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RESUMO

Corréa APS. Implantes de titdnio com superficie tratada a base de [-tricalcio
fosfato em levantamento da membrana sinusal. Estudo experimental de
superficie, andlise biomecéanica, histométrica e imunoistoquimica em coelhos
[tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista;

2018.

Modificacdes fisicas e/ou quimicas das superficies dos implantes de titanio
podem ser realizadas com intuito de facilitar e estimular o processo de
osseointegracdo, consequentemente favorecendo um tempo de reparo mais
curto. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as superficies de implantes
de titAnio, modificadas com deposicdo de B-tricalcio fosfato pelo método
biomimético, inseridos na maxila apds levantamento de seio maxilar de coelhos,
por meio da andlise topogréfica, biomecéanica, microtomografica, histologica e
imunoistoquimica. Dezoitos (18) coelhos da raca Nova Zelandia (Albinus)
receberam trinta e seis (36) implantes apds elevacdo da membrana do seio
maxilar bilateral. Foram divididos em dois grupos: No Grupo SBF - Implantes com
superficies modificadas pelo tratamento biomimético e preenchimento do seio
maxilar esquerdo com coagulo; Grupo TCP - Implantes com superficies
modificadas com deposi¢gdo de B-tricalcio fosfato pelo método biomimético e
preenchimento do seio maxilar direito com coagulo. Os periodos de estudos
foram de 7, 15 e 40 dias, onde foram realizadas as avaliacbes biomecanica,
microtomografica, histométrica e imunoistoquimica. Nas analises fisico-quimicas

de microscopia eletronica de varredura- MEV, espectroscopia de energia



dispersiva- EDS e mapeamento da mineralizacdo observou-se a formacao de
uma camada de apatita com maiores quantidades de Ca e P nos implantes com
deposicao biomimética com B-tricalcio fosfato. O teste de molhabilidade monstrou
superficies de alta hidrofilidade neste grupo de implantes. Na interacdo entre as
superficies dos implantes de Ticp e seu ambiente biolégico, a analise
biomecanica demonstrou aumentro da estabilidade dos implantes a partir da 2
semana. Foi observada diferenca estatisticamente significante na estabilidade
(ISQ) no grupo TCP periodo de 15 e 40 dias (p= 0,08). A analise
microtomografica demonstrou que no periodo de 15 dias, o grupo TCP
apresentou maior volume 6sseo — BV (0,16 mm?®), fracdo do volume 6sseo em
porcentagem - BV/TV (24,70 mm®), nimero - Th.n (2,98 mm®) e espessura do
trabeculado 6sseo - Th.th (0,082 mm?®), quando comparado com o grupo SBF. Foi
visualizado na andlise histolégica a formacédo de tecido 6sseo em ambos 0s
grupos no periodo de 15 e 40 dias, maior neoformacédo Ossea foi observada no
grupo com a superficie dos implantes modificada com B-tricalcio fosfato, embora a
andlise histométrica da ELCOI e AON nao apresentaram diferencas estatisticas
(p<0,05). A imunoistoquimica aos 40 dias apresentou marcacdo moderada no
grupo TCP (50%) e leve (25%) no grupo SBF, para a osteocalcina. A
incorporacgao do B-tricalcio fosfato na superficie dos implantes de Ticp, através da
modificacdo do método biomimético, mostrou-se eficiente diante dos testes de
avaliacdo da topografia dos implantes. Observou-se a influéncia desse tipo de
superficie bioativa ao estimular a osseointegracdo. Sendo assim, uma opc¢ao ao

tratamento das superficies dos implantes.

Palavras-chave: Implantes dentarios; Fosfato; Seio maxilar.



ABSTRACT

Corréa APS. Titanium implants with treated surface by B-tricalcium phosphate in
maxillary sinus augmentation. Experimental study of surface, biomechanical,
histometric and immunohistochemistry analysis in rabbits. [tese]. Aracatuba:

UNESP - Séo Paulo State University; 2018.

Physical and/or chemical modifications of the surfaces of the titanium implants can
be performed in order to facilitate and stimulate the osseointegration process,
consequently favouring a shorter repair time. Thus, the objective of this study was
to evaluate the surfaces of titanium implants, modified with deposition of B-
tricalcium phosphate by the biomimetic method, inserted in the maxilla after lifting
the maxillary sinus of rabbits, employing topographic, biomechanical, histological
and immunohistochemical analysis. Eighteen (18) New Zealand rabbits (Albinus)
received thirty-six (36) implants after bilateral maxillary sinus membrane elevation.
They were divided into two groups: In the SBF Group - Implants with surfaces
modified by the biomimetic treatment and filling of the left maxillary sinus with clot;
Group TCP - Implants with modified surfaces with deposition of B-tricalcium
phosphate by the biomimetic method and filling of the right maxillary sinus with
clot. The study periods were 7, 15 and 40 days, where the biomechanical,
microtomographic, histometric and immunohistochemical evaluations were
performed. In the physico-chemical analyzes of scanning electron microscopy
(SEM), dispersive energy spectroscopy (EDS) and mapping of mineralization, the
formation of an apatite layer with higher amounts of Ca and P was observed in
implants with biomimetic deposition with B-tricalcium phosphate. The wettability
test showed high hydrophilicity surfaces in this group of implants. In the interaction
between the surfaces of the Ticp implants and their biological environment, the
biomechanical analysis showed an increase of the stability of the implants from 2
weeks. Statistically significant difference in stability (ISQ) was observed in the
TCP group at 15 and 40 days (p = 0.08). The microtomographic analysis showed
that in the period of 15 days, the TCP group presented higher bone volume - BV
(0.16 mm3), fraction of the bone volume in percentage - BV / TV (24.70 mm3),
number - Th.n ( 2.98 mm3) and bone trabecular thickness - Th.th (0.082 mm3)
when compared to the SBF group. Bone tissue formation in both groups was
visualized in histological analysis in the 15- and 40-day periods, with a greater
tendency for bone neoformation to be observed in the group with implants surface
modified with B-tricalcium phosphate, although histological analysis of ELCOI and
AON did not present statistical differences (p <0.05). The incorporation of B-



tricalcium phosphate on the surface of the Ticp implants, through the modification
of the biomimetic method, proved to be efficient in the evaluation of the
topography of the implants. The influence of this type of bioactive surface on
osseointegration was observed. Thus, an option to the treatment of implant
surfaces.

Keywords: Dental implants, Phosphate, Maxillary sinus.
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I. Introducéo

O intuito de acelerar o processo de reparo dos implantes dentarios ao
facilitar e estimular a sua osseointegracdo, tem permitido o desenvolvimento de
diversos estudos a respeito da morfologia e topografia da superficie destes.
Pesquisas demonstram que implantes com superficies rugosas apresentam um
periodo de reparo mais curto do que com superficies usinadas. O fenbmeno
relaciona-se a melhor retencdo do coagulo, maior migracao e proliferacdo celular
e aumento da area de contato dos implantes.*?

A superficie do titdnio comercialmente puro (Ticp), ao longo do avanco
tecnolégico da implantodontia, vem passando por diversos métodos de
modificacdo. Desde superficies usinadas,® macrotexturizadas por adicdo de
particulas de titanio (Spray de plasma de titanio - SPT) ou fosfato de célcio (Spray
de plasma de hidroxiapatita — SPH)*® ou por subtracdo, empregando o
jateamento com particulas de silicio, 6xido de aluminio (Al203), 6xido de titanio
(TiO2) e vidro, microtexturizacdo por subtracdo com ataque &cido a associacdo
da macrotexturizacdo de jateamento com posterior microtexturizacdo com ataque
por &cido sulfarico ou hidrocloridrico.*’

Modificacdo das superficies dos implantes por LASER remota ao final dos
anos noventa® e desde entdo, estudos demonstram uma microestrutura de
superficie com aumento da area de contato, alto grau de pureza e dureza,
resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade com este método.**3

Em associacdo aos beneficios observados em estudos com o tratamento
da superficie dos implantes com LASER,***!* a engenharia tecidual tem se
desenvolvido como alternativa para a obtencdo de biomateriais que mimetizam o

arcabouco o6sseo autdégeno, a respeito de sua porosidade, tamanho das
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particulas, pureza e solubilidade; o que traduz na capacidade de osteoconducéo,
bem como favorece o processo de neoformacao 0ssea. Sendo assim, a superficie
dos implantes comercialmente puros (Ticp) passaram a ser modificadas por
LASER associadas com a deposicdo de biomateriais.***°

Atualmente, as pesquisas a respeito das superficies dos implantes sao
focadas no desenvolvimento de novos biomateriais para revestimento, visando

minimizar as falhas e melhorar o processo de osseointegracdo e, aumentar a

durabilidade dos implantes. Comumente, estudos concentram-se no revestimento

15-21 21,22

com biomaterial sintético de hidroxiapatita (HA), vidro bioativo ou fosfato
de calcio (CaP).?® Esse biomateriais favorecem a interacéo entre tecido 6sseo e
implante através da formacdo de uma camada de apatita biologicamente ativa
semelhante ao tecido ésseo. Os métodos de tratamento da superficie dos
implantes com biomateriais demonstram as vantagens da associacdo da
excelente biocompatibilidade do titAnio com as propriedades quimicas de
osteocondutividade destes.

Diversas pesquisas comparam os efeitos promovidos a osseointegracdo
pelas superficies revestidas com hidroxiapatita (HA) e fosfato de calcio (CaP).
Observou-se que as superficies modificadas por fosfato de calcio (CaP)
promovem adsorc¢éo das proteinas do fluido corporal para a superficie e, portanto,
influenciam na migracao e proliferacéo celular e depdésito de célcio ao estabelecer
uma matriz tridimensional, através da qual as células osteogénicas migram para
alcancar a superficie do implante.?*?®
Nas ultimas décadas, diversos métodos de modificacdo quimica das

superficies para a incorporacao de ions de célcio (Ca) e fésforo (P) vem sendo

alvos de estudos, a citar o método tradicional de pulverizacdo de ions e de
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plasma, eletrolise e o recente e versétil método biomimético. Embora a integracéo
da hidroxiapatita (HA) pelo método de spray de plasma — SPH acelere a
osseointegragdo correlacionada aos implantes sem revestimento, estudos
demonstram limitacdes deste método, ao promover uma estrutura cristalogréfica
de revestimento mecanicamente e quimicamente instavel entre o oxido de titanio
(TiO) e o revestimento de apatita (HA), podendo ser reabsorvido apés longos
periodos de funcéo e, assim traduzir-se em falhas na osseointegragéo.?*2°

Outra técnica de tratamento vem sendo atualmente utilizada com a
vantagem da possibilidade do controle da espessura da camada depositada sobre
a superficies do implante, assim promove uma topografia superficial mecanica e
quimica mais estavel de ligagdo ao metal e, como consequéncia promove a
osseointegragdo em um periodo mais curto. Esse método biomimético baseia-se
na utilizacdo de uma solugdo chamada de Fluido Corporal Sintético (SBF), que
apresenta composicdo quimica, temperatura e pH semelhante ao plasma
sanguineo.'®?’

E indiscutivel e indubitavel que o sucesso na implantodontia ndo apenas
relaciona-se com a técnica operatéria, mas também quanto aos avangos
tecnologicos da topografia das superficies dos implantes dentarios no intuito de
beneficiar o processo de osseointegracdo. Ao revestir as superficies dos
implantes com uma camada de fosfato de calcio (CaP), grandes melhorias foram
alcancadas na osteocondutividade. Recentemente foram realizadas tentativas de
deposicdo de camadas de fosfato de céalcio em condigbes mais fisioldgicas ou
“biomiméticas” em relacdo aos demais métodos. Com o tratamento biomimético é

possivel a incorporacdo de um promotor osteogénico a superficie do implante

metalico.’®?’?° Portanto, os revestimentos biomimético de fosfato de calcio s&o
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considerados um veiculo promissor para promotores osteogénicos, de facil
preparacao e que permite uma liberacdo local, lenta e controlada com influéncia

direta no processo de osseointegracéo®
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Il. Proposicéo

O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio das analises de biomecanica,
microtomografica, histométrica e imunoistoquimica, a influéncia na
osseointegracdo, de implantes de titanio comercialmente puros (Ticp) com
superficies modificadas a base de -tricalcio fosfato (TCP) pelo método
biomimético, apds levantamento do seio maxilar em coelhos.

Avaliar a topografia da superficie dos implantes submetidos a
incorporacao do B-tricalcio fosfato (TCP) pelo método biomimético, por meio das
anélises de microscopia eletronica de varredura- MEV, energia dispersiva- EDS,

mapeamento da mineralizagdo e teste de Molhabilidade.
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I1l. Material e Métodos

1. Materiais

1.1 Implantes de titanio

Foram utilizados nesse estudo 36 (trinta e seis) implantes dentarios de
tithnio comercialmente puro (Ticp) submetidos ao ataque acido, plataforma
hexdgonos externo, medindo 3,6mm de didmetro e 6,5mm de comprimento
(Implalife® Industria de Produtos Médico-Odontoldgicos, linha Atrofic, Jales, S&o
Paulo, Brasil) (Figura 1), com dois tipos de tratamento de superficies. Uma
superficie foi submetida ao tratamento biomimético e, a superficie teste foi
modificada com biomaterial. Seguem abaixo 0s grupos:

1. Grupo SBF: Implante comercialmente puro de titanio (Ticp) com

superficie modificada pelo tratamento biomimético.

2. Grupo TCP: Implante comercialmente puro de titanio (Ticp) com

superficie modificada pelo tratamento biomimético associado a

deposicao de B-tricalcio fosfato (TCP).

2. Tratamento Biomimético

2.1 Fluido corporal simulado - SBF
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Para a elaboracdo do SBF colocou-se 500ml de agua destilada em um
béquer com capacidade para 1000ml sobre agitador magnético a 175 rotacdes
por minuto (rpm) (TE-0851 - Tecnal Equipamentos para Laboratorios Ltda.
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Substancias foram adicionadas isoladamente, até
homogeneizacdo, na seguinte ordem: 12,0045g de NaCl, 0,5025g de NaHCOg,
0,3360g de KCI, 0,2610g de K,HPO,, 0,1065g de Na,SO,, 60ml de HCI 1 molar,
0,5520g de CaCl,.2H,0 e 0,4575g de MgCIl,H,O (Sigma-Aldrich Chemie GmbH.
Steinheim, Alemanha) (Tabela 1) Todos os compostos passaram por pesagem em
balanca analitica previamente a adicdo (Ohaus Adventurer AR2140 — Toledo do
Brasil Indastria de Balancas Ltda. Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil).
ApOs as dissolucgdes foi adicionada solugdo tampéo Tris (Trizma - Sigma-Aldrich
Chemie GmbH. Steinheim, Alemanha) suficiente para se alcancasse pH igual 7,4
em pH neutro calibrado (GLP 22 — Crison Instruments S.A. Barcelona, Espanha).
Com o pH ajustado, completou-se a solu¢do com agua destilada para a formacgéo

de cada 1000ml| de SBF utilizado.

2.2 Preparacdo das superficies de teste: modificagcdo pelo método

biomimético e B-tricalcio fosfato (TCP)

Os implantes Ticp submetidos ao tratamento biomimético foram imersos
em 30ml de solucdo modificada de fluido corporal (Simulated Blody Fluid —
SBF)!"3! que simula o fluido sanguineo por apresentar composicéo idnica e pH
semelhantes ao do plasma, por 7 dias e submetidos a agitacdo de 175rpm

durante 24 horas a 36,5°C (Figura 2). Em seguida, foram lavados com agua
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destilada, secos por um periodo de 24 horas a 50°C e, posteriormente,
esterilizados com raios gama para utilizagao.

Os implantes Ticp submetidos ao tratamento biomimético associado a
deposicao de B-tricalcio fosfato foram imersos em 30ml de solu¢cdo modificada de
fluido corporal (Simulated Blody Fluid - SBF),***? sob agitacdo de 175 rpm
durante 24 horas a 36,5°C. Quatro gramas de B-tricalcio fosfato foram diluidos em
1000 ml de SBF, mantendo a concentragdo em 4000ug/ml, distribuidos
isoladamente em 30 ml dessa solugdo. As amostras ficaram imersas por 7 dias na
solucdo, a 37°C, sem agitacao (Figura 3). Em seguida, foram lavados com agua
destilada, secos por um periodo de 24 horas a 50°C e esterilizados com raios
gama para utilizagéo.

Os parafusos de cobertura foram inseridos nos implantes dos respectivos
grupos e fixados em isopor para flutuacdo em béquer sem contato com o ima
responsavel pela agitacdo da solugcdo. Esta disposicdo facilitou com que a
solucdo entrasse em contato com toda a porcdo ativa (osseointegravel) dos

implantes.

3. Caracterizacdo Topografica de superficie

3.1 Andlise por microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Antes da realizacdo do procedimento cirargico de elevacdo da membrana

sinusal e instalacdo dos implantes nos coelhos, a topografia das superficies de

trés implantes de cada grupo, foi analisada pela Microscopia Eletronica de

Varredura. As andlises qualitativas se deram nas regides apical, terco médio e
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cervical dos implantes, dadas as zonas de diferentes anatomias e o0s
comportamentos dos materiais frente a topografia. Nesta andlise, utilizou-se
microscépio eletrénico de varredura (EVO/LS 15 - Carl Zeiss NTS GmBH,
Oberkochen, Alemanha) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Estadual “Julio de Mesquita Filho”- FCT/UNESP, Campus Presidente Prudente,
operando com feixe de elétrons de 20kV nas magnificacdes de 500x, 1000x,

5000x e 10000x

3.2 Andlise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e

Mapeamento da mineralizacéo

Os mesmos implantes submetidos a MEV foram analisados por
espectroscopia por energia dispersiva (EDS) utilizando espectrometro (INCA X-
act Energy 250, Oxford Instruments, Abingdon - Oxfordshire, Reino Unido)
acoplado ao microscépio da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Estadual “Julio de Mesquita Filho”- FCT/UNESP, Campus Presidente Prudente.
Realizou-se analise da variagdo quimica e quantificacdo em pontos padronizados,
principalmente, dos elementos calcio, fosforo e titanio.

Com base nas imagens adquiridas durante a microscopia eletronica de
varredura (MEV), foi realizado o mapeamento dos elementos Ca, P e Ti sobre a
superficie dos implantes. Software especifico de mapeamento por cores
demonstrou os diferentes graus de distribuicdo dos elementos para analise

qualitativa.

3.3 Molhabilidade
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Com o emprego de um gonidometro (DSA 100 - Kriss GmbH. Hamburgo,
Alemanha) da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual “Julio de
Mesquita Filho”- FOA/UNESP foram realizadas mensuragcbes dentre os dois
grupos de superficies de implantes, nas porcdes cervical, média e apical. Foram
mensurados o angulo de contato com a agua a fim de se relacionar materiais de
menor hidrofobicidade e, portanto, maior propensdo a adesdo celular. O
goniémetro utilizado pipeta a gota de agua destilada para analise, assim como as
gotas de etilenoglicol e diiodometano em momentos distintos. Os célculos e
demais dados sao gerados pela interacdo entre software (DSA4 - Kriiss GmbH.

Hamburgo, Alemanha) e cAmera do proprio aparelho.

4. Experimentacao animal

4.1 Delineamento e Procedimento Cirlrgico

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). Foi submetido a analise pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FOA-UNESP e aprovado segundo o processo n° FOA- 2015-00360 (Anexo A).

Utilizou-se 18 (dezoito) coelhos da raca Nova Zelandia, variacéo
“albinus”, machos, adultos, com idade aproximada de 5 (cinco) meses e peso
corporal entre 3 a 4Kg, receberam um total de 36 (trinta e seis) implantes.

Foram examinados dois grupos de superficie de implantes. Assim, foi

realizado o procedimento de levantamento da membrana do seio maxilar bilateral



33

dos dezoito animais e instalacdo imediata de um implante com as diferentes
superficies tratadas em cada seio. A distribuicdo dos implantes nos animais
configurou-se na instalacdo de um implante comercialmente puro de titanio (Ticp)
com superficie modificada pelo tratamento biomimético associado a deposicdo de
B-tricélcio fosfato (TCP) no seio maxilar lado direito (Grupo TCP) e um implante
comercialmente puro de titanio (Ticp) com superficie modificada pelo tratamento
biomimético no seio maxilar lado esquerdo (Grupo SBF), distribuidos em trés
periodos de analise ap0s sacrificio (7, 15 e 40 dias).

Os animais foram obtidos do Biotério da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado,
sendo alimentados com racdo sélida padrdao (Racdo Procoelho, Primor®,
Jaguaré, Sao Paulo, Brasil) e agua “ad Libitum” durante todo o experimento, no

Nucleo de Experimentacdo em Coelhos- NECO da FOA/UNESP.

4.2 Procedimento Cirargico Experimental e Cuidados Pds-operatorios

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 8 horas e sedados
pela administracdo via intramuscular de Cloridrato de Cetamina a 1% (Vetaset® —
Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo, Brasil), na dosagem de
10mg/Kg, e de Cloridrato de Xilazina a 2% (Dopaser® — Laboratério Calier do
Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 5mg/Kg. Foi realizada em complementacao
anestésica a infiltracdo de solucdo de Cloridrato de Mepivacaina a 2% com
epinefrina 1:100.000 (Mepiadre 100®, DFL LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) na

dosagem de 0,3ml/Kg na linha mediana do dorso nasal.
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A regido nasal foi acessada apds prévia tricotomia e antissepsia pré-
operatdria no dorso nasal por friccdo de gaze embebida em Polivinil Pirrolidona
lodo Degerrmante a 10%, com 1% de iodo ativo (PVP-I 10%, Riodeine®,
Rioquimica, S&o José do Rio Preto). O protocolo cirargico utilizado para o acesso
a cavidade sinusal do animal foi o estabelecido por Asai et al., 2002.*®* Com o
auxilio de uma lamina de bisturi nimero 15C (Feather Industries Ltda, Tokyo,
Japao), montada em cabo de bisturi nimero 3 (Hu- Friedy®, Alemanha), uma
incisédo linear de 5cm foi realizada na linha mediana do dorso nasal. A pele e o
peridsteo foram cuidadosamente descolados e devidamente afastados com um
descolador tipo Molt (Hu-Friedy®, Alemanha), o suficiente para a exposi¢cao do
0sso nasal e a da sutura nasoincisal (Figura 4a). Apés exposicao, confeccionou-
se uma janela circular de 3mm de didmetro bilateralmente a linha mediana do
dorso nasal, aproximadamente a 2cm anterior a sutura nasofrontal e a 1cm
lateralmente a linha média. Este procedimento foi realizado sobre abundante
irrigacdo com solucéo salina fisiologica estéril a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro,
Brasil), com a utilizacdo de uma broca trefina de 3mm de didmetro (Neodent®,
Curitiba, Parand, Brasil) para a demarcacao da area, e broca diamantada esférica
n°1011 (KG Sorensen®, Cotia, Sado Paulo, Brasil) para a finalizacdo das
osteotomias. Ambas montadas em contra-angulo redutor de 20:1 (Kavo® do
Brasil, Joinvile, Brasil) conectado a um motor elétrico de rotagdo controlada
(modelo BLM 600 plus, Driller®, Jaguaré, Sédo Paulo, Brasil) a uma velocidade de
1200rpm (Figuras 4b,c,d,e). A membrana sinusal foi cuidadosamente descolada e
elevada com curetas especiais (Neodent®, Curitiba, Parana, Brasil) para garantir
que sua integridade fisica fosse mantida. Finalizado o procedimento de

levantamento do seio maxilar e instalacdo dos implantes, o retalho total foi
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reposicionado e sutura realizada com fio Poliglactina 910 5-0 (Vicryl 5-0®,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) por pontos interrompidos
simples (Figuras 4e,f,g,h).

No pos-operatério imediato, 0os animais receberam uma dose Unica
intramuscular de Pentabidtico (Fort Dodge Saude Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
na dosagem de 0,1ml/Kg e de Dipirona Sdédica (Ariston Industrias Quimicas e
Farmacéuticas Ltda, S&o Paulo, Brasil) na dosagem de 1mg/Kg/dia. As
medicacfes antibidtica e analgésica foram mantidas por um periodo de 2 dias
consecutivos. Os animais foram mantidos no Ndcleo de Experimentacdo em
Coelhos- NECO da FOA/UNESP, nas mesmas circunstancias que se
encontravam previamente ao procedimento cirdrgico, até a eutanasia animal, que

se deu com 7,15 e 40 dias pOs-operatorios.

4.3 Eutanasia e Coleta do Material

A sedacdo se deu pela administracdo via intramuscular de cloridrato de
cetamina a 1% (Vetaset, Fort Dodge, Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo,
Brasil), na dosagem de 60mg/Kg, e do cloridrato de xilazina a 2% (Dopaser,
Laboratério Calier do Brasil Ltda, S&do Paulo, Brasil), a 5 mg/Kg. A eutanasia
ocorreu por meio de perfusdo no ventriculo esquerdo de 150 ml de solucéo salina
fisioloégica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10 minutos, seguida de
1800ml de Formaldeido 4% (Paraformaldeido 4%, Acros Organics, Nova Jersey,
Estados Unidos) durante 40 minutos, usando uma bomba perfusora peristaltica
(Masterflex L/S, Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, IL, Estados

Unidos) na velocidade de 45ml/minuto. Os periodos de eutanasia ocorreram aos 7,
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15 e 40 dias apds o procedimento de elevacdo da membrana do seio maxilar e
instalagdo dos implantes. Apds a eutanasia, o complexo nasal incluindo as

cavidades sinusais foram removidos em bloco.

4.4 Processamento das pecas

Em um espaco de 48 horas, os blocos se mantiveram em formol 10%
(Reagentes Analiticos, Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil)
para a fixacdo, foram posteriormente lavados em agua deionizada corrente por 24
horas, e submetidos a descalcificagcdo em temperatura ambiente em EDTA 20%
(Acido Etileno Diamino Tetracético, Merck & Co, Inc, Nova Jersey, Estados
Unidos) com trocas semanais até a descalcificagdo completa. Em seguida o
material foi lavado em &gua deionizada corrente por 24 horas, e desidratado por
sequéncia de alcoois: 70% (por 6 horas), 80% (por 13 horas), 90% (por 1 hora),
95% (por 1 hora), 100% 1 (por 1 hora), 100% 2 (por 1 hora), 100% 3 (por 1 hora).
Apés estas etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol (alcool/xilol por 30
minutos), seguido de xilol-1 (por 45 minutos) e xilol-2 (por 45 minutos), para
posterior inclusdo em parafina. Passadas por parafina-1 (por 90 minutos),
parafina-2 (por 90 minutos) e parafina-3 (por 90 minutos), as pecas foram
incluidas. Apés 24 horas, os implantes foram removidos dos blocos por
aguecimento do parafuso de cobertura, novamente banhados em parafina-3 até
que se derretessem 0s remanescentes da ultima inclusédo, sendo incluidos por
fim. Cortes de 6 ym de espessura foram obtidos e montados em laminas de vidro

onde cada lamina apresentou de 2 a 3 cortes.
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4.5 Andalise Biomecanica

O teste biomecanico foi realizado imediatamente apds a instalacdo dos
implantes e nos periodos de 7, 15 e 40 dias de pds-operatorio. Os complexos
nasomaxilares de cada grupo e seus periodos correspondentes foram reabertos
para expor os implantes e verificagdo da estabilidade por meio da andlise da
frequéncia de ressonancia, com a utilizacdo do Osstell (Osstell® ISQ, SmartPeg
Osttel® Type 21, Gothenburg, Suécia). Os valores do quociente de estabilidade
dos implantes (ISQ) foram agrupados e submetidos a andlise estatistica de
variancia com parcelas subdividas (ANOVA) para comparagao entre os diferentes

grupos e periodos, adotando um nivel de significancia de 5%.

4.6 Analise Microtomografica

ApOs eutanasia, o complexo nasomaxilar foi removido em bloco e todo o
tecido mole superficialmente eliminado. Duas amostras de cada periodo estudado
(7, 15 e 40 dias) foram escaneadas (SkyScan - Kontich, Bélgica) com fatias de
8,74 um de espessura a uma energia de raio-X de 50 kV e 500 pA de corrente em
meio seco. As imagens foram capturadas com uma camera de 12,45 ym pixel,
com uma contagem de 2.672 linhas e 4.000 colunas. O passo de rotacéo foi de
0,5 com rotacdo de 180° e frame igual a 3. O filtro utilizado foi de aluminio (0,5
mm) e a duragdo media de varredura foi de 41 minutos. Ap0s essas etapas, as
imagens foram reconstruidas usando o software NRecon (v1.6.9.8) (SkyScan -
Kontich, Bélgica) com alisamento de 1, correcdo de artefatos de anel de 3,

correcdo de endurecimento de gréo de 5% e variacdo de correcdo de imagem de
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0,0 a 0,11. As imagens tridimensionais e as imagens reconstruidas foram
analisadas usando o software CTAnalyzer (CTAN) (v1.12.4.0) (SkyScan - Kontich,
Bélgica). As imagens foram abertas, posicionadas axialmente e, sessenta fatias
da regido correspondente as espiras dos implantes foram selecionadas usando a
ferramenta ROI. A area escolhida incluiu tecido 6sseo em toda a extensao.
Usando a ferramenta de visualizagdo de selecdo binaria, o histograma foi
padronizado em 255% e com um indice de 60. Em seguida, foi utilizada a
ferramenta de visualizagcdo de morfometria para analisar os dados tridimensionais
(3D) do osso trabecular, definindo o volume &sseo segmentar da é&rea de
interesse (BV), a fracdo do volume Osseo (BV/TV), a espessura trabecular
(Tb.Th), o numero trabecular (Tb.N), porosidade 6ssea (Po.tot) e a separacdo
trabecular (Tb.Sp) como preconizado por Bouxsein et al., 2010.3*

A analise estatistica foi conduzida por meio da comparacéao intra grupos e
entre 0s grupos SBF e TCP. As amostras foram submetidas a curva de
normalidade, resultando em dados paramétricos. O teste estatistico empregado
foi ANOVA e como poOs-teste para os valores que mostraram significAncia
estatistica foi emprego o método de Turkey. Os testes foram conduzidos através
de software Biostat 5.3 utilizado para andlise estatistica em estudos na area de

saude.

4.7 Analise Imunoistoquimica

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério para

estudo de tecidos mineralizados (LSMT) do Departamento de Ciéncias Basicas

da FOA/UNESP.
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Foi utilizado o método de deteccdo por imunoperoxidase e os cortes em
parafina foram selecionados para a realizagdo da imunomarcagcéo contra as
proteinas osteocalcina (SC18319) e TRAP (SC30832), com o intuito de avaliar,
respectivamente as etapas de mineralizacdo do tecido ésseo e a atividade de
reabsor¢cdo 6ssea.

O processamento imunoistoquimico iniciou-se pelas etapas de
desparafinizacdo (manutencdo dos cortes em estufa durante 20 minutos,
seguidos banhos em citrisolv e banhos em concentragbes decrescentes de
alcoois) e finalizando com a hidratacdo dos cortes imersos em PBS (solucdo de
tampao fosfato salina 0,01M). A atividade da peroxidase enddgena foi inibida
com perdxido de hidrogénio e, na etapa seguinte, as laminas passaram pela
recuperacdo antigénica com tampao fosfato citrato (pH 6.0) em calor imido. Foi
realizado ainda o bloqueio da biotina endégena com leite desnatado por 20
minutos. Ainda como método de bloqueio de marcacdes inespecificas, o anticorpo
primario foi preparado em solucéo de tampé&o fosfato e albumina bovina a 1%.

Os anticorpos primarios utilizados foram contra OCN (SC18319) e TRAP
(SC 30832), anticorpos policlonais, produzidos em cabra (Santa Cruz
Biotecnology). O anticorpo secundario utilizado foi o anticorpo biotinilado anti-
cabra, produzido em burros (Jackson Immunoresearch Laboratories). O sinal da
reacao foi amplificado através da incubacdo em avidina e biotina (Kit ABC
standard, Vector Laboratories) e a reacdo foi revelada utlizando a
Diaminobenzidina  (Dako  laboratories). Ao término das  reacles
imunoistoquimicas, foi realizada a contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris.

Na sequéncia, as laminas passaram pelas etapas de desidratacdo, embebidas
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em xilol, as laminulas foram montadas para posterior analise em microscopio
optico (Nikon, Eclipse 80i, Shinagawa, Tokyo, Japéo), objetiva de 25x.

Para cada um dos anticorpos utilizados, foi avaliada a expressao destas
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 osseointegracdo. Os resultados foram
apresentados na forma de tabelas mostrando o escore representativo dos grupos
e periodos experimentais analisados (Querioz TP et al., 2009).>®> O analisador foi
submetido ao teste Kappa onde o indice acima de 0,8 foi obtido, mostrando que
0s escores observados foram consistentes. Os escores utilizados representam 0
(auséncia de marcacdo), 1 (marcacdo leve, onde até 25% da area analisada
apresentou marcacao positiva para a proteina estudada), 2 (marcacdo moderada,
onde até 50% da &rea analisada apresentou marcacado positiva para a proteina
analisada) e 3 (marcagédo intensa, onde até 75% da &rea analisada apresentou

marcacao positiva para a proteina analisada.

4.8 Andlise Histométrica

4.8.1 Extenséo linear de contato osso-implante

A extensao linear de contato osso-implante (ELCOI) foi avaliada por meio
de laminas coradas com hematoxilina e eosina - HE (Merck & Co, Inc, Nova
Jersey, Estados Unidos), submetidas a analise em microscépio 6ptico (DM4000B,
Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Alemanha) em magnificacdo de 2,5x,

este conectado a um computador, onde se realizou a obtencédo e analise das
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fotomicrografias por meio de software (AxioVision 4.8, Imaging Associates Ltd,
Carl Zeiss Group, Jena, Alemanha). A ELCOI foi mensurada a partir da primeira
espira registrada no tecido a partir da margem 6ssea. As mensuracoes lineares
se deram em um e se diferenciaram por medidas de tecido 6sseo e medidas de
tecido mole.

A andlise estatistica foi conduzida por meio da comparagéao intra grupos e
entre 0s grupos SBF e TCP. As amostras foram submetidas a curva de
normalidade, resultando em dados nao paramétricos. O teste estatistico
empregado foi Kruskal-Wallis e como pG4s-teste para os valores que mostraram
significancia estatistica foi emprego o método de Dunn. Os testes foram
conduzidos através de software Biostat 5.3 utilizado para analise estatistica em

estudos na area de saude.

4.8.2 Area 6ssea neoformada

Para mensurar a area 6ssea neoformada (AON), a area da quarta espira
de cada implante foi obtida em microscépio 6ptico (DM LB, Leica Microsystems
Ltd, Heerbrugg, Suica) em magnificacdo de 250x, acoplado a uma camera de

captacao de imagem (DC 300F, Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suica). Para

esta analise também se diferenciou tecido mole e ésseo, em umz, envolvendo a
guarta espira.

O software ImageJ (National Institutes of Health (NIH), Bethesda,
Maryland, EUA) foi utilizado na obtencdo dos valores numeéricos para as duas

mensuracgdes, apos calibracdo, visando andlise estatistica.
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A andlise estatistica foi conduzida por meio da comparagéao intra grupos e
entre 0os grupos SBF e TCP. As amostras foram submetidas a curva de
normalidade, resultando em dados paramétricos. O teste estatistico empregado
foi ANOVA e como poOs-teste para os valores que mostraram significancia
estatistica foi emprego o método de Turkey. Os testes foram conduzidos através
de software Biostat 5.3 utilizado para andlise estatistica em estudos na area de

saude.
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RESULTADO

IV. Resultados

1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Dadas as magnificacbes de 500x, 1000x, 5000x e 10000x para o0s
implantes submetidos ao tratamento biomimético- SBF e com superficie
modificada com B-tricalcio fosfato- TCP, observou-se diferenca na comparacao
das imagens representativas de ambos os grupos. Uma imagem referente a
regido do terco cervical, médio e apical do implante foi selecionada

aleatoriamente para comparacao.

As figuras 5, 6 e 7 mostram a presenca de pequenas particulas na
superficie dos implantes no terco cervical, médio e apical dos grupos SBF e TCP,

apos o tratamento biomimético e biomimético com a incorporagéo de B-tricélcio
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fosfato, respectivamente. A solugdo SBF e modifica com B-tricélcio fosfato- TCP
causou a formacgdo de um revestimento de apatita, com gréos esféricos pequenos
com morfologia em forma de flor, visualizadas nas magnificacées de 500x, 1000x,
5000x e 10000x (Figura 5). O grupo TCP apresentou maior adeséo de particulas
com a superficie menos nitida nas maiores magnificacdes de 5000x e 10000x,

tanto na por¢cdo média e apical dos implantes (Figuras 6 e 7).

2. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) e Mapeamento da

mineralizacao

Corroborando com os resultados observados na anélise de Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), o Espectro de energia dispersiva (EDS) indica a
presenca dos elementos célcio e fosforo nos grupos SBF e TCP, demonstrando a
formacao de revestimento de apatita sobre a superficie dos implantes em ambos
0s grupos. No entanto, no grupo TCP, os implantes apresentaram 6,31% e 7,43%
de peso de ions de fésforo; 7,07% e 8,39% de calcio, enquanto o grupo SBF
demonstrou 3,90% e 3,97% peso de fosforo e 4,06% e 4,17% de calcio, em suas
superficies (Figura 8). Dessa forma, observa-se a formacdo de uma camada de
apatita com pesos maiores significativos de Ca e P nos implantes com superficie
tratadas pelo método biomimético modificado com B-tricalcio fosfato.

Com base nas imagens adquiridas durante a analise de MEV e nos
resultados do EDS, o mapeamento demonstrou a formacdo da camada de apatita
em ambos os grupos (Figura 9 e 10). No grupo TCP foi possivel observar extensa
camada de apatita com maior distribuicdo dos ions de calcio e fosfato sobre a

superficie dos implantes (Figura 9).
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3. Molhabilidade

O grupo de implantes com a superficie tratada pelo método biomimético-
SBF apresentou angulo de contato com a agua em média de 125° e 123,7°
para o etilenoglicol, enquanto no grupo TCP néo foi possivel a mensuracdo do
angulo de contato com a agua e etilenoglicol, pelo software, em virtude do
rapido escoamento sobre as diferentes por¢des dos implantes, determinando

uma superficie altamente hidrofilica (Tabelas 2 e 3; Figuras 11-13).

4. Analise Biomecanica

Imediatamente a instalacdo dos implantes e nos periodos de 7, 15 e 40
dias de pos-operatorio foi realizada a verificagdo da estabilidade dos implantes
por meio da andlise da frequéncia de ressonancia, com a utilizacdo do Osstell®
(Osstell 1ISQ, Gothenburg, Suécia). Os valores do quociente de estabilidade dos
implantes (ISQ) foram agrupados (Tabelas 4-7). Foi possivel observar no periodo
inicial imediatamente a instalacdo dos implantes que a média dos valores do 1SQ
corresponderam respectivamente 12,8 N/cm e 13,00 N/cm para os grupos SBF e
TCP, demonstrando-se assim a padronizagdo quanto a execucdo técnica de
instalacdo dos implantes. Apos o periodo de 15 dias detectou-se a diminuicdo da
estabilidade dos implantes e um aumento gradativo a partir deste (SBF= 11,17
N/cm e TCP= 15,50 N/cm). No periodo de 40 dias foi possivel visualizar aumento

na estabilidade dos implantes quando comparado ao periodo inicial e 15 dias em
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ambos os grupos, demonstrando a osseointegracdo dos implantes (SBF= 14,33
N/cm e TCP= 19,33 N/cm) (Figura 14).

Na comparacgdo do ISQ entre os grupos SBF e TCP no mesmo periodo
inicial, 7, 15 e 40 dias nao foi observada diferenca estatisticamente significante
respectivamente (p=0,818; p=0,143; p=0,295 e p=0,231) (Tabela 8; Figura 14).

Na comparagdo intra grupos nos diferentes periodos, foi observado
diferenca estatisticamente significante do 1ISQ no grupo SBF no periodo inicial e
apos 7 dias (p= 0,011), assim como, no grupo TCP periodo de 15 e 40 dias (p=
0,008). Entre os grupos, nos diferentes periodos de tempos, houve diferenca
estatisticamente significante entre o grupo TCP periodo de 7 dias e SBF periodo

inicial (p=0,023) (Tabela 9; Figura 14).

5. Andlise Microtomogréfica

Os espécimes foram microfotografados com o objetivo inicial de uma
andlise qualitativa geral dos implantes e do seio maxilar, foi possivel confirmar a
localizagéo dos implantes no interior da cavidade sinusal, em diferentes dire¢des
anteroposteriores (Figuras 15 e 16).

As imagens das microtomografias com reconstrucdo em 3D e analise
morfométrica do trabeculado 6sseo demonstrou que nos periodos de 15 e 40 dias
foi possivel observar formacdo 6ssea ao redor dos implantes nos grupos SBF e
TCP (Figura 17). Os dados referente ao volume 0sseo segmentar da area de
interesse (BV), fracdo do volume 0sseo (BV/TV), a espessura trabecular (Th.Th),

0 numero de trabéculas (Tb.N), a separacédo trabecular (Th.Sp) e a porosidade
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Ossea total (Po.tot) foram agrupados e tabulados (Tabelas 10 e 11; Figuras 18-
23).

Observou-se que no periodo de 15 dias, o grupo TCP apresentou maior
volume ésseo — BV (0,16 mm®), fracdo do volume ésseo em porcentagem -
BV/TV (24,70 mm?®), nimero - Th.n (2,98 mm?) e espessura do trabeculado ésseo
- Th.th (0,082 mm?), quando comparado com o grupo SBF. No periodo de 40 dias
o volume de formacao Ossea foi bastante similar entre os grupos, tais valores
descritos acima para o periodo de 15 dias apresentaram-se bastantes analogos
apos 40 dias. No grupo TCP, nesse mesmo periodo, notou-se uma maior
porosidade éssea em relagcdo ao SBF (Tabelas 10 e 11; Figuras 18-23). Na
comparacao do volume 6sseo (BV) e fracdo do volume 6sseo (BV/TV) entre os
grupos SBF e TCP aos 15 dias nédo foi observada diferenca estatisticamente
significante (p = 0,2042; p=0,3254). No periodo de 40 dias os valores de BV e
BV/TV para SBF e TCP também ndo se mostraram significante estatisticamente
(p = 0,8767; p=0,7267). Na comparacdo dentro do mesmo grupo em periodos
diferentes, os valores de BV e BV/TV apresentaram diferencas estatisticas em
ambos os grupos (SBF p = 0,0003, p=0006; TCP p= 0,009; p=0,0179). Diferencas
estatistica foram observadas entre os grupos nos diferentes periodos (p = 0,0007,
p= 0,0036; p = 0,0019, p= 0,0046) (Tabelas 12 e 13; Figuras 18 e 19). Quanto a
separacao das trabéculas 0sseas (Th.sp) ndo foi observada diferenca estatistica
(Tabela 14 Figura 20). Entretanto, em relacdo a espessura das trabéculas 0sseas
(Th.th), observou-se diferenca estatisticamente significante entre SBF 15 dias e
TCP 40 dias (p=0,0250) (Tabela 15, Figura 21).

Na comparacdo do numero de trabéculas Osseas (Th.n) e porosidade

(Po.Tot) entre os grupos SBF e TCP aos 15 dias ndo foi observada diferenca
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estatisticamente significante (p = 0,581; p=0,3254). No periodo de 40 dias os
valores de Th.n e Po.tot para SBF e TCP também n&o se mostraram significante
estatisticamente (p = 0,1689; p=0,7267). Na comparacdo dentro do mesmo grupo
em periodos diferentes, os valores de Th.n e Po.tot apresentaram diferencas
estatisticas apenas no grupo SBF (p = 0,0007, p=00060). Contudo, no grupo
TCP, observou-se diferenca estatistica em relacdo a porosidade éssea, aos 40
dias (p=0,0179). Diferencas estatistica foram observadas entre os grupos nos
diferentes periodos (p = 0,0112, p= 0,019; p = 0,0031, p= 0,0046) (Tabelas 16 e

17; Figuras 22 e 23).

6. Andlise Imunoistoquimica

As imunomarcacdes foram avaliadas na regido de tecido 6sseo formado
junto as espiras dos implantes e com o objetivo de caracterizar as etapas de
formacao/mineralizacdo  0ssea  (osteocalcina) e  reabsor¢do/atividade
osteoclastica (TRAP). A osteocalcina se apresentou marcada em osteoblastos

na etapa final de mineralizacédo, caracterizando um tecido ésseo mais maduro.

Aos 40 dias foi possivel observar a presenca de marcagéo positiva para
osteocalcina na matriz extracelular do tecido 6sseo, marcando células do tecido
conjuntivo e possivelmente em atividade de diferenciacdo osteoblastica. O tecido
junto as espiras dos implantes apresentou importante marcagdo para esta
proteina. Em alguns pontos, onde foi possivel visualizar formacdo de tecido
0sseo, a osteocalcina estava presente tanto em precipitagdo sobre a matriz,

como também nas células osteoblasticas ao redor do tecido 6sseo. Marcacao
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moderada (50%) e leve (25%) foi notada no grupo TCP e SBF respectivamente

(Tabela 18; Figura 24).

A TRAP esteve marcada positivamente em osteoclastos, sendo, portanto,
um marcador da reabsorcdo do tecido 0sseo. Aos 40 dias observou-se leve
(25%) marcacao positiva para TRAP, evidenciando discreta atividade
osteoclastica nas regides avaliadas nos grupos SBF e TCP (Tabela 19; Figura

25).

7. Andlise Histométrica

7.1. Extenséao Linear de Contato Osso-Implante

No periodo de 07 dias em ambos os grupos experimentais foi possivel
observar a formacéo de tecido conjuntivo fibroso ao longo da extenséo linear da
superficie dos implantes. Notou-se em meio ao tecido conjuntivo indicios de
formacdo 6ssea ao redor dos implantes. Em relacdo a area correspondente ao
tecido conjuntivo fibroso e inicio de formacao 0sseas apresentaram-se bastantes
similares entre os grupos estudados. (Figura 26).

Aos 15 e 40 dias, tecido 6sseo pode ser observado ao redor dos
implantes, com aumento gradual nos dois grupos estudados. Em ambos os
grupos, o tecido 6sseo neoformado parece ter sido originado da matriz dssea
nasal. Uma maior tendéncia a neoformacgéo 6ssea foi observada no grupo com
a superficie dos implantes modificada com 3-tricélcio fosfato (Figuras 27 e 28).

A analise qualitativa do tecido 6sseo em torno de SBF e TCP
implantes no periodo de 40 dias revelou um amadurecimento
tecido 60sseo cortical devido ao mais regular e homogéneo

deposicdo de fibras de colageno, com a formacdo de fibras concéntricas



lamelas e pequena areas de tecido conjuntivo imaturo. No grupo TCP maior
maturacdo tecidual e manutencao da interface de contato entre as superficies
e tecido 6sseo foi verificado. Considerando que nos implantes SBF, no periodo
de 40 dias, houve menor quantidade de trabéculas Osseas
entre as espirais dos implantes na regiao cortical,
e estes foram entrelagcados com tecido conjuntivo imaturo.

Na comparacao da ELCOI entre os grupos SBF e TCP aos 15 dias nao
foi observada diferenca estatisticamente significante (p = 0,9999). No periodo
de 40 dias os valores de ELCOI para SBF e TCP também ndo se mostraram
significante estatisticamente (p = 0,9999) (Tabela 20; Figuras 26-28). Na
comparacao dentro do mesmo grupo em periodos diferentes, os valores de
ELCOI néo apresentaram diferencas estatisticas em ambos os grupos (SBF p
= 0,9999; TCP p= 0,8197). Diferenca estatistica ndo foi observada entre os
grupos nos diferentes periodos (p = 0,9999; TCP p= 0,3179) (Tabela 20;

Figuras 26-28).

7.2. Area de Tecido Osseo Neoformado

Na comparacao da AON entre os grupos SBF e TCP aos 15 dias néo foi
observada diferenca estatisticamente significante (p = 0,8995). No periodo de
40 dias os valores de AON para SBF e TCP também ndo se mostraram
significante estatisticamente (p = 0,9871) (Tabela 21, Figura 29-31). Na
comparacdo dentro do mesmo grupo em periodos diferentes, os valores de
AON néo apresentaram diferencas estatisticas em ambos os grupos (SBF p =

0,5948; TCP p= 0,7975). Diferenca estatistica ndo foi observada entre os

50



grupos nos diferentes periodos (p = 0,9344; TCP p= 0,4128) (Tabela 21; Figura

30 e 31).
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DISCUSSAO
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V. Discusséao

Atualmente, a imposicdo da necessidade da estética dental e
harmonizacao facial vem determinando a imprescindibilidade do restabelecimento
da funcdo dental com implantes dentarios mais rapidamente, conduzindo o
implantodontista ao planejamento e realizacdo de protocolos de carga imediata e
precoce. A principal causa de insucessos dos implantes dentarios é a falta de
estabilidade priméaria.®*® A execucéo de uma técnica cirlirgica satisfatéria seguindo
0s principios cirargicos e a topografia das superficies dos implantes séo fatores
que determinam a obtencdo dessa estabilidade priméria, diante disto diversos
estudos vem sendo realizados quanto as modificacdes relativas a superficie dos
implantes.

A andlise da estabilidade dos implantes por frequéncia de ressonancia
(FR) desenvolvida por Meredith et al., 1996 € um método confiavel e com
aplicabilidade clinica, amplamente utilizado para fins clinicos ou experimentais.*’
Nos ultimos anos, alguns estudos demonstram e comprovam a aplicabilidade
deste método. Em uma extensa revisdo da literatura, na qual 49 artigos sobre a
analise de FR para mensuracéo da estabilidade dos implantes, demonstraram a
viabilidade e a previsibilidade da técnica. Porém, a maioria desses, sao estudos
retrospectivos ou ndo controlados ou randomizados, longitudinais e prospectivos
de curto prazo. No entanto, foi possivel observar que a FR demonstra altos
indices do quociente de estabilidade (ISQ) diante da osseointegracdo e baixos
indices em casos malsucedidos.>®

Estudo com objetivo de comprovar a utilizacdo do método da frequéncia

de ressonancia (FR) para avaliar a estabilidade dos implantes, durante diferentes
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periodos de cicatrizagdo, demonstrou diminuicdo gradativa nos valores do ISQ
ap6s 2 semanas e aumento gradual no periodo de 4 e 12 semanas.®*%
Resultados semelhantes foram obtidos neste estudo em ambos os grupos, com
diminuicdo do ISQ na primeira semana e aumento ap6s 15 e 40 dias Entretanto,
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados.*
Contudo, o presente estudo apresentou diferenca estatistica no grupo TCP
periodo de 15 e 40 dias (p= 0,08).

Nos ultimos vinte anos, os estudos em implantodontia apresentam como
enfoque as modificacdes fisicas e quimicas da superficie dos implantes, com o
intuito de melhorar o processo de osseointegragao, principalmente em situagcdes
clinicas limitantes de osso com baixa qualidade. As modificacbes quimicas de
revestimento de apatita dos implantes, a partir do método biomimético tem
demonstrado niveis elevados de Ca e P, criando uma superficie bioativa.?”?%443
A utilizagéo da solucdo padréao de fluido corporal- SBF nem sempre demonstra a
constituicdo da camada de apatita.”® Contudo, no presente estudo, nas analises
topogréficas de MEV, EDS e mapeamento foi possivel observar a composicao da
camada de apatita tanto com o método biomimético padrao e modificacdo deste
pela deposigéo de [B- tricalcio fosfato. No grupo TCP constatou-se elevados picos
de Ca e P em comparacdo a superficie biomimética- SBF, corroborando com a
literatura que demonstra camadas de apatita com acentuados ions de Ca e P,
através da modificacdo do método biomimético padréo.?” %44

O processo de tratamento biomimético de implantes com superficie
submetida a subtracdo acida determina, inicialmente, a formagcdo de uma camada
guimicamente estavel de TiO, ap0s imersdo sem solucéo alcalina ha dissolucéo

16,27-29,41

da camada de Oxido e formacao de titanato de sodio (Na, TiOs3). Quando
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os implantes sdo finalmente imersos em SBF a 37°C, os fons Na® s&o
substituidos por fons H3O" do SBF formando grupos TiOH na superficie, atraindo
fons Ca*", tornando a superficie levemente positiva, atraindo fons fosfato (PO47)
para formar fosfato de célcio amorfo (Cas (PO,) 2). A camada de apatita resultante
é fortemente ligada ao substrato j& que se integra ao titadnio a partir do éxido de
titanio.*®?’ Estudos com o revestimento da superficie dos implantes com CaP nem

4143 entretanto no

sempre demonstram o efeito benéfico sobre a osseointegracao,
presente estudo foi possivel observar o efeito da formacao da camada de apatita
nas superficies dos implantes ao estimular o processo de osseointegracdo em
ambos os grupos SBF e TCP nos periodos de 15 e 40 dias. A deposicédo
biomimética como B-tricalcio fosfato, no periodo de 15 e 40 dias, histologicamente
demonstrou maior formacéo 6ssea neste grupo, considerando que nos implantes
SBF, no periodo de 40 dias, houve menor quantidade de trabéculas Osseas e
estes foram entrelagcados com tecido conjuntivo mais imaturo.

O presente estudo mostra que a deposicdo biomimética de - tricalcio
fosfato na superficie de implantes de Ticp influenciou diretamente o processo de
osseointegracdo. Embora, ndo se tenha obtido diferenca estatistica na ELCOI e
AON (p<0,05), como observados em outros estudos que ratificam a influéncia do

biomaterial CaP na oteogenicidade**

, a analise de imunoistoquimica, aos 40
dias, visualizou-se marcacdo moderada (50%) para osteocalcina, em comparacao
ao SBF (25%), assim como em demais estudos presentes na literatura
atual.27'45'46

De um modo geral o aumento da rugosidade da superficie dos implantes

aumenta a molhablidade da superficie, afetando absor¢cdo das proteinas,

estabilidade inicial do codgulo e aderéncia e locomoc¢do das células.?** Os
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resultados aqui demonstrados validam outros, que sustentam que a hidrofilia da
superficie dos implantes € importante durante o condicionamento inicial das
proteinas e adesdo celular. Maiores angulos de contato com a agua foram
observados no grupo B-tricalcio fosfato, corroborando com resultados presentes
na literatura.?®444°

Ainda foi possivel constatar nas microtomografias maior formacdo 6ssea
no periodo de 15 dias no grupo TCP, apresentando maior volume ésseo, fracdo
do volume 6sseo em porcentagem, nimero e espessura do trabeculado 6sseo,
quando comparado com o grupo SBF, legitimando os resultados da analise
histolégica que demonstraram mais formacdo éssea no grupo TCP nos dois

periodos. A andlise histolégica, em estudos?**’

, revelaram que implantes com
revestimento biomimético de hidroxiapatita apresentaram significativamente maior
extensdo e area 6ssea em comparacdo com implantes CaP durante 4 a 12
semanas.

Um grande nimero  de  estudos na literatura  relata
os beneficios das modificacdes topograficas e quimicas da superficie
em torno dos implantes.'®?"2%4"%" No entanto, se a modificacdo da superficie
pela método biomimético com a deposicao de B-tricalcio fosfato resultara em

resposta 6ssea mais rapida e/ou estabilidade biomecanica, carece de mais

investigacao.



57



58

CONCLUSAO

VI. Conclusao

Os tratamentos biomiméticos da superficie dos implantes sdo validos,
uma vez que diante dos testes de estudo da topografia observou-se a formacéao
da camada de apatia. A incorporagdo do B-tricalcio fosfato na superficie dos
implantes de Ticp, através da modificacdo do método biomimético, mostrou-se
eficiente perante os testes de avaliacdo da superficie, que demonstraram maiores
quantidades de Ca e P em relacdo ao tratamento biomimético convencional. Esse
tipo de superficie também determinou uma maior formagdo 6ssea ao redor dos

implantes dentarios, influenciando diretamente o processo de osseointegracao.
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FIGURAS



Fig. 1: Implante dentario de titdnio comercialmente puro (Ticp), plataforma hexagono externo, diametro de 3,6mm
e 6,5mm comprimento (Implalife® Indlstria de Produtos Médico-Odontoldgicos, linha Atrofic, Jales, SP, Brasil).
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Fig. 2: Solucao modificada de fluido corporal (Simulated Blody Fluid — SBF), que simula o fluido
sanguineo por apresentar composi¢cao ibnica e pH semelhantes ao do plasma, sob agitacdo de 175
rpm durante 24 horas a 36,5 °C.
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Fig. 3: Implantes imersos em Solugdo modificada de fluido corporal (Simulated Blody Fluid — SBF) associada
ao B-tricalcio fosfato (TCP).
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Fig. 4: Etapas do procedimento cirdrgico de instalagdo dos implantes dentarios. (a) Exposi¢édo do
dorso nasal, (b) Preparo da janela cirdrgica, elevacdo membrana sinusal (4c-4e) e instalagdo dos
implantes dentérios e dos parafusos de cobertura (4f-4h).
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Fig. 5: Imagens da MEV do terco cervical da superficie dos implantes apoés
imersdo em SBF e modificado com B-tricalcio fosfato- TCP, nas magnificagfes de
500x, 1.000x, 5.000x e 10.000x.
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Fig. 8: Espectro de energia dispersiva - EDS da superficie dos implantes apds imersdo em SBF e modificado com (3- tricélcio fosfato-
TCP, demonstrando os picos dos elementos Ca, P e Ti.
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TCP

Fig. 9: Mapeamento dos elementos Ca (vermelho) e P (verde) nas superficies dos implantes apés imersdo em SBF modificado com -
tricélcio fosfato- TCP. Observa-se camada de apatita (amarela) com maior distribuicdo dos ions Ca e P.
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SBF

Fig. 10: Mapeamento da distribuicdo dos elementos Ca (vermelho) e P (verde) nas superficies dos implantes apds imersdo em SBF.
Observa-se formag&o da camada de apatita (amarela).
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Fig. 11: Teste de Molhabilidade, em que goticulas de dgua foram pipetadas pelo gonidémetro,
com volume de queda de 3,6pL, sobre as porcdes das diferentes superficies dos implantes.
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Fig. 12: Teste de Molhabilidade, em que goticulas de diiodometano foram pipetadas pelo
gonibmetro, com volume de queda de 3,6jL, sobre as por¢des das diferentes superficies dos

implantes.
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Fig. 13: Teste de Molhabilidade, em que goticulas de etilenoglicol foram pipetadas pelo
gonidbmetro, com volume de queda de 3,6jL, sobre as porcdes das diferentes superficies dos

implantes.
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ESPECIME 1 ESPECIME 2

Fig. 15: Cortes coronais das microtomografias realizadas com janela para tecidos
mineralizados nos espécimes dos periodos de 7 e 15 dias. Foi possivel observar o
posicionamento dos implantes no interior do seio maxilar direito (Grupo TCP) e esquerdo
(Grupo SBF).



40 DIAS

ESPECIME 1

Fig. 16: Cortes coronais das microtomografias realizadas com janela para tecidos mineralizados nos espécimes do
periodo de 40 dias. Foi possivel observar o posicionamento dos implantes no interior do seio maxilar direito (Grupo
TCP) e esquerdo (Grupo SBF).
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TCP SBF

Fig. 17: Microtomografias com reconstrucao em 3D, onde foi possivel observar a formacéo éssea ao redor dos implantes,
no periodo de 15 e 40 dias, nos grupos de implantes TCP e SBF.
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Fig. 18: Grafico do BV comparando o volume de tecido 6sseo por meio das

médias em mm?, entre os grupos SBF e TCP, aos 15 e 40 dias.
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Fig. 19: Grafico do BV/TV comparando a fracdo do volume 6sseo em %, entre
0s grupos SBF e TCP, aos 15 e 40 dias.
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Fig. 20: Gréfico do Th.sp comparando a porosidade trabeculado 6sseo, em

mm, entre os grupos SBF e TCP, aos 15 e 40 dias.
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Fig. 21: Grafico do Th.th comparando a espessura do trabeculado ésseo, em

mm, entre os grupos SBF e TCP, aos 15 e 40 dias.
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Fig. 22: Gréfico do Th. N comparando o ndmero do trabeculado 6sseo em

mm, entre os grupos SBF e TCP, aos 15 dias
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Fig. 23: Grafico do Po.tot comparando a porosidade trabeculado 6sseo, em
%, entre os grupos SBF e TCP, aos 15 e 40 dias.
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OSTEOCALCINA

SBF

40 dias

Fig. 24: Fotomicrografia da analise de imunoistoquimica demonstrando a marcacéo para a OCN (seta vermelha), nos grupos
TCP e SBF, no periodo de 40 dias (25X).
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TRAP
SBF TCP

40 dias

Fig. 25: Fotomicrografia da analise de imunoistoquimica demonstrando a marcacédo para a TRAP (seta vermelha), nos grupos
TCP e SBF, no periodo de 40 dias (25X).



95

Fig. 26: Fotomicrografia da andlise histologica para ELCOI entre os grupos TCP (D) e SBF
(E) no periodo de 7 dias (HE, 0,8X).

Fig. 27: Fotomicrografia da analise histologica para ELCOI entre os grupos TCP (D) e SBF
(E) no periodo de 15 dias (HE, 0,8X).



Fig. 28: Fotomicrografia da andlise histolégica para ELCOI entre os grupos TCP (D) e SBF (E) no periodo de 40 dias (HE,
0,8X).
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Fig. 30: Gréfico da ELCOI comparando presenca de tecido 6sseo por meio das médias em pm

das amostras aos 15 e 40 dias.
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Fig. 31: Gréfico da AON comparando presencga de tecido 6sseo por meio das médias em um2

das amostras aos 15 e 40 dias
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Tabela 1. Composicdo do plasma sanguineo e da Solu¢do modificada de fluido corporal (Simulated Blody Fluid- SBF) (mmol/dm?)
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Tabela 2. Teste de Molhabilidade: Medida dos angulos de contato da 4gua, diiodometano e
etilenoglicol nas superficies dos implantes do grupo TCP.

Amostra Agua Diiodometano Etilenoglicol
TCP o(%) o(°) 0(°)

Impl. 1 Cervical - - -
Impl. 1 Médio - - -

Impl. 1 Apical - - -

Impl. 2 Cervical - - -
Impl. 2 Médio - - -

Impl. 2 Apical - 90,0 -

Tabela 3. Teste de Molhabilidade: Medida dos &ngulos de contato da agua, diiodometano e
etilenoglicol nas superficies dos implantes do grupo SBF.

Amostra Agua Diiodometano Etilenoglicol
SBF 0(%) 0(°) 0(°)
Impl. 1 Cervical 134 - 131,6

Impl. 1 Médio 115,4 - 124,6

Impl. 1 Apical 114,8 - -

Impl. 2 Cervical 150,3 - -

Impl. 2 Médio 151,6 - =

Impl. 2 Apical 88.6 - 115,1
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Tabela 4. Valores do quociente de estabilidade dos implantes (ISQ) por animal e grupos (N/cm)

imediatamente apods a instalacédo dos implantes.

Periodo imediato ap6s a instalaciao dos implantes

Espécimes TCP SBF
1 26 25
2 10 17
3 20 7
4 17 17
5 14 14
6 14 10
7 10 7
8 7 7
9 14 14
10 14 17
11 15 14
12 25 17
13 7 10
14 14 13
15 18 21
16 7 7
17 7 14
18 3 3
19 1 10
20 7 14
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Tabela 5. Valores do quociente de estabilidade dos implantes (ISQ) por grupos no periodo de 7
dias (N/cm).

Periodo de 07 dias
Espécimes TCP SBF
1 14 28
2 14 20
3 20 17
4 14 20
5 17 17
6 20 17

Tabela 6. Valores do quociente de estabilidade dos implantes (ISQ) por grupos no periodo de 15

dias (N/cm).
Periodo de 15 dias

Espécimes TCP SBF
7 20 7
8 7 14
9 14 7
10 10 22
11 14 7
12 28 10
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Tabela 7. Valores do quociente de estabilidade dos implantes (ISQ) por grupos no periodo de 40
dias (N/cm).

Periodo de 40 dias
Espécimes TCP SBF
13 17 20
14 30 10
15 20 3
16 22 17
17 17 22
18 10 14

Tabela 8. Teste de analise de varidncia com parcelas subdivididas (ANOVA), obtendo os

seguintes resultados para os valores de p (p>0,05) do I1SQ.

Periodo Grupo n Media Desvio Padrao pBBF
ISQ inicial TCP 18 10.164 6.208
SBF 18 10.0541 5.625 0.818
ISQ 7 dias TCP 6 16.081 2.949
SBF 6 19.219 4.262 0.143

ISQ 15 dias TCP 6 12.727 7.529
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SBF 6 9.295 5.980 0.295
ISQ 40 dias TCP 6 17.319 6.623
SBF 6 9.104 7 0.231

Tabela 9. Teste de andlise de variacao de Pearson (VP), obtendo os seguintes resultados para

os valores de p (p<0,05)* do 1SQ:

Periodo r p
Pearson
Inicial -
TCP 0.397 0.435
SBF
TCP Inicial - TCP 7 -0.787 0.882
dias
TCP Inicial - SBF 7 0.677 0.139
dias
TCP Inicial - TCP 15 0.296 0.568
dias
TCP Inicial - SBF 15 -0.321 0.534
dias
TCP Inicial - TCP 40 -0.316 0.541
dias
TCP Inicial - SBF 40 0.129 0.807
dias
SBF inicial - TCP 7 -0.872 0.023*
dias
SBF inicial - SBF 7 dias | 0.909 0.011*
SBF inicial - TCP 15 -0.135 0.798
dias
SBF inicial - SBF 15 0.154 0.770
dias
SBF inicial - TCP 40 0.225 0.667
dias
SBF inicial - SBF 40 0.626 0.183
dias
TCP 7dias - SBF 7 dias | -0.676 0.14




TCP 7dias - TCP 15 0.553 0.254
dias
TCP 7dias - SBF 15 -0.504 0.307
dias
TCP 7dias - TCP 40 -0.604 0.204
dias
TCP 7 dias -TCP 15 -0.455 0.364
dias
SBF 7 dias - SBF 15 0.046 0.929
dias
SBF 7 dias - TCP 15 -0.037 0.943
dias
SBF 7 dias - TCP 40 0.101 0.848
dias
SBF 7 dias - SBF 40 0.384 0.452
dias
TCP 15 dias -SBF 15 -0.464 0.353
dias
TCP 15 dias -TCP 40 -0.922 0.008*
dias
TCP 15 dias -SBF 40 0.185 0.724
dias
SBF 15 dias - TCP 40 0.437 0.385
dias
SBF 15 dias - SBF 40 0.041 0.938
dias
TCP 40 dias - SBF 40 -0321 0.533
dias

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.
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Tabela 10: Valores da analise morfométrica da formagdo 0sseo nas microtomografias dos

grupos TCP e BTC, no periodo de 15 dias.

15 DIAS

Bone volume
(BV)
Percent
Bone volume
% (BV/TV)
Trabecular
Thickness
(Tb. Th)
Trabecular
Number
(Tb.n)
Trabecular
separation
(Tb. Sp)
Total
Porosity

% (Po.tot)

ESPECIME 1 ESPECIME 2
TCP SBF TCP SBF
0.19341mm3 || 0-13199mm3 || 0.14606mm3 ||0.0527 1mm3
27.38756% 24.97791% 22.02866% 7.51057%
0.09369mm 0.08947mm || 007207mm || 0-03245mm
2.92320mm 2.79188mm || 3.05646mm || 2.31440mm
0.17032mm 0.18706mm || 0.21159mm || 0.26464mm
72.61244% 75.02209% 77.97134% || 92.48943%
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Tabela 11: Valores da analise morfométrica da formacdo d6sseo nas microtomografias dos
grupos TCP e BTC, no periodo de 40 dias.

ESPECIME 1 ESPECIME 2
40 DIAS

TCP SBF TCP SBF

Bone volume

(BV) 0.21761mm3 0.27870mm3|} 0.27566mm?3 |} 0.24016mm3

Percent Bone

volume % 38.95360% || 53.09873% || 46.86579% || 42.41064%
(BV/TV)

Trabecular

Thickness 0.10576mm [} 0.09682mm 0.10916mm 0.10470mm
(Tb. Th)

Trabecular

Number 3.68323mm || 5.48449mm || 4.29318mm || 4.05057mm
(Tb. n)

Trabecular
separation (Tb. 0.19502mm || 0.08180mm || 0.21769mm || 0.19457mm
Sp)
Total Porosity
% (Po.tot)

61.04640% || 46.90127% 53.13421% 57.58936%
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Tabela 12. Teste da ANOVA referentes aos valores de BV, obtendo os seguintes resultados

valores de p (Turkey):

Periodo P
SBF 15 vs. SBF 40 0,0003*
SBF 15 vs. TCP 15 0,2042
SBF 15 vs. TCP 40 0,0007*
SBF 40 vs. TCP 15 0,0036*
SBF 40 vs. TCP 40 0,8767
TCP 15 vs. TCP 40 0,0090*

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.

Tabela 13. Teste da ANOVA referentes aos valores de BV/TV, obtendo os seguintes resultados

valores de p (Turkey):

Periodo p
SBF 15 vs. SBF 40 0,0006*
SBF 15vs. TCP 15 0,3254
SBF 15 vs. TCP 40 0,0019*
SBF 40 vs. TCP 15 0,0046*
SBF 40 vs. TCP 40 0,7267
TCP 15 vs. TCP 40 0,0179*

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.

Tabela 14. Teste da ANOVA referentes aos valores de Th.th, obtendo os seguintes resultados

valores de p (Turkey):

Periodo P
SBF 15 vs. SBF 40 0,0526
SBF 15vs. TCP 15 0,3636
SBF 15 vs. TCP 40 0,0250*
SBF 40 vs. TCP 15 0,5209
SBF 40 vs. TCP 40 0,9485
TCP 15 vs. TCP 40 0,2796

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.
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Tabela 15. Teste da ANOVA referentes aos valores de Th.N, obtendo os seguintes resultados
valores de p (Turkey):

Periodo p
SBF 15 vs. SBF 40 0,0007*
SBF 15 vs. TCP 15 0,5831
SBF 15 vs. TCP 40 0,0112*
SBF 40 vs. TCP 15 0,0031*
SBF 40 vs. TCP 40 0,1689
TCP 15vs. TCP 40 0,0674

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.

Tabela 16. Teste da ANOVA referentes aos valores de Th.Sp, obtendo os seguintes resultados

valores de p(Turkey):

Periodo p
SBF 15 vs. SBF 40 0,0697
SBF 15 vs. TCP 15 0,6543
SBF 15 vs. TCP 40 0,9092
SBF 40 vs. TCP 15 0,3456
SBF 40 vs. TCP 40 0,1754
TCP 15vs. TCP 40 0,9516

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.

Tabela 17. Teste da ANOVA referentes aos valores de Po.Tot, obtendo os seguintes resultados
valores de p (Turkey):

Periodo p
SBF 15 vs. SBF 40 0,0006*
SBF 15 vs. TCP 15 0,3254
SBF 15 vs. TCP 40 0,0019*
SBF 40 vs. TCP 15 0,0046*
SBF 40 vs. TCP 40 0,7267
TCP 15vs. TCP 40 0,0179*

* Diferenca estatisticamente significante p< 0,05.
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Tabela 18: Analise de imunoistoquimica com os scores referentes a marcacdo para a

osteocalcina, nos grupos TCP e SBF, no periodo de 40 dias.

OSTEOCALCINA

TCP SBF

la2 1
1 1
2 1

Tabela 19: Analise de imunoistoquimica com os scores referentes a marcacédo para a TRAP,

nos grupos TCP e SBF, no periodo de 40 dias.

TRAP
TCP SBF
1 1
1 1




Tabela 20. Teste de Kruskal-Wallis referentes aos valores da ELCOI, obtendo os seguintes

resultados valores de p (Dunn):

Periodo
SBF 15 vs. SBF 40
SBF 15 vs. TCP 15
SBF 15 vs. TCP 40
SBF 40 vs. TCP 15
SBF 40 vs. TCP 40
TCP 15 vs. TCP 40

Tabela 21. Teste da ANOVA referentes aos valores da AON, obtendo 0s seguintes

resultados valores de p (Turkey):

0,9999
0,9999
0,3179
0,9999
0,9999
0,8197

Periodo
SBF 15 vs. SBF 40
SBF 15 vs. TCP 15
SBF 15 vs. TCP 40
SBF 40 vs. TCP 15
SBF 40 vs. TCP 40
T.C.15vs. TCP 40

0,5948
0,8995
0,4128
0,9344
0,9871
0,7975
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