote osseointegration
especially in bone with lower density. The present study aims to evaluate the
influence of micro-geometry on osseointegration of implants installed in the tibia
of rats. Forty rats were used. The animals were randomly distributed into two
experimental groups (n = 20): my Group - Implants (4.0 mm x 2.2 mm) with
micrometric-scale surface; Ny group nanometric-scale surface. The euthanasia
was performed at either 30 or 60 days postoperative. The evaluation consisted
of histological analyzes which were evaluated presence and degree of
inflammation; nature of the inflammatory infiltrate; presence and extent of tissue
necrosis; condition of the vasculature; pattern of cellularity of bone, conjuntive ,
adipose and hematopoietic and standard structure of the extracellular matrix of
bone, conjuntive, adipose and hematopoietic. Within the limits of this study it
can be concluded that surface implants nanometric scale surface does not
accelerate the peri-implant bone repair process, or even can delay the

osseointegration process.

Keywords: Dental Implants. Osseointegration. Tophography
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INTRODUGAO

O conceito de osseointegracdo, definida como a unido anatébmica e
funcional direta entre o osso vivo remodelado e a superficie do implante, capaz
de receber cargas funcionais, foi introduzido pela primeira vez por Branemark
na década de 1960 e modificou a odontologia trazendo novos parametros para
a reposicao dos elementos dentais perdidos (BERGLUNDH et al., 2003). A
osseointegracdo deu a implantodontia o status de uma das modalidades de
reabilitacdo mais bem-sucedidas no campo da medicina, muitas vezes, com
taxas de sucesso superior a 95% ao longo de varios anos (LEVINE et al., 2002;
CHUANG; CAl, 2006; ZUPNIK et al., 2001; COELHO et al., 2011). Mesmo com
sucesso a longo-prazo comprovado, os avangos tecnolégicos ndo param e os
estudos sobre a microgeometria dos implantes estdo avangando cada vez
mais, em busca de uma maior osseointegragao.

As caracteristicas fisico-quimicas das superficies dos implantes dentais
tais como rugosidade, topografia, quimica, cargas elétricas afetam as reag¢des
biolégicas que ocorrem na interface osso-implante (KIM et al., 2008).
Especificamente em relacdo a topografia de superficie, estudos in vitro
mostraram que a adicdo de rugosidade ao implante aumenta a adesao,
proliferacao e diferenciagcao osteoblastica, aumenta a producado de matriz extra-
celular (WALL et al., 2009; Rosa e Beloti.,2003b), além de modular atividades
das células adjacentes, tais como a produgao de citocina, fator de crescimento
e RNA mensageiro, todos influenciando positivamente a osseointegracao.
(SCHWARTZ et. al.,1997; KIESWETTER et. al.,1996). A literatura relata que a
topografia de superficie confeccionada em escala micrométrica por meio de

jateamento e condicionamento acido foi respon,savel por rapida formagao
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Ossea periimplantar e osseointegracdo. Todas estas observagdes indicam que
as superficies dos implantes podem ser modificadas para aumentar a formacao
Ossea, sugerindo que o titanio ndo € apenas "bio-inerte" ou "biocompativel"
(MENDONCA et. al. 2008). Ele influencia as atividades celulares e respostas
do tecido d6sseo e conduz a maior osteogénese (MENDONCA et. al. 2008;
XIAO et. al., 2011).

A nanotecnologia € um ramo relativamente novo que tem encontrando
grande possibilidade de aplicagdo na ciéncia meédica e odontolégica (THAKRAL
et al. 2014). O uso de superficies de implantes com topografia em escala
nanométrica tem se tornando parte da implantodontia moderna (THAKRAL et
al. 2014). Alguns estudos se baseiam na hipdtese de que a nanotopografia
pode modular e/ou controlar o crescimento, proliferagao e fungéo bioldgica dos
osteoblastos (HSU-AN PAN et. al., 2012), além de afetar o comportamento de
uma vasta gama de tipos de células, incluindo células epiteliais, fibroblastos e
osteoblastos (HSU-AN PAN et. al., 2012). Uma caracteristica interessante de
superficies em escala nanométrica é a seletividade para a adesio celular
(HSU-AN PAN et. al.,, 2012). A nanoestruturacdo da superficie melhora
significativamente a adesdo de osteoblastos. A adesdo das células
osteoblasticas € um pré-requisito essencial para a sintese de proteinas da
matriz extracelular e formacdo de depdsitos minerais, necessarios para a
formacdo éssea sobre a superficie do implante(WEBSTER et. al. 2001;
WEBSTER et. al. 2000)

Devido aos avangos e inovagdes no ramo da nanotecnologia, as
industrias objetivam aumentar cada vez mais a fabricagdo de implantes com

superficies em escala nanométrica (THAKRAL et al. 2014). Contudo n&o ha
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resultados conclusivos a respeito da comparagao dos implantes de superficie
em escala micrométrica e nanométrica na cicatrizacdo 6ssea periimplantar e
osseointegracdo. Algumas evidéncias na literatura sugerem que pode haver
maior contato do tecido 6sseo com a superficie do implante em escala
micrométrica (SEOK et. al., 2009). Tais indicios demonstram a importancia da
realizacdo de estudos destinados a comparacdo desses dois tipos de
superficies de implantes para a melhor compreensdo dos seus efeitos na

osseointegragao.
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OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da
microgeometria nas caracteristicas do tecido Osseo periimplantar e na

osseointegracao de implantes instalados em tibias de ratos.
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso
de Animais da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” UNESP — Campus de Aracatuba, dentro das normas
vigentes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)

(protocolo n°01641-2012).

Animais

Foram utilizados 40 ratos machos adultos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), pesando aproximadamente 250 a 300 g provenientes do biotério
central da Faculdade de Odontologia de Aragatuba, os quais foram mantidos

em ambiente com temperatura estavel (22 £ 2°C), com agua e racao ad libitum.

Protocolos Experimentais
Instalacdo dos implantes e grupos experimentais

Para instalacdo dos implantes de titanio, os animais foram anestesiados
pela associacdo de 0,04ml/100g de cloridrato de quetamina (Vetaset, Fort
Dodge lowa, USA) e 0,02mI/100g de cloridrato de xilazina (Coopazine, Coopers
Séao Paulo, Brasil) e posicionados em mesa operatdria apropriada para acesso
ao leito cirurgico. Foi realizada a tricotomia da parte interna da coxa direita e a
antissepsia com iodopovidona a 10 %. Uma incisdo de aproximadamente 20
mm foi realizada com auxilio de uma Iamina de bisturi n® 15C(Figura 1A) e o
tecido 6sseo foi exposto com auxilio de um deslocador de periosteo (Figura
1B). Um alvéolo cirurgico bicortical foi preparado na metafise proximal da tibia,

usando uma fresa (Conexao Sistemas de Prétese, Aruja, Sao Paulo, Brasil -
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2,0 mm de diametro) (Figura 1D;1E) montada em motor cirtrgico (Omega,
Dentscler Industria de aparelhos Odontologicos Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil)
com torque de 45 N e velocidade de 920 rpm sob continua irrigacdo de solugéo
salina. No momento da instalagdo dos implantes (4,0 mm x 2,2 mm)(Figura 1F),
os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos experimentais
(n=20): Grupo my - superficie confeccionada em escala micrométrica; Grupo
nm - superficie confeccionada em escala nanométrica. Todos os implantes
foram instalados com auxilio de chave digital (1,2 mm) acoplada ao hexagono
do implante (Figura 1G) até que o mesmo ficasse posicionado bicorticalmente
no alvéolo cirurgico e com a plataforma superior na altura do nivel ésseo(Figura
1H;11). Em seguida, o tecido muscular foi suturado com fio 4.0 de poliglactina
910 (Johnson & Johnson do Brasil Ind. Com. Prod. Para Saude Ltda, S&o
Bernardo do Campo, Brasil), e o epitélio com fio de seda 4.0 (Johnson &
Johnson do Brasil Ind. Com. Prod. Para Saude Ltda, Sdo Bernardo do Campo,
Brasil). Por fim, os animais receberam inje¢do intramuscular de penicilina e
estreptomicina (Pentabidtico Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda,

Campinas, Brasil).

Periodos experimentais

Dez animais de cada grupo foram eutanasiados por meio de
superdosagem anestésica 150mg/kg (thiopental - Cristélia, Itapira, Sdo Paulo,
Brazil) aos 30 e 60 dias ap6s a instalacdo dos implantes. As tibias foram
coletadas, dissecadas para a exposicdo dos implantes e fixadas em formol

tamponado a 4% por um periodo de 48 horas.
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Processamento Histoldgico

Os espécimes foram submetidos a lavagem em agua, e imersos em
solugdo desmineralizadora (constituida de PBS acrescida de 10% de acido
etilenodiamino  tetra-acético - EDTA, durante 30 dias). Apos a
desmineralizagdo, as amostras foram lavadas em agua, desidratadas,
diafanizadas, impregnadas e incluidas em parafina e seccionadas em
micrétomo com 4 uym de espessura. A microtomia foi executada seguindo o
plano transversal das tibias e o plano longitudinal dos sitios cirurgicos dos
implantes. Foram coletados cortes seriados da porcdo central dos sitios
cirurgicos dos implantes. As sec¢des histologicas foram submetidas a

coloragao pela hematoxilina-eosina.

Analise histolégica de resultados

As seccgdes histolégicas foram analisadas sob iluminagdo de campo
claro em microscopio Optico (Axiolab, Carl Zeiss) por um histologista certificado
que desconhecia os grupos experimentais que estavam sendo analisados.

Na analise histoldgica foi efetuada avaliagdo dos seguintes parametros:
presencga e grau de inflamacéo; natureza do infiltrado inflamatério; presenca e
extensdo de necrose tecidual; estado da vasculatura; padrao de celularidade
dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padrdo de
estruturagdo da matriz extracelular dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e

hematopoético.
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RESULTADOS

Aos 30 dias poés-operatérios o alvéolo cirurgico dos implantes se
mostrou parcialmente delimitado por uma camada de tecido 6sseo imaturo
extremamente delgada em ambos os grupos (um e nm). Na maioria dos
especimes a reparo 0sseo periimplantar mostrou-se mais avancada nos
implantes com superficie micrométrica (grupo pm). Em ambos os grupos né&o
se constatou a presenca de infiltrado inflamatério associado ao sitio cirurgico,
apenas algumas células inflamatérias esparsamente dispostas no tecido
conjuntivo adjacente. Nestes grupos a medula éssea se mostrou bem
estruturada e composta por quantidades equivalentes de tecido hematopoético
e tecido adiposo unilocular.

Aos 60 dias poés-operatérios os alvéolos cirurgicos dos implantes
tinham os seus limites delimitados ainda por uma camada de tecido 6sseo de
fina espessura, que se mostrou bastante descontinuada no grupo nm e bem
mais continua no grupo um. Osteoclastos passaram a ser mais frequentes
neste periodo experimental, tanto em pym quanto em nm, o que denota a
atividade de remodelacdo 6ssea. Células inflamatérias foram extremamente
raras nos dois grupos. O padrédo de estruturacdo da medula Ossea se

apresentou semelhante aquele observado aos 30 dias pds-operatorios.
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4. Discussao

Este estudo avaliou, com base nas caracteristicas histoldgicas do tecido
0sseo periimplantar, a influéncia da microgeometria de implantes de titanio no
reparo 0sseo e osseointegracdo em tibias de ratos. Para isso, foram utilizados
implantes de superficie rugosa em escala micrométrica e nanométrica. O
implante de superficie rugosa em escala micrométrica, confeccionado por meio
de jateamento e ataque acido, foi utilizado como controle. Este tipo de
superficie € geralmente o modelo padrao utilizado, juntamente com o implante
usinado (HE et al 2009;GOTO et al 2004; HSU et. al. 2007). Foi relatado que
um implante com superficie rugosa obtida por procedimento de ataque acido
aumenta o contato osso-implante em 33% em comparagdo com os implantes
de superficie usinada (CORDIOLI et. al. 2000), uma vez que a rugosidade de
superficie estimula a adesdo celular resultando em maior reparo 6sseo na
regido periimplantar (MALUF et al. 2007; COOPER et. al. 2000). A rugosidade
de superficie aumenta a adesao da rede de fibrina, por onde migram os
osteoblastos sobre as superficies dos implantes (NOVAES AB. JR et. al. 2010;
FAEDA R. S. 2010). A interagdo entre o coagulo, contendo hemacias,
plaquetas e fatores de crescimento, com a superficie rugosa do implante tem
importante papel no estagio de osteocondugdo (FAEDA 2010). Durante a
osseointegracao, essa rede de fibrina se contrai enquanto ocorre a migracao
dos osteoblastos (FAEDA R. S. 2010). A propriedade da superficie do implante
em manter a adesao da fibrina & critica para determinar se as células em
migragao alcangarao a superficie do implante (FAEDA 2010). A rugosidade de
superficie também eleva a expressao de mediadores, tais como PGE; e TGF-

B+, relacionados com a cicatrizagdo e formagao 6ssea (BUENO et. al. 2011).
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Em contrapartida, a topografia de superficies em escala nanométrica
tem despertado grande interesse da comunidade cientifica e rapidamente se
tornando parte da implantodontia moderna (THAKRAL et al. 2014). As
modificagdes da topografia de superficie pela nanotecnologia prometem
melhorar drasticamente as respostas celulares e teciduais para beneficiar a
osseointegracdo (THAKRAL et al. 2014). Os mecanismos moleculares
relacionados ao periodo inicial do processo de osseointegracdo de implantes
com superficies de escala nanométrica e micromeétrica foi investigado por Meng
et al. (2003). Os autores relataram que as superficies nanométricas aceleraram
0 reparo 0sseo pelo recrutamento de genes envolvidos no desenvolvimento
esquelético, ossificacado e diferenciacdo de osteoblastos, e concluiram que a
nanosuperficie poderia fornecer base para uma forma de se conseguir 0sso
mais rapidamente e em maior quantidade.

Apesar desses achados, no presente estudo o processo de reparo 0sseo
periimplantar mostrou-se mais avangado nos animais tratados com implantes
de superficie em escala micrométrica, embora os alvéolos cirurgicos tenham se
mostrado envoltos por tecido 6sseo imaturo tanto nos grupos de superficie
micrométrica como nanométrica. Também nao se constatou a presenca de
infiltrado inflamatério associado ao sitio cirurgico em ambos 0s grupos
estudados, e apenas algumas células inflamatérias esparsamente dispostas no
tecido conjuntivo adjacente foram observadas. Os nossos resultados estdo de
acordo com o estudo de Seok et. al. (2009) em que, ao comparar implantes de
superficies nano e microestruturadas através da mensuragcao do torque de
remogao do implante e descricdo das caracteristicas histolégicas em fémures

de cachorro, verificaram maiores valores do torque de remogao no grupo de
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implantes microestruturados. Na avaliagdo biomecéanica pelo teste de torque
reverso a forga de remogédo aumentada pode ser geralmente interpretada como
uma melhora na cicatrizacdo o6ssea ao redor dos implantes e o
“aprimoramento” da osseointegragcdo. Assim, os autores sugeriram que a
superficie microestruturada tem melhores condicbes para satisfazer a
osseointegracdo em comparagao com a superficie nanoestruturada (AHN et al.
2014). Contudo, no que diz respeito as caracteristicas histolégicas ao redor dos
implantes, os autores n&do observaram diferencas no reparo do tecido ésseo
entre os animais de implantes micro e nanoestruturados.

Wennerberg et al (1996) relataram que a utilizagdo de um implante com
superficie rugosa conduz a forte fixacdo no osso. A comparacgao foi feita entre
implantes de titénio jateados com particulas de 25- e 75-microns instalados em
tibia e fémur de coelho, e mostrou maior torque de remocéo e contato osso
implante nos jateados com particulas de 75 microns. Os autores relataram que
implantes com superficie excessivamente lisa ndo sdo adequadas para a
adesdo celular. Por outro lado, implantes com superficie excessivamente
aspera provoca dispersao ionica, impedindo a resposta do tecido 6sseo. Assim,
a rugosidade excessiva pode limitar a capacidade de cicatrizagdo Ossea e
reduzir o contato osso implante. No presente estudo ndo é possivel avaliar os
tipos de eventos celulares e moleculares ocorridos na interface osso implante,
contudo tais indicios podem nos fornecer base para um breve entendimento

dos nossos resultados obtidos.

Mais recentemente, outro estudo que comparou o reparo ésseo de
discos de titdnio com surperficies nanoestruturadas em diferentes escalas e

microestruturadas convencionais, por jateamento e ataque acido, instalados em
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osso cortical de tibia de coelhos, demonstrou que apenas um tipo de implante
nanoestruturado (300nm) teve reparo 6sseo superior, enquanto todos os outros
nao apresentaram diferencas no reparo 6sseo em relagdo ao implante
convencional (LJUPCHO PRODANOV et. al. 2013). Adicionalmente, ha relatos
na literatura de que superficies nano-estruturadas confeccionadas de diferentes
maneiras ndo se comportaram de maneira igual. Por exemplo: (1) superficies
com alumina aumentaram o torque de remogdo e a expressao génica
relacionada a diferenciagdo de osteoblastos; (2) superficies com zircbnia
aumentaram o contato osso-implante, mas ndo modificou a expressao génica e
o torque de remocgéo; (3) superficies com oxido de titdnio apresentaram valores
menores de torque de remogdo, contato osso-implante e expressdo génica
quando comparados a superficies com Alumina ou Zircénia.(MENDONCA et.
al. 2010) Esses dados indicam um papel importante da maneira como as
superficies sédo criadas e do tipo de material utilizado para recobrir o implante,
€ nao somente o tamanho da ranhura pode ser importante. No presente estudo
foi utilizado implantes com rugosidade de superficie em escala nanométrica
confeccionada pela subtracao de titanio na superficie do implante. Os métodos
para obtencdo de superficies nanoestruturadas variam amplamente na
literatura e dificultam a comparacao entre os resultados.

Assim, ao passo que alteragdes no desenho do implante e de suas
superficies sado sugeridas para aumentar o sucesso da osseointegracgéao,
principalmente em tecido 6sseo de ma qualidade o que, hipoteticamente,
proporcionaria melhor fixacdo e maior area de superficie de carga, com
reducao do stress (AHN et al. 2014), novos estudos precisam ser conduzidos

para a melhor compreensao do assunto e determinagcdo da superficie de
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melhor desempenho na osseointegragdo. Além disso, estudos também sao
necessarios para avaliar os efeitos em longo prazo destas superficies de
implantes para verificar o seu real desempenho e beneficio na cicatrizagao

Ossea periimplantar e osseointegragéao.
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5. Conclusao
Dentro dos limites do presente estudo pode-se concluir que implantes de
superficie em escala nanométrica ndo acelera o processo de reparo 0sseo

periimplantar, ou mesmo atrasa o processo de ¢sseointegragéo.
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FIGURAS

Figura 1: (A) Incisdo pelo lado medial da tibia apds tricotomia e antissepsia;

(B) exposigao do tecido 6sseo com descolador de peridsteo; (C) exposicéo do
leito cirurgico; (D) preparo do alvéolo com fresa acoplada a motor cirurgico; (E)
alvéolo cirurgico preparado na metéafise proximal da tibia, (F) implante do tipo
conemorse de superficie em escala micrométrica ou nanométrica, (G)
instalagdo do implante com chave digital acoplada ao hexagono do implante,
(H) implante posicionado no nivel da cortical 6ssea superior, (I) implante

posicionado bicorticalmente na tibia.
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ANEXO ]
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