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RESUMO

O estudo realizou a avaliagdo e comparagéao histomorfométrica da osseointegragao
em superficies de implantes compostas por titdnio grau 4 (TigAl4V) submetidos ao
tratamento de jateamento com alumina, erosdo acida e revestimento com fosfato de
calcio (BGTI37) em comparagdo com uma superficie controle microtexturizada sem o
revestimento (Ticp) a partir de um estudo in vivo realizado em ratos Wistar machos. A
amostra era composta por 24 tibias com parafusos, medindo 1,5mm X 3mm instalados
de forma aleatoria nas tibias de doze animais, onde cada animal recebeu um implante
com o tratamento e outro implante sem revestimento para possibilitar a comparacéo.
A avaliagédo histomorfométrica da osseointegragao foi realizada por meio de analise
da interacdo do contato osso-implante (BIC) e a fragdo da area déssea ocupada
(BAFO), nos tempos de 14 e 28 dias, por um microscopio de luz e um software de
analise de imagem. A partir da analise, foram calculadas porcentagens para BIC e
BAFO apresentando valores de média e desvio padrdo nos tempos propostos. Os
resultados obtidos foram submetidos a teste estatistico, Shapiro-Wilk para
confirmacao dos padrdes de normalidade e homocedasticidade. Foram aplicados os
Testes-t de Student de amostras dependentes e independentes, para avaliacdo e
comparagao das diferentes superficies nos tempos distintos. O estudo demonstrou
um aumento significativo em BIC de 0,42+0,08 em 14 dias para 0,57+0,13 em 28 dias
na superficie BGTi37 entre os tempos propostos. A porcdo medular demonstrou ser a
regido onde a diferenca se demonstrou significativa (0,28+0,21 — 14 dias para
0,67+0,14 — 28 dias). Nao foram observadas diferengas significativas nos valores de
BAFO. A osseointegracdo foi observada em ambas as superficies e em todas as
condi¢des testadas com um aumento da formagao O6ssea entre o periodo de 14 e 28
dias da superficie experimental na regido medular por meio de BIC.

Palavras-chave: Osseointegrac&o. Implante Dentario. Materiais revestidos.



ABSTRACT

The study performed the evaluation and histomorphometric comparison of
osseointegration on surfaces of implants composed of grade 4 titanium (Ti6AI4V)
submitted to the treatment of sandblasting, acid erosion and calcium phosphate
coating (BGTI37) in comparison to a microtexturized control surface without the (Ticp)
from an in vivo study performed on male Wistar rats. The sample consisted of 24 tibiae
with screws, measuring 1.5mm X 3mm randomly installed in the tibiae of twelve
animals, where each animal received an implant with the treatment and another
implant without coating to allow the comparison. The histomorphometric evaluation of
osseointegration was performed by means of bone-implant contact (BIC) and bone
surface fraction (BAFO) analysis, at 14 and 28 days, by a light microscope and analysis
software of image. From the analysis, percentages were calculated for BIC and BAFO
presenting mean values and standard deviation at the proposed times. The results
were submitted to statistical test, Shapiro-Wilk to confirm normality and
homoscedasticity. Student's t-tests of independent and dependent samples were used
to evaluate and compare the different surfaces at different times. The study
demonstrated a significant increase in BIC from 0.42 + 0.08 at 14 days to 0.57 + 0.13
at 28 days on the BGTi37 surface between the proposed times. The medullary portion
was shown to be the region where the difference was significant (0.28 + 0.21 - 14 days
to 0.67 + 0.14 - 28 days). There were no significant differences in BAFO values.
Osseointegration was observed on both surfaces and in all conditions tested with an
increase in bone formation between the 14 and 28 days period of the experimental
surface in the spinal region by means of BIC.

Key words: Osseointegration. Dental Implant. Coated Materials.
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1 INTRODUGAO

A osseointegracéo € essencialmente importante e fundamental para o
sucesso do tratamento reabilitador oral com implantes (Albrektsson et al.,
1981; Branemark et al. 1983). A observagdo de um contato direto entre a
superficie do implante e o osso (BIC), a um nivel microscopico, por um material
biologicamente inerte e estavel, apdés um periodo de cicatrizagao definido, sem
a interposicao de tecido fibroso € descrito como osseointegragao (Albrektsson,
et al., 1987; Berglundh, et al., 2003; Kuroda, et al., 2004; Abrahamsoson et al.,
2004; Guastaldi & Aparecida, 2010).

Os tratamentos com implantes dentarios sdo aplicados de forma ampla
na restauragdo da fungdo mastigatoria e estética. O desenvolvimento da
superficie dos implantes vem evoluindo de forma concreta nas ultimas décadas
aprimorando e acelerando o processo da osseointegracdo dos implantes
dentarios (Branemark et al. 1969; Albrektsson et al., 1981; Abrahamsson et al.,
2004; Aparicio et al., 2011; Bernhardt et al., 2012). Pesquisas recentes e
esforcos de desenvolvimento tém sido direcionados na criagao de superficies
mais bioativas e adequadas para o sucesso da osseointegragdo. Diversas
técnicas de modificacdo dessa superficie foram desenvolvidas para estimular
a formagédo Ossea ao redor dos implantes dentarios (Butz et al., 2006, Le
Guéhennec et al., 2007; Wennerberg et al., 2009; Kdammerer et al., 2012; Rupp,
et al.,2018).

A maioria dos metais ndo reage de forma adequada como biomaterial
na implantodontia, pois a corrosao e liberagédo continua de ions metalicos nos
tecidos adjacentes, promovem respostas inflamatérias, que em geral resultam
no encapsulamento do implante por um tecido conjuntivo fibroso (Davies 1998;
Berglundh, et al., 2003; Abrahamsoson et al., 2004; Guastaldi & Aparecida,
2010). Quando se pensa em biocompatibilidade com o tecido vivo, os materiais
usados na reabilitacdo oral utilizando implantes confeccionados por meio da
liga de titanio e de zircdnia, sendo que essa possui como vantagem quando
comparada ao titdnio a sua estética em algumas situag¢des clinicas onde a
demanda estética é um fator preponderante na solugdo do caso (Zeynep et al.,
2011). Mesmo com o desenvolvimento de novos materiais, como a

polieteretercetona (PEEK) (Al Qahtani et al., 2015) e o crescente interesse
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pelos implantes de zirconia, a liga de titanio ainda é o material de escolha.
Esses materiais apresentam resisténcia a corrosdo e propriedades
biomecénicas favoraveis a sua instalagdo no organismo (Rupp et al., 2018).

Ao analisar especificamente as ligas de titanio, observa-se uma
utilizagdo maior nas ultimas décadas em dispositivos médicos, ortopédicos e
implantes dentarios. Essa grande diversidade de uso do titanio ocorre devido
as suas propriedades e qualidades biocompativeis (Steinberg et al.,1992; Shim
et al., 2005; Kohal et al., 2016). O aprimoramento e desenvolvimento de sua
superficie torna-se de fundamental importancia na implantodontia quando
tratamos algumas situacgdes clinicas desafiadoras, muitas vezes associadas a
problemas sistémicos como a diabetes e a osteoporose além situagdes locais
desfavoraveis como areas enxertadas ou com baixa densidade 0ssea, onde
os implantes sdo mais propensos a falhas (Chrcanovic et al., 2016). Essas
condigbes podem de alguma forma atrasar, atrapalhar ou até impedir que a
osseointegracao ocorra (Chrcanovic et al., 2014; Chrcanovic et al. 2015), por
isso a importancia do aprimoramento das superficies para osseointegracao
dos implantes.

O fosfato de calcio € uma alternativa proposta no tratamento da
superficie de implantes por possuir propriedades bioativas que podem
favorecer a osseointegragdo, promovendo a aceleragdo e regeneragdo da
estrutura éssea por meio da proliferacdo e diferenciagdo de osteoblastos e
células endoteliais, inibindo a resposta inflamatéria de macréfagos e
permitindo uma osteoimunomodulag¢do favoravel para facilitar a osteogénese
e a angiogénese. (Busser et al. 1991; Albrektsson et al., 2001; Kuroda et al.,
2004; Habibovic et al., 2005; Lin et al., 2009; Junker, et al., 2010; Palarie et al.,
2012; Surmenev et al., 2014; Bai et al., 2018).

Ao recorrer a literatura pertinente e avaliando os implantes
comercializados atualmente, podemos considerar o processo de
osseointegracao satisfatorio (Barglundh et al., 2003; Mertens et al., 2011;
Buser et al., 2012). Ainda assim, observa-se a importéncia do desenvolvimento
de métodos mais simples de aprimoramento da superficie que melhorem a
formagao déssea peri-implantar e a estabilidade do implante a curto e longo
prazo (Abrahamsson et al., 2004; Bernhardt et al., 2004; Ajami et al., 2016;
Rupp et al., 2018). Sdo necessarios biomateriais que apresentem um conjunto
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de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas que permitam desempenhar a
funcdo desejada de favorecer a osseointegracao, estimulando uma resposta
adequada dos tecidos vivos por meio da osteoindugdo e osteocondugao
(Bernhardt et al., 2005, Habibovic et al.,2005; Stadlinger et al., 2009; Al Subaie
et al., 2016).

A imagem histologica ainda é considerada o padréo ouro para analisar
a formacao 6ssea em torno de implantes metalicos. Dessa forma é possivel
avaliar o contato de interagao celular entre o osso-implante (BIC) e a fragéo da
area 6ssea ocupada (BAFO).

Sendo assim, a avaliagdo histomorfométrica do contato osso-implante
e a fracdo da area 6ssea ocupada ao redor de implantes foi estabelecida neste
estudo para avaliar a osseointegracdo de uma superficie tratada com fosfato
de calcio (Donath e Breuner, 1982; Albrektsson e Jacobsson, 1987, Lin, et al.,
2009, Qliveira, et. al., 2013).

Este estudo teve como objetivo avaliar por meio da histomorfometria a
osseointegracdo na superficie de implantes compostos por titanio grau 4
(TieAlsV) revestidos com fosfato de calcio e comparar com o comportamento
da superficie de titanio microtexturizada (Ticp).
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2 REVISAO DE LITERATURA

No estudo da osseointegragao e de superficies de implantes, diferentes
modelos animais, como o cdo, o coelho, o carneiro, 0 mini porco e o rato tém
sido utilizados (Bergloudh et al., 2003; Kim et al., 2003; Buser et al., 2004;
Oliveira et al., 2013; Pimentel et al., 2014; Surmenev et al., 2014). Diversas
técnicas de estudo em animais foram criadas e aprimoradas durante o
desenvolvimento das superficies dos implantes. Nessa revisao de literatura,
sdo contemplados estudos experimentais in vivo com analise de superficies de
implantes por meio de histomorfometria e microtomografia computadorizada
onde parédmetros da osseointegracédo e o estudo da superficie de implantes
séo avaliados.

Em 1982, Donath e Breuner, desenvolveram uma técnica para permitir
o estudo histolégico de ossos ndo descalcificada na mandibula e maxila com
dentes ou implantes de materiais metalicos ou ceramicos. O objetivo era reter
informagdes sobre o esmalte com calculo e preservar o tecido adjacente a
implantes ou dentes. Também era importante que o equipamento fosse o mais
econdmico e simples possivel, de modo que um numero razoavel de
espéecimes pudesse ser confeccionado e examinado. Para isso, ossos da
mandibula provenientes de bidpsia ou autdpsia eram preparados de forma
conveniente para o estudo das amostras. A partir do preparo, as amostras
passavam por um processo de desidratagcdo e incorporagao de resina em
diferentes concentragbes de forma gradativa com alcool e metil metacrilato.
Um equipamento de corte preciso por meio de uma serra de corte era utilizado
para confecgdo da lamina histolégica. Apds esse corte a amostra era
submetida a polimento e desgaste até uma espessura minima de 5 — 10 ym

onde era entdo submetida a coloragdo conforme conveniéncia.

2.1 - Estudos experimentais in vivo com superficies de implantes por

meio de histomorfometria

Em 2003 Berglundh et al., com o objetivo de descrever um modelo no
processo de osseointegracao, instalaram cento e sessenta implantes em vinte

caes labradores. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Regional para
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Pesquisa Animal, Gotemburgo, Suécia. Apds a exodontia de todos os pré-
molares presentes na mandibula e a espera de um periodo de cicatrizagdo de
trés meses, um procedimento de instalacdo de implantes em um periodo de
duas a doze semanas foi iniciado. Os implantes utilizados para o estudo da
osseointegracao tinham uma geometria que correspondia a um implante de
parafuso com configuragdo de superficie SLA (Sandblasted, Large-grit, Acid-
etched, Straumann, Tissue Level). No estudo, as mandibulas foram removidas
e os cortes histologicos de todos os animais preparados pela forma
descalcificada com cortes realizados por um aparelho preciso (Exakt®,
Apparatebau, Norderstedt, Alemanha). Para a analise histologica os cortes
foram corados em azul de toluidina. Esse fato permitiu um estudo mais
detalhado dos eventos de remodelagao e cicatrizacdo do tecido ésseo. Apds 2
horas era possivel observar a primeira por¢ao do processo ocupada com um
coagulo e um tecido de granulagdo. O processo de formacg&o dssea, podia ser
observado com seu inicio na primeira semana. Apos quatro dias os tecidos
moles e duros que estavam presentes em uma bidpsia obtida, demonstraram
por meio das laminas histologicas um coagulo com células mesenquimais e
algumas células inflamatérias, cercado por uma grande quantidade de células
semelhantes a fibroblastos em um estroma de estruturas parecidas com
fibrina. Em por¢cdes mais centrais, era possivel observar varias células
inflamatérias no tecido mole recentemente formado. A presenga de
osteoclastos também foi observada na superficie 6ssea do corte. Em bidpsias
obtidas depois de uma semana, as camaras do tecido em formagéo pareciam
ser ocupadas com areas de tecido 6sseo recém-formado rico em fibrilas de
colageno e com a neoformacgao de estruturas vasculares rodeadas por células
inflamatorias dispersas demonstrando padrbes de angiogénese. Por¢cdes do
0sso recém formado pareciam estar em contato direto com a superficie do
implante SLA. As trabéculas de tecido 6sseo foram revestidas com
osteoblastos e ostedcitos foram encontrados dentro do tecido Osseo
neoformado. Apds duas semanas de cicatrizagcao das feridas, houve uma nova
formacdo 6ssea em todos os compartimentos ao redor do implante. Em
algumas delas eram observados sinais de remodelagéo 0ssea, reabsorgéo e
aposicao continuas. Apds quatro semanas a cicatrizagdo continuou a ser

caracterizada pela formacdo de um o0sso novo. Apds seis semanas de
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cicatrizacdo, a maioria das camaras experimentais parecia estar completa de
0sso. Com oito e doze semanas as estruturas exibiam sinais de remodelacao
o0ssea em um tecido cercado por uma medula que continha adipdcitos, vasos
sanguineos, fibras de colageno e alguns leucocitos mononucleares. O estudo
permitiu concluir que a osseointegracido apresentava-se como um processo
dindmico durante seu estabelecimento e manutencdo. Na fase de
estabelecimento, havia uma interacdo delicada entre a reabsorgdo 6ssea em
regides de contato entre a superficie de titanio e o osso mineralizado sendo
observada a formacdo 6ssea em areas livres de contato. Durante a fase de
manutencdo, a osseointegracdo era assegurada através de remodelagao
continua e adaptacao a funcéo.

Por meio de estudo experimental in vivo Kim et al., em 2003, analisaram
as caracteristicas superficiais dos implantes apds o jateamento e a oxidagao
térmica. Foram avaliados 48 implantes de titanio grau 2 por meio de analise
histomorfométrica. Ambas as superficies das amostras nos grupos 1 e 2
receberam jateamento com particulas de 6xido de aluminio de 50 um (Al>Os3).
As amostras do grupo 2 além do jateamento, receberam oxidagdo em uma
atmosfera pura de oxigénio a uma temperatura de 800°C durante 120
minutos. Apds o tratamento das superficies, a topografia foi mensurada com
um perfildmetro éptico, a sua composicao superficial e espessura de 6xido
analisadas por meio da espectrometria e retrodifusdo de Rutherford. Foram
observadas superficies com composicdo quimica similares, mas com
diferentes espessuras e rugosidades de 6xido. Os implantes foram instalados
cirurgicamente em doze coelhos e eutanasias foram realizadas nos periodos
de quatro e doze semanas. A avaliagao histomorfométrica da formagao éssea
revelou que a porcentagem BIC dos implantes jateados e oxidados apds quatro
semanas foi maior quando comparada ao grupo apenas jateado. N&o foram
observadas diferencgas significativas entre as superficies em doze semanas. O
estudo demonstrou a possibilidade de que diferentes tratamentos de
superficie, como o jateamento e a oxidagdo, tenham um efeito sobre a
neoformacéo éssea na superficie tratada.

Ainda no intuito de desenvolver um modelo para avaliar a taxa e o grau

de osseointegracdo nas superficies dos implantes, Abrahamsoson et al., em
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2004, avaliaram a superficie (SLA) composta por jateamento com Oxidos
seguida de condicionamento acido durante as fases iniciais de
osseointegracdo. No estudo in vivo foram usados métodos semelhantes de
analise histolégica como Berglundh et al. em 2003. Vinte cées labradores
receberam 160 implantes experimentais para avaliar a osseointegragao entre
duas e doze semanas. Analises histomorfométricas dos cortes compostos por
tecidos em cortes descalcificados foram realizadas. Varios pontos de
referéncia foram identificados: a plataforma do implante, a crista 6ssea e a
posicao mais coronal do contato osso-implante. As distancias verticais entre
os pontos de referéncia foram determinadas e a proporcdo de 0sso
mineralizado entre os picos e vales em uma area determinada de uma
superficie no implante foram mensuradas. As medidas lineares relativas nos
cortes histolégicos foram realizadas com uma ampliagdo de 50 vezes. Areas
do tecido 6sseo mineralizadas e estruturas ndo mineralizadas (tecido residual)
foram observadas. Um procedimento de contagem de pontos
histomorfométricos foi realizado sendo possivel observar osteoblastos, células
mesenquimais semelhantes a fibroblastos, adipdcitos, eritrocitos, leucdcitos
(incluindo células polimorfonucleares, linfocitos e células de plasma,
monaocitos/macrofagos, estruturas vasculares e componentes do tecido
mineralizado. O procedimento de contagem de pontos histomorfométricos foi
realizado com uma ampliacdo de 1000 vezes. Os resultados da
histomorfometria nos diferentes tempos exibiu semelhangca aos estudos
realizados anteriormente por Berglundh et al. em 2003. No presente estudo foi
possivel observar que a superficie SLA apresentava um grau de
osseointegracao superior quando comparado a superficie de titanio usinada;
demonstrando que a osseointegragdo representa um processo dinamico
durante seu estabelecimento e manuteng¢do, consolidando um método de
avaliag&o histologica.

Avaliando as modificagdes de superficies nos implantes dentarios,
Buser et al., em 2004 compararam pela histomorfometria a deposicdo de
matriz 6ssea em uma superficie de titdnio modificada por jateamento SLA com
uma superficie SLA padrdo, durante os estagios iniciais da osseointegragao.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Pesquisa Animal do estado de Berna,

Suica. Duas intervengdes cirurgicas foram realizadas em seis porcos em
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miniatura com idade adulta. Num primeiro momento os dentes anteriores da
maxila foram removidos sob anestesia geral e apos seis meses os implantes
foram colocados com boa estabilidade primaria, em ambos os lados da maxila,
em um planejamento de boca dividida. Os implantes do grupo teste e controle
apresentavam a mesma topografia, mas eram distintos no tratamento da
superficie. Os implantes do grupo teste eram submetidos a uma submersao
da superficie do implante em uma solucdo isotdbnica de NaCl apds
condicionamento acido para evitar a contaminagdo com moléculas da
atmosfera. Para a preparacéo histologica e analise histomorfométrica, dois
porcos em miniatura foram sacrificados apos duas, quatro e oito semanas de
cicatrizacdo. Os blocos dissecados com espécimes que receberam o0s
implantes foram imersos em uma solugao de formaldeido na concentracao de
4% combinado com CaCl; a concentracao de 1%, desidratados e incorporados
em metil metacrilato. Posteriormente, foram obtidos cortes histologicos em
uma espessura final de aproximadamente 80 um que receberam coloragao
com azul de toluidina seguido por fucsina basica. Trés espécimes de cada
implante foram analisados por um examinador experiente e a partir disso,
determinadas as porcentagens de contato direto entre osso mineralizado e a
superficie de titanio (BIC) usando um microscopio 6tico com uma ampliagcao
de 100 vezes. A avaliagao da interface osso-implante foi restrita a cAmara peri-
implantar, definido pelas 3 roscas iniciais do implante e a superficie 6ssea em
contato intimo. Analisando os resultados histologicos apos duas semanas de
cicatrizacdo em ambos os tipos de implantes, foi possivel observar um
crescimento 6sseo e um contato direto entre o osso e o implante
(BIC). Diferencgas significativas de BIC entre implantes do grupo teste e
controle foram observados durante os estagios iniciais da osseointegracdo em
duas e quatro semanas. Os implantes de teste demonstraram uma
porcentagem média significativamente maior de contato osso e implante em
comparagao com os controles em duas (49,30 vs. 29,42%; p = 0,017) e quatro
semanas (81,91 vs. 66,57%; p= 0,011) de osseointegragdo. Com quatro
semanas observou-se uma densidade 6ssea aumentada e apds oito semanas
resultados semelhantes eram observados. Em oito semanas, havia um

aumento na densidade éssea, e sinais de remodelagdo Ossea. Assim foi
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possivel concluir que superficie SLA modificada promoveu uma aceleragao na
osseointegragao durante os estagios iniciais da regeneragéo 6ssea.

Em estudo experimental in vivo, Grassi et al., em 2006 avaliaram a
influéncia de duas superficies de implantes distintas por meio de cortes
histolégicos observando e analisando o contato osso-implante (BIC),
densidade O0ssea na area da rosca (BA) e a densidade déssea (BD) apds um
periodo de cicatrizacdo de 2 meses em maxilas e mandibulas de humanos.
Quatorze individuos receberam dois micro implantes cada (2,5 mm de
didmetro por 6 mm de comprimento), um teste (superficie tratada com acido e
jateada) e um controle (superficie usinada), na mandibula ou na maxila. Apos
um periodo de cicatrizacdo de 2 meses, os micro implantes e os tecidos
circundantes foram removidos com uma broca trefina e preparados para
analise histologica. As amostras foram processadas e preparadas em laminas
por meio de desidratacdo em uma série de alcoois em diferentes
concentragcdes com incorporacgao de resina e polimerizacdo da amostra. Apés
incorporagdo da resina na amostra, os espécimes foram seccionados
longitudinalmente ao longo do eixo principal do implante com um disco de
diamante de alta precisdo. As laminas foram coradas com fucsina e azul de
toluidina. O contato osso/implante (BIC%) foi medido em torno de todas as
superficies do implante. A densidade Ossea na area da rosca (BA%) e a
densidade 6ssea (BD%) em uma zona de 500 mm de largura lateral a
superficie do implante foram medidas bilateralmente. Essas avaliagbes foram
realizadas usando um microscépio de luz (Laborlux S, Leitz, Wetzlar,
Germany), conectado a uma camera de video de alta resolugéo (3CCD, JVC
KY-F55B, Milan, ltaly) e conectado a um monitor e computador. Este sistema
optico foi associado a um bloco de digitalizacdo e um pacote de software de
histomorfometria com capacidades de captura de imagem (Image-Pro Plus 4.5,
Media Cybernetics, Silver Spring, MD and Immagini & Computer Snc, Milan,
Italy). A avaliagcdo histomorfométrica indicou que o BIC% médio foi de 23,08%
- 11,95% para as superficies usinadas e de 42,83% - 9,80% para as superficies
tratadas. A area dssea neoformada também foi maior para implantes de
superficie tratadas. A porcentagem meédia de densidade Ossea n&o diferiu
entre os dois grupos. Os resultados histomorfométricos da investigagao

sugeriram que o uso de implantes com tratamento acido e uso de jateamento
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com oxidos podem melhorar o processo de osseointegracdo. Os dados do
presente estudo experimental sugerem que a topografia superficial €
importante para a resposta do tecido 6sseo a um implante dentario. A
proliferagdo e diferenciacdo de células oOsseas foi relatada como sendo
melhorada pela rugosidade da superficie do implante.

Em outro estudo realizado pelos mesmos autores a influéncia de uma
superficie tratada com jateamento de TiO, foi comparada com uma superficie
usinada. Dez micro implantes de titanio grau 4 (Conexao Dental Implants, Sao
Paulo, SP, Brasil) foram preparados com duas topografias superficiais:
usinadas e jateadas (TiO). Cada micro implante tinha 2,5 mm de diametro e 6
mm de comprimento. Os micro implantes com superficie tratada foram
condicionados com &cido e jateados com particulas de TiO, de 25 a 100
um. Cinco pacientes (idade média = 42,6 anos) receberam 2 micro implantes
cada durante uma cirurgia de implante convencional na maxila posterior. Os
critérios de exclusao incluiram gravidez, amamentagao, tabagismo e quaisquer
condi¢cbes sistémicas que pudessem afetar a consolidacdo éssea, como
osteoporose e doengas do sangue. O Comité de Etica para Ensaios Clinicos
Humanos aprovou o protocolo do estudo. Apés um periodo de cicatrizagao de
2 meses, 0os micro implantes e o tecido circundante foram removidos e
preparados para avaliagao histomorfométrica. Para processar a amostra e
obter cortes finos, os espécimes foram desidratados em uma série crescente
de lavagens com alcool e embebidos em uma resina de metil metacrilato
(Technovit 7200 VLC, Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Apds a polimerizagao, os
espécimes foram seccionados longitudinalmente ao longo do eixo do implante,
com um disco de diamante de alta precisao a cerca de 150 um e desgastados
até aproximadamente de 30 um. As |adminas foram coradas com fucsina basica
e azul de toluidina. A histomorfometria da porcentagem de contato
osso/implante e a area ¢ssea formada dentro dos limites delimitados no
implante, foi realizada com um microscopio de luz (Laborlux S, Leitz, Wetzlar,
Alemanha) conectado a uma cémera de video de alta resolugéo (3CCD, JVC
KY-F55B, Mildo, Italia) conectada a um monitor e computador pessoal (Intel
Pentium 111 1200 MMX). O BIC e a quantidade de area 6ssea formada dentro
das regides estabelecidas foram calculados e expressos como BIC% e BD%,
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respectivamente. A avaliagdo histomorfométrica indicou uma porcentagem de
BIC médio de 20,66 + 14. (P = 0,03). A porcentagem de BD foi de 26,33 + 19,92
para a superficie usinada e 54,84 + 22,77 para a superficie tratada (P =
0,015). O osso era lamelar e compacto, e numerosos ostedcitos eram
apresentados em suas lacunas, embora as areas de tecido 6sseo pudessem
ser distinguidas. O osso peri-implantar exibia estagios iniciais de maturagéo,
principalmente na superficie tratada. Os dados histomorfométricos do estudo
sugeriram que as superficies de micro implantes com tratamento apresentaram
maiores valores de percentual de BIC em comparagdo com as superficies
usinadas em tecido 6sseo (Grassi et al., 2007).

Na busca da avaliagao por histomorfometria de novas superficies,
Schwarz et al., em 2007 investigaram as reagdes teciduais iniciais da
osseointegracao, por meio da instalacdo de implantes de titanio modificados e
convencionais com superficie SLA (Straumann Tissue Level) na maxila e
mandibula de quatro cadelas com 3 anos de idade (peso médio de 29,3 + 0,4
kg). O protocolo de selecdo, manejo e cirurgia dos animais foi aprovado pelo
Comité de Cuidados e Uso de Animais da Universidade Heinrich Heine e pelo
Bezirksregierung Ddusseldorf. O estudo foi realizado em duas fases
cirargicas. Na primeira fase foram realizadas a extragdo dos segundos,
terceiros, quartos pré-molares e primeiros molares na maxila e mandibula
bilateralmente. Apds 4 meses de cicatrizagao, foram instalados os implantes
com superficie modificada experimental do tipo SLA e com superficie controle
convencional SLA. Ambos os implantes do grupo teste e controle foram
instalados de forma aleatdria para ambos os maxilares de acordo com um
desenho de boca dividida, incluindo cinco implantes por grupo na mandibula e
trés implantes por grupo na maxila. Os animais foram sacrificados apds um
periodo de cicatrizacdo de 1, 4, 7 e 14 dias, respectivamente. Os espécimes
foram desidratados usando graus crescentes de alcool e xileno, infiltrados e
embebidos em metil metacrilato (MMA, Technovit 9100 NEU, Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Alemanha). Ap6s 20 horas, os espécimes foram completamente
polimerizados. Cada local de implante foi cortado na diregao vestibulo-lingual
e juntamente com o longo eixo do implante utilizando uma serra de corte
diamantada (Exakt®, Apparatebau, Norderstedt, Alemanha), resultando em

quatro cortes com aproximadamente 500 um de espessura.
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Subsequentemente, todos os espécimes foram colados com cimento acrilico
(Technovit 7210 VLC, Heraeus Kulzer) em laminas de vidro (Super Frost,
Menzel GmbH, Braunschweig, Alemanha) e desgastados até uma espessura
final de aproximadamente 40 ym. Uma parte dos implantes foi usada para
analise histomorfométrica e corada com azul de toluidina (neoformagao éssea)
e Masson Goldner Trichrome (qualidade e quantidade de colageno,
neoformacé&o 6ssea). A outra parte dos implantes foi preparada para marcagao
imuno-histoquimica. Assim, a histologia convencional e a imuno-histoquimica
foram realizadas em diferentes implantes em cada grupo. A porcentagem de
BIC foi medida na superficie em contato com o osso de cada implante e a
densidade o¢ssea (BD) foi medida a uma distancia menor que 1 mm da
superficie do implante, avaliando a propor¢ao de osso mineralizado versus
medula Ossea dentro das respectivas areas. A neoformagédo Ossea foi
claramente identificavel apds 7 dias por meio do aumento dos valores de BD,
BIC. Apds 14 dias, as superficies dos implantes SLA modificados pareciam
estar rodeadas por um tecido 6sseo maduro, firmemente aderido e fibras
paralelas. Dentro dos limites do presente estudo, foi possivel concluir que a
combinagao de coloragdes histologicas imuno-histoquimicas e convencionais
em cortes teciduais nao descalcificados € uma técnica valiosa para avaliar os
estagios inicial e inicial da cicatrizagado de feridas ao redor de implantes de
titanio.

No ano de 2009, em estudo experimental in vivo, Stadlinger et al.,
avaliaram o comportamento da neoformacdo Ossea em superficies de
implantes revestidas com colageno em duas concentragbes distintas,
comparando-as a implantes de titanio tratados com acido, n&o revestidos e
jateados. O objetivo deste estudo foi avaliar se um revestimento de colageno
promoveria de forma favoravel a neoformacéo éssea quando comparada aos
implantes apenas com tratamento acido e jateados. Os implantes foram
instalados na mandibula de 20 mini porcos e acompanhados durante 1 e 2
meses. A estabilidade do implante foi analisada imediatamente apos a
implantagdo usando um dispositivo eletromagnético (Osstell ABs,
Gotemburgo, Suécia). Os revestimentos de colageno tiveram uma influéncia
positiva ndo apenas na qualidade, mas também na quantidade de osso recém

formado. Enquanto os implantes do grupo controle mostraram uma formagao
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O0ssea comparativamente mais lenta, independente das concentragdes de
colageno. A avaliagcdo histomorfométrica mostrou um BIC aumentado para
implantes revestidos com colageno apos 1 més cicatrizagdo em comparagao
com implantes do grupo controle que receberam ataque acido e jateamento.
Em estudo experimental in vivo, Oliveira et al. (2013) avaliaram a
resposta 0ssea por torque de remogao, analise histologica e histomorfométrica
em uma liga biomédica, instalada na tibia de coelhos apds modificagédo de
superficie por irradiacdo de feixe de laser. Espectros de Fluorescéncia de
Raios X por Dispersao de Energia (EDXRF) e Raios X de Disperséo de Energia
(EDX) foram usados para confirmar a composi¢cdo da superficie antes do
tratamento. As superficies das amostras utilizadas foram preparadas com dois
procedimentos distintos: usinados (MS) e modificados por irradiagao de feixe
a laser (LS). Foram preparados discos (10 mm x 2 mm) com superficies MS e
LS para analisar a molhabilidade da superficie através do angulo de contato
por meio de um medidor de angulo do contato ético (Dataphysics Instruments
GmBh, Filderstadt, Alemanha). Cada coelho recebeu quatro implantes, dois de
controle na tibia esquerda e dois com tratamento com laser na tibia direita,
totalizando uma amostra composta por trinta e dois implantes. Apds um
periodo de cicatrizacdo de oito semanas, os animais foram submetidos a
eutanasia. Foram avaliados valores de contra torque e imagens histologicas
com valores de Ncm e percentual de BIC. O valor maximo aferido de torque
para quebra da interacdo osso/implante medido foi de 90 Ncm. Os dados
histomorfométricos mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos controle e teste em relagdo ao percentual BIC: 24,07% e 41,88%,
respectivamente (p=0,0012). Além disso, também foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre os implantes MS e LS em trés
espiras consecutivas das regides cortical (p = 0,0012) e medular (p = 0,0082),
confirmando a grande influéncia do tratamento do feixe de laser na resposta
histologica e histomorfométrica da liga Ti-15Mo. Os resultados demonstraram
que todos os implantes estavam osseointegrados apds oito semanas e o
processo de modificagao superficial dos implantes com irradiagao a laser além
de ser um processo limpo, reprodutivel e de baixo custo melhorou as
propriedades de osseointegragdo. A modificacdo a laser produziu uma
superficie com propriedades importantes e apropriadas para a
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osseointegracdo, aumentando a retengcdo de implantes 6sseos e resultando
em uma integragdo melhor e mais rapida.

Em 2014, Pimentel et al., por meio de estudo experimental in vivo,
avaliaram a administracédo sistémica de abacate e soja insaponificavel (ASU)
na melhora da osseointegragdo em implantes de titanio na tibia de ratos. Para
o estudo, trinta ratos Wistar (peso de 200 a 250 g) foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos (ASU1, ASU2 e ASU3). Um grupo comegando
a administracdo de ASU sete dias antes da colocacao do implante, outro a
partir do dia da implantagao e um grupo controle com administragdo de solu¢ao
salina. Em todos os animais, um implante de titanio foi colocado em cada tibia.
A osseointegracdo dos implantes e a maturagdo 6ssea foram avaliadas por
analise biomecanica, radiografica da densidade Ossea, imunohistoquimica
para proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2), fator de crescimento
transformador beta 1 (TGF-31), osteocalcina, avaliagdo histomorfométrica do
contato osso-implante (BIC) e fracdo da area 6ssea mineralizada (BAFO). A
imagem foi importada para um software (Imaged 1.32j, National Institutes of
Health) e exibida em um monitor. Para avaliagdo dos dados foi utilizado o
tamanho de amplificacdo de 300% em quatro regides de interesse (4 x 4 pixels
=1 mm2) desenhadas justapostas a crista da superficie dos implantes na
cortical (no nivel da plataforma do implante) e na porgao medular da tibia (em
um nivel imediatamente abaixo da cortical) em ambos os lados do implante.
As comparagdes entre os grupos foram realizadas separadamente para as
regides cortical e medular. As tibias com implantes e tecidos foram imersas em
paraformaldeido a 4% por 48 horas, desidratados em uma série ascendente
de etanol (60% a 100%), as amostras foram embutidas em resina
fotopolimerizavel (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kulzer). Um corte longitudinal
no meio do implante com polimento foi realizado até uma espessura final de
aproximadamente 45 ym (Exakt ® Apparatebau, Norderstedt, Alemanha).
Apos o tratamento as laminas foram coradas com Azul de Stevenel's em
combinagdo com fucsina acida. O BIC mineralizado foi expresso pela
porcentagem do perimetro do implante rosqueado e as quantidades relativas
de osso mineralizado dentro da area das roscas do implante foram estimadas
separadamente para a parte do implante nos compartimentos 6sseo cortical e

esponjoso, respectivamente. Um examinador treinado, mascarado em relagao
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ao grupo de tratamento, realizou a analise das imagens através do mesmo
software usado nas radiografias. O presente estudo mostrou que a
administragao sistémica de ASU, comegando pouco antes ou imediatamente
apo6s a colocacao do implante na tibia de ratos saudaveis, resultou em maiores
quantidades de BIC e osso menos maduro no compartimento cortical em
comparagao com os implantes instalados nos animais do grupo controle que
nao receberam ASU. Os grupos ASU1 e ASU2 apresentaram expresséo trés
vezes maior de BMP-2 e nove vezes maior expressao de TGF-1 em
comparagao ao grupo controle. A analise histomorfométrica, no entanto,
mostrou que ambos os grupos experimentais (ASU1 e ASU2) apresentaram
valores significativamente mais altos de BIC apenas no compartimento do osso
cortical quando comparado ao controle. Nao foram observadas diferencas
entre os grupos em relagao ao BIC na porgdo medular. Os dados sugerem que
o uso do ASU pareceu exercer apenas um efeito sutil na osseointegragéo do
implante.

Verzola et al., 2015, em estudo experimental in vivo avaliou o efeito da
administragdo a longo prazo do alendronato nas propriedades mecanicas do
0SSO na osseointegracdo. Para isso utilizou cento e sessenta ratas (Rattus
norvegicus albinus) que foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos. Um
grupo controle (CTL), que recebeu a administragdo subcutanea de solugao
salina, e outro grupo alendronato (ALD), que recebeu a administracado
subcuténea de alendronato (1 mg/kg/semana). Apds 120 dias dessas terapias,
um implante foi colocado em cada tibia dos animais. O estudo foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica para o uso de animais em pesquisa da
Universidade Estadual Paulista. Um preparo para implante foi realizado na
epifise proximal das tibias com uma broca helicoidal (2,0 mm) usando uma
peca manual de baixa velocidade com irrigagao salina estéril abundante. Um
implante de titanio (4,0 x 2,2 mm, Conexdo, Sao Paulo, Brasil) com uma
superficie usinada foi inserida até que a rosca fosse completamente
introduzida no osso cortical.Dez animais em cada grupo foram eutanasiados
aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 ou 60 dias apos a cirurgia. As tibias com implantes
foram avaliadas quanto ao torque de remoc¢ao, contato osso-implante (BIC),
ocupacao da fragao da area 0ssea (BAFO) e relagdo Ca/P. Os fémures foram
avaliados quanto a densidade mineral 6ssea (DMO) e testes mecéanicos para
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avaliar a forca maxima de fratura, rigidez. A analise histomorfométrica foi
realizada utilizando tibias contendo os implantes e tecidos circundantes que
foram imersas em paraformaldeido a 4% por 48 h, desidratados em uma série
crescente de etanol (60-100%), e entdo embutidos em resina fotopolimerizavel
(Technovit 7200 VLC; Kulzer Heraus GmbH & CO., Wehrheim,
Alemanha). Posteriormente, as amostras foram cortadas ao longo do centro do
implante, ao longo de seu longo eixo, em duas sec¢des de 500 ym de
espessura, utilizando uma maquina de cortes precisos (Exakt Cutting System,
Wehrheim, Alemanha). Os cortes foram cortados e polidos (Exakt
Apparatebeau, Hamburgo, Alemanha) para uma espessura final de
aproximadamente 30 ym. As imagens histolégicas foram capturadas com
microscopia otica a 100 x de ampliagado (LEICA DMLS, Microscopia Leica e
Scientific Instruments Group, Wetzlar, Alemanha) utilizando uma camera de
video (DFC-300 FX 3 megapixel; Leica Microsystems Ltda., Wetzlar,
Alemanha) acoplada a microscopio. O grupo ALD apresentou maior BIC do
que o grupo CTL em 20 (P<0,001) e 60 dias ( P <0,05). Nas analises intra
grupo, dentro do grupo CTL, o BIC foi menor em 5 dias do que em todos os
periodos (P<0,05). Aléem disso, o grupo ALD mostrou um menor BIC aos 5 e
10 dias em comparagao com todos os outros periodos (P<0,05). Em relag&o
ao BAFO, o grupo ALD apresentou maiores valores desse parametro que no
grupo CTL aos 20 ( P<0,001), 30 ( P<0,01) e 45 dias (P<0,001). Dentro do
grupo CTL foi possivel observar um BAFO significativamente maior em 60 dias
em comparagao com o periodo de 10 dias (P<0,05), enquanto que no grupo
ALD, houve um aumento no BAFO em 20, 45 e 60 dias em comparagao com
os periodos de 5 e 10 dias (P<0,05). O uso do alendronato acelerou a
osseointegracdo sem afetar o conteudo mineral do tecido Osseo, porém
aumentou sua densidade. Além de aumentar a forca maxima de fratura e
tenacidade, mas ndo melhorou as propriedades de deformacio elastica do
tecido Osseo.

Em estudo experimental in vivo, Kohal et al., em 2016, avaliaram e
compararam a osseointegracao de implantes feitos de titdnio comercialmente
puro ou zircOnia endurecida com alumina (ATZ) de 2 mm X 1 mm. A superficie
dos implantes de titanio foi modificada por anodizagao eletroquimica (TiUnite®,
Nobel Bio Care, Gothenborg, Suécia) e a superficie dos implantes ATZ tratada
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por sinterizagcdo de polimeros e construgcdo de poros com um tamanho de 50
Mm na superficie. Vinte e oito ratos Sprague-Dawley machos com oito semanas
de idade foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de sete cada, sendo
submetidos a eutanasia nos periodos de 14 (grupos A e B) e 28 dias (grupos
C e D) do periodo de cicatrizagdo. Foram realizadas avaliagdes histolégicas e
testes biomecanicos em ambos os grupos e tempos de cicatrizagdo. A analise
histomorfométrica compreendeu a avaliacdo da fracdo do implante em contato
com o osso cortical. O contato médio osso-implante mineralizado dentro do
area de osso cortical apés 14 dias de cicatrizagao foi de 58% para os implantes
TiUnite® e de 24% para os implantes ATZ, sendo essa diferenga considerada
estatisticamente significativa. Apos 28 dias, o contato osso-implante aumentou
em todos os grupos. O valor dos implantes TiUnite® foi de 75% e o valor para
os implantes ATZ foi de 41% n&o sendo uma diferenca estatisticamente
significativa. O teste biomecanico apresentou valores médios de 20 N para
TiUnite® e 10 N para ATZ aos 14 dias e considerada estatisticamente
significativa. Os valores aumentaram de 14 para 28 dias em ambos 0s grupos
TiUnite®: 39 N, ATZ: 25 N. No entanto, a diferenga foi estatisticamente
significativa apenas dentro do grupo TiUnite®. Dentro das limitagées do estudo
e do modelo animal, foi possivel concluir que os implantes testados eram
biocompativeis e osseocondutivos. O Contato osso-implante e a ancoragem
biomecanica aumentaram da segunda para a quarta semana do periodo de
cicatrizagédo para TiUnite® e ATZ. Enquanto os valores histomorfométricos e
do teste biomecanico foram estatisticamente mais baixos na segunda semana
para a ATZ e a diferenga na quarta semana nao foi estatisticamente

significativa.

2.2 - Estudos experimentais in vivo com analises histologicas e

microtomografia computadorizada

Bernhardt et al. em 2005; por meio de estudo experimental in vivo,
avaliaram o potencial osteocondutor de revestimentos para implantes de titanio
utilizando diferentes componentes da matriz extracelular. Para o experimento
foram utilizados implantes cilindricos revestidos com colageno tipo |, tipo Ill ou
com uma molécula de adesdo celular bifuncional (Cyclo(-RGDfK)[-
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tetraphosphonyl-lysyl-lysyl-diamido-heptaethyleneglycolyl]) constituida por
uma sequéncia ciclica com um grupo de peptideos bioativos denominada
RGD. Os implantes foram instalados no fémur de 16 cabras em dois tipos de
defeitos 6sseos (A e B) com densidades 0sseas distintas, juntamente com
implante de referéncia n&o revestido. O contato e o volume 6sseo foram
determinados apds cinco e doze semanas de instalagdo dos implantes,
utilizando-se de avalicdo histomorfométrica e de microtomografia
computadorizada (uCT). Ambos os métodos revelaram tendéncias
semelhantes na formacao 6ssea para os implantes com superficies distintas,
com os dados de uCT resultando em diferengas significativas. Apos cinco e
doze semanas, todos os trés revestimentos apresentaram um aumento
significativo no volume 6sseo sobre o implante sem revestimento, com os
maiores resultados para os implantes com revestimento de colageno. O
revestimento de RGD apresentou apenas uma ligeira melhoria em comparagao
com o grupo controle. Para titdnio ndo revestido, RGD e especialmente
colageno tipo |, a resposta na cavidade A, situada em osso mais denso, foi
mais forte que na cavidade B. O colageno tipo Ill, por outro lado, pareceu ser
o revestimento mais eficaz em areas de menor densidade 6ssea representada
pela cavidade B. Estes resultados sugerem que as moléculas da matriz (ou
suas combinagbes) sdo capazes de gerar sinais apropriados para o
microambientes especificos em torno dos implantes e podem assim acelerar o
processo de formacao 6ssea e aumentar a estabilidade dos mesmo.

Butz et al., em 2006, com objetivo de validar um método de uso da
microtomografia computadorizada como método quantitativo de avaliagéo da
interface osso e implante realizaram um trabalho colocando implantes no fémur

direito 7 ratos Sprague-Dawley. Os implantes eram de titAnio microtexturizados

e nao revestidos (Osseotite®) para o experimento, 0s mesmos foram
instalados no fémur direito de sete ratos, que se submeteram a eutanasia apés
14 dias. Cortes histologicos e de upCT correspondentes foram comparadas em
relacdo a morfometria 6ssea. A fracdo da cortical éssea nao apresentou
variagdo na presenga do implante. A fragdo de volume Osseo na regido
medular foi significativamente maior nas regiées mais proximas aos implantes

do que nas regides mais distantes. Os dados da analise por microtomografia
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computadorizada em diferentes regidées do osso cortical e do osso medular
apresentaram forte correlacdo com os dados da analise histomorfométrica.
Nenhuma correlagéo significativa relagédo foi encontrada para a area de 0 a 24
Mm da superficie suportando o uso da microtomografia computadorizada como
método nao destrutivo de avaliacdo d6ssea quantitativa na interface osso e
implante. Entretanto considera que mais estudos sdo necessarios, no entanto,
para abordar as distor¢des provocadas pelo metal que pode confundir a
avaliacao Ossea peri-implantar.

Ja em 2013, Stadlinger et al., analisaram por meio de microtomografia
computadorizada e analise histomorfométrica implantes bioquimicamente
modificados, inseridos na tibia proximal de ratos Wistar com osteoporose pré-
induzida. Dentre as superficies de implantes bioquimicamente modificadas,
haviam 5 superficies tratadas de formas distintas, divididas entre grupos de
animais com e sem osteoporose, induzida através de procedimento cirurgico
de ovariectomia. O objetivo do estudo foi testar se as modificagdes bioquimicas
que foram relatadas na literatura por estudos anteriores para melhorar a
osseointegracdo em osso saudavel renderiam um efeito semelhante na
osteoporose (Stadlinger et al., 2009; Stadlinger et al., 2012). Cento e sessenta
ratas Wistar virgens, com seis meses de idade, foram submetidos a
ovariectomia bilateral (OVX), enquanto outros 64 ratos foram submetidos a
cirurgia simulada e permaneceram intactos. Quatorze semanas apos a
cirurgia, os animais foram divididos em cinco grupos OVX e dois n&do OVX (32
ratos / grupo) com uma distribuicdo uniforme da densidade mineral 6ssea
proximal da tibia, avaliada por uCT e peso corporal dentro dos grupos OVX.
Cada um dos sete grupos foi aleatoriamente dividido em dois subgrupos (16
ratos/subgrupo), designados para 2 e 4 semanas de cicatrizagdo do implante.
Os animais receberam um implante na metafise proximal esquerda da tibia.
Amostras de ossos tibiais de oito animais por subgrupo foram avaliadas por
microCT e histomorfometria; as oito amostras adicionais foram utilizadas para
testes biomecanicos. Foram medidas formagbes O0sseas em duas regides
bilaterais na por¢ado medular sendo denominadas como areas adjacentes e
distantes (ROI-1 e ROI-2). Todos os animais osteopénicos privados de
estrogénio (OVX) apresentaram menor BIC (contato osso implante/area total
do implante) quando comparado aos animais com estrogénio (ndao-OVX),
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exceto os que receberam implantes revestidos com acido zoledrdnico. O
mesmo ocorreu quando comparado no periodo entre 2 e 4 semanas. Os
resultados histomorfométricos confirmaram os achados de uCT.

Pesquisas também continuam sendo realizadas na area com o intuito
de elucidar o comportamento da osseointegracdo mediante a ingestdo de
determinadas substancias presentes na rotina clinica. Em 2016, Al Subaie et
al., em recente trabalho publicado por meio de estudo experimental in vivo,
investigaram o efeito da administragéo sistémica pos-operatoria de omeprazol
na osseointegracéo de implantes em tibias de ratos. Para o experimento foram
usados 24 ratos Sprague-Dawley, onde foram instalados cirurgicamente um
implante de titanio na tibia esquerda e criado um defeito ésseo na tibia
direita. Durante as 2 semanas apos a cirurgia, 12 ratos foram tratados com
omeprazol (5 mg/kg, diariamente) e os outros 12 com soro fisiolégico. Apos a
eutanasia, o volume do defeito cortical e as porcentagens de osso recém
formado no defeito foram avaliados por meio de uCT. O volume 6sseo peri-
implantar, volume do tecido e a porcentagem de contato osso-implante foram
avaliados por meio de analise histomorfométrica. Os ratos tratados com
omeprazol exibiram defeitos corticais maiores e uma menor porcentagem de
osso recém formado nos defeitos quando comparados com o grupo
controle. Além disso, apresentaram menor volume de tecido 6sseo em torno
do implante e contato osso/implante reduzido. Os autores concluiram que o
omeoprazol administrado sistemicamente no pds operatério prejudica a

cicatrizagdo 6ssea e osseointegragao de implantes.

2.3 - Estudos experimentais in vivo com analise de superficies compostas

por fosfato de calcio por meio de histomorfometria

Em 1991, Busser et al. avaliaram a influéncia da superficie com
diferentes caracteristicas na osseointegragado de implantes. Instalou-se nas
tibias e fémur de seis mini porcos implantes cilindricos com seis superficies
distintas. Durante o periodo proposto de 3 a 6 semanas, os implantes com 0sso
circundante foram removidos e analisados em cortes histolégicos para
amostras nao calcificadas. Os espécimes foram desidratados e embebidos em

metil metacrilato. Cortes n&o calcificados de 500 ym de espessura foram
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obtidos usando uma serra de diamante em baixa velocidade com refrigeracao
e foram desgastados até uma espessura final de 80 ym, recebendo uma
coloragao de azul de toluidina. O exame histoldgico revelou contato direto com
o implante 6sseo para todos os implantes. No entanto, as analises
histomorfométricas demonstraram diferengas significativas na porcentagem de
contato osso-implante (BIC), quando medido no osso medular. As superficies
dos implantes que haviam recebido tratamento eletroquimico, jateamento com
granulos e tratamento com &acido obtiveram as menores porcentagens de
contato 6sseo com valores médios variando entre 20 e 25% no BIC. Os
implantes jateados com particulas maiores e implantes de titanio revestidos
com plasma demonstraram 30-40% de BIC. Os maiores valores em BIC foram
observados nas superficies com jateamento com particulas maiores e
tratamento com acido (alta rugosidade; HCI/H.SO,) com valores médios de 50-
60% e implantes revestidos com hidroxiapatita (HA) com 60-70%. No entanto,
o revestimento HA revelou consistentemente sinais de reabsorgcéo. Pode-se
concluir que a extensdo da interface osso-implante estaria positivamente
correlacionada com uma rugosidade crescente da superficie do implante.

Em estudo experimental in vivo realizado por Kuroda et al., em 2004
avaliou a estabilidade mecénica, a fragdo de volume 06sseo (volume
osseo/volume tecidual total) e a porcentagem de tecido ésseo em contato com
implantes instalados no longo eixo dos fémures direitos de 54 ratos machos
prague-Dawley. Metade dos implantes de liga de titanio (TisAlsV) eram
moderadamente rugosos e a outra metade foi revestida por fosfato de calcio
(hidroxiapatita) pelo método biomimético. Os animais foram submetidos a
eutanasia com 1, 2 ou 4 semanas apos a cirurgia (n=9 por grupo). Seis fémures
de cada grupo foram submetidos a analise por microtomografia
computadorizada, para determinagdo da fragdo de volume 6sseo (volume
osseo/volume total tecidual) e, em seguida, foi realizado o teste mecanico de
remogdo em uma maquina de ensaio universal para avaliar a estabilidade
mecanica. Os outros 3 espécimes de cada grupo foram preparados para
analise histomorfométrica e avaliada a porcentagem de tecido 6sseo em
contato com os implantes. Os implantes revestidos apresentaram estabilidade
mecanica significativamente maior do que os implantes ndo revestidos com

fosfato de calcio, em especial nos periodos iniciais de avaliacdo. Nao foram
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observadas diferencas estatisticamente significativas da fragcdo de volume
0sseo pela microtomografia computadorizada e da porcentagem de tecido
0sseo em contato com os implantes dos grupos testados pela analise
histomorfométrica.

Seguindo a mesma linha de pesquisa em superficies compostas por
fosfato de calcio, Habibovic et al., em 2005, num estudo experimental in vivo,
investigaram o desempenho bioldgico da osseointegracao e osseoindugao de
uma liga de titanio grau 4(TicAlsV), com e sem revestimento de fosfato
octacalcico (OCP) e com fosfato de calcio bifasico (BCP). Para avaliar a
biocompatibilidade dos trés grupos de revestimento utilizados (TisAl4V,
TiAlsV+OCP e TicAlsV+BCP), foram inseridos implantes no fémur esquerdo
de 10 cabras de forma aleatorizada. Apds seis semanas, 0 mesmo
procedimento foi repetido no fémur direito de todos os animais. Os implantes
foram isolados por meio de corte com uma serra de diamante e fixados em
ld&minas para analise histomorfométrica. Todos os implantes foram
desidratados em uma série graduada de alcoois (70-100%) e transferidos para
uma solugéo de metil metacrilato (MMA) que polimerizou a 37 °C pelo periodo
de 1 semana. Cortes longitudinais (10-15 pm) foram feitos usando uma serra
de diamante (Leica Microtome, Nussloch, Alemanha). Os cortes foram corados
com 1% de azul de metileno e 0,3% de fucsina basica apds mistura com HCI
e etanol. Foram realizadas mensuragdes histomorfométricas dos implantes
instalados nos fémures dos animas em diferentes areas do defeito formado
para distinguir a formagao 6ssea das partes do implante que estavam situadas
nas areas cortical e medular. Observou-se diferengas significativas na
formacéo Ossea entre as diferentes superficies no periodo de 6 e 12 semanas
na area cortical e medular. O estudo concluiu que a superficie tratada com
fosfato de calcio (TisAlsV + BCP) mostrou melhores propriedades
osteocondutoras quando comparada as de liga de titdnio ndo revestida ou
revestida com OCP.

Em outro estudo experimental in vivo, parafusos de liga de TigAl4V,
foram instalados nos fémures de 48 ratos. Os implantes foram colocados em
uma suspensao de nano particulas de HA a base de tolueno durante 180
minutos em uma temperatura de 100°C. Lin et al., em 2009, ao analisarem as
caracteristicas topograficas dos grupos utilizando um interferémetro, observou
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que as diferentes ligas utilizadas, liga de TigAl4V, ndo alteraram os parametros
de rugosidade superficial avaliados. A estabilidade mecanica do grupo onde
os parafusos foram revestidos por fosfato de calcio foi significativamente maior
do que nos grupos em que os parafusos nao foram revestidos, apés um
periodo de 2 semanas. Na avaliacdo histomorfométrica ndo foram observadas
diferengas significativas das superficies em contato com o tecido 6sseo. Os
valores eram semelhantes para ambos os grupos revestidos ou ndo com
fosfato de calcio. Os dados indicaram que a osseointegragao precoce pode ser

mais sensivelmente regulada por caracteristicas superficiais em nanémetros.
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3 OBJETIVOS

3.1 - Geral
Avaliar por meio da histomorfometria a osseointegragdo na superficie
de implantes compostos por titanio grau 4 (TisAl4V) revestidos com fosfato de

calcio.

3.2 - Especificos

Avaliar e comparar a formagéo 6ssea do grupo experimental (BGTi37)
e grupo controle (TiCp) em torno da superficie do implante, por meio da
histomorfometria.

Avaliar e comparar a formagao 6ssea em torno da superficie dos
implantes, analisando a interagao de contato entre osso e implante (BIC) e a
fragdo da area 6ssea ocupada (BAFO), por meio da histomorfometria.

Avaliar e comparar a formacdo éssea em torno da superficie do
implante, no periodo de 14 e 28 dias ap0ds a instalagao dos implantes, por meio
da histomorfometria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 - Desenho do estudo

Trata-se de uma analise histomorfométrica de um estudo experimental
in vivo controlado de um projeto com fomento recebido pela FAPEMIG
(Processo No: APQ-00542-14) realizado por uma equipe de pesquisadores da
Faculdade de Odontologia (FO-UFMG) em parceria com o Laboratorio de
Materiais e Pilhas a Combustivel (LaMPaC) do Departamento de Quimica do
Instituto de Ciéncias Exatas, com o Laboratoério de Biologia Cardiaca do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), ambos da Universidade Federal de
Minas Gerais, juntamente com a colaboragdo do Departamento de Periodontia
da Faculdade de Odontologia Universidade Estadual Paulista (FOAR -
UNESP). O estudo foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo
350/2013) (ANEXO 1).

4.2 - Calculo amostral

A partir dos dados da literatura, foi realizado o calculo amostral do
numero de espécimes necessarios para cada grupo, utilizando a seguinte
férmula, conforme previamente descrito (Zar JH., 2010):

n = 5%06* (ta2), v + ta2).v) 2
n=1,2769/(1,8668) (t 0,052)5 *+ t0,1002)5) 2
n=1,2769/(1,8668)? (2,571 + 1,476) 2
n=1,2769/3,4849 (4.047) 2

n =0,3664 X 16,3782

n =6,0009

No intuito de compensar alguma possivel perda, foram instalados
quatorze parafusos para cada grupo, nos dois momentos de avaliagdo: 14 e
28 dias. Um grupo controle (Ticp) e outro experimental (BGTi37). Para
minimizar o numero de animais e garantir o numero de espécimes necessarios

para cada grupo, foram instalados dois parafusos por animal, sendo um
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parafuso do grupo experimental (BGTi37) e o outro do grupo controle (Ticp),
selecionado aleatoriamente, em cada uma das tibias, direita ou esquerda
(Barros V.M., 2017).

4.3 - Preparagcao dos espécimes

Vinte e oito parafusos de uma liga de titdnio grau 4 (TisAlsV) para
enxerto 0sseo da empresa PeclLab, de didmetro 1,5 mm e comprimento 3 mm,
foram preparados pela propria empresa para o experimento. Esses parafusos
foram submetidos ao tratamento comercialmente utilizado pela empresa para
producdo de uma superficie de titanio texturizada, utilizando-se jateamento
com alumina e eros&o acida com acido nitrico e fluoridrico, segundo a norma
ASTM B600.

Em seguida, em parceria com o laboratorio LaMPaC do Departamento
de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG, metade dos parafusos
foram recobertos com o revestimento de fosfato de calcio. O processo de
recobrimento dos parafusos experimentais (BGTi37) foi idéntico ao realizado
em experimento in vitro anteriormente executado pela equipe de
pesquisadores (Barros V.M., 2017).

Os parafusos dos grupos controle (Ticp) e do experimental (BGTi37)
foram embalados individualmente em papel grau cirdargico e selados
hermeticamente com seladora. As embalagens esterilizadas com uma dose 15

kGy no Laboratério de Irradiagdo Gama do CDTN.

4.4 - Procedimento Cirurgico

Foram utilizados quatorze ratos machos da raca Wistar, com idade
aproximada de 2 meses. Os parafusos experimentais e controles foram
instalados nas tibias dos animais. Estes foram sacrificados em dois momentos

de avaliacdo: 14 e 28 dias, conforme previamente descrito (Kohal et al., 2016).

Os ratos foram anestesiados com uma solugdo de cetamina 10% e
xilazina 2% (1:1, 0,1mL/100g de peso corporal). Um volume de 0,3ml dessa

solugdo injetado na pata direita, por via intramuscular, em cada animal. Em
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seguida, realizada a tricotomia das patas traseiras dos animais. Os animais
anestesiados e tricotomizados foram colocados em decubito dorsal sobre a
mesa cirurgica e um campo cirurgico esteéril utilizado para isolar a pata a ser
operada. Em seguida, realizou-se a assepsia da pata com solug&o de iodo. Foi
realizada uma incisdo na porcao antero-medial da tibia utilizando-se lamina de

bisturi 15¢ (Solidor, Diadema, S&o Paulo, Brasil).

A musculatura foi afastada utilizando-se bisturi de Orban e mantida
afastada da superficie 6ssea com um descolador de Molt. O preparo do leito
foi realizado com uma broca helicoidal de 1,3 mm de didmetro (Neodent,
Curitiba, Parana, Brasil), acoplada a um contra angulo com reduc¢éo de 20:1
(Kavo, Joinvile, Santa Catarina, Brasil) sob rotagédo controlada de 1000 rpm em
um motor elétrico (Driller, Carapicuiba, S&do Paulo, Brasil) sob constante
irrigacdo com solugdo salina resfriada. Os parafusos auto-rosqueantes de
titdnio dos grupos experimental (BGTi37) ou controle (Ticp) foram inseridos na
perfuragdo preparada usando uma chave manual (PecLab, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil), alcangando estabilidade primaria. A musculatura foi
reposicionada e a sutura realizada com um fio de nylon 4.0 (Biosult, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil), e a area novamente limpa com solugédo de
iodo. Como protocolo, o primeiro parafuso foi sempre instalado na pata
esquerda de forma aleatorizada. A colocacdo do outro parafuso realizado

imediatamente apds o primeiro seguindo o mesmo protocolo cirurgico.
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FIGURA 1: Imagens ilustrativas do procedimento cirurgico para instalagcdo dos parafusos
controle e experimental nas tibias dos ratos. A - perfuragdo sob irrigagdo com solugéo salina
resfriada; B - perfuragao finalizada; C - parafuso acoplado a chave manual de insergao; D -
instalagdo do parafuso até alcancar estabilidade primaria; E - reposicionamento da
musculatura; F - retalho suturado apés nova assepsia com solugao de iodo.

Ao final do procedimento cirurgico, os animais receberam uma dose via
intramuscular de multibiético (benzilpenicilina e estreptomicina — 1 mg/kg)
(Vitalfarma, S&do Sebastido do Paraiso, Minas Gerais, Brasil) e uma dose de
analgésico (Benamine — 1 mg/kg) (Intervet, Cruzeiro, Sao Paulo, Brasil),
aplicada nas patas traseiras aleatoriamente. Um spray bactericida de uso
veterinario (Bactrovet Prata - Sulfadiazina Prata, Konig Brasil, Marinque, Sao
Paulo, Brasil) foi aplicado sobre a ferida cirurgica para evitar qualquer
contaminagao. Os animais foram acondicionados em numero de 3 por cada
caixa em ambiente adequado, com luminosidade e temperatura controladas, e
com acesso ad libitum a agua e ragao para animais de laboratério (Barros V.M.,
2017).
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4.4.1 — Eutanasia

Apo6s 14 dias da cirurgia, 7 animais foram sacrificados por decapitagao
em guilhotina apos sedagdo anestésica, com uma dose 3 vezes maior que
utilizada para o procedimento cirurgico. Os outros 6 animais foram sacrificados
apos 28 dias da cirurgia.

ApoOs a eutanasia, as tibias de cada animal foram dissecadas e os
tecidos moles totalmente removidos. As carcagas/dejetos colocados em sacos
plasticos brancos devidamente identificados, mantidos congelados em freezer
proprio e recolhidos por empresa especializada contratada pela UFMG. As
tibias dissecadas foram entdo armazenadas individualmente em tubos falcon
com 30 ml de formalina neutra a 10% em pH 6,84 para fixagao durante 48
horas. Apds esse periodo, foram lavadas por 3 vezes com agua e em seguida
armazenadas em alcool 70% sendo acondicionados em ambientes adequados
com luminosidade e temperatura controladas (Barros V.M., 2017).

O estudo foi realizado em dois momentos de avaliagdo: 14 e 28 dias.
Apoés o procedimento cirurgico um dos animais (animal n°5 do grupo de 14
dias) teve uma das tibias fraturada na area de inser¢ado do parafuso tendo a
outra tibia removida da amostra e outro animal (animal n°8 do grupo 28 dias)
morreu antes do periodo de eutanasia, conforme demonstrado na tabela do
ANEXO 2. Assim a amostra foi reduzida para um total de 12 animais. Mesmo
com a perda de dois animais, houve a possibilidade da execug¢do do estudo
histomorfométrico, pois o universo da amostra foi composto pelo total que
respeitou o numero suficiente de animais (n=6) conforme descrito no calculo

amostral anteriormente.
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FIGURA 2: Imagens ilustrativas demonstrando o didmetro de comprimento (A) e largura (B)
das tibias dissecadas.

4.5 - Composicao da amostra para histomorfometria

A amostra desse estudo foi composta por 24 implantes instalados nas
tibias de 12 ratos Wistar, de forma aleatoria, sendo que cada animal recebeu
um implante com a superficie controle e um implante com superficie
experimental.

Nesse processo foram confeccionadas I&minas de estudo histoldgico
por meio de um aparelho com capacidade especifica de preparar cortes de
amostras calcificadas (Exakt ®, Apparatebau, Norderstedt, Alemanha). Esse
sistema & empregado na pesquisa e desenvolvimento de implantes, stents,
cateteres cardiacos, em patologia oral, tecnologia odontoldgica, ortopedia,
medicina veterinaria e imuno-histoquimica.

O método foi desenvolvido por Donath e Breuner em 1982. Essa técnica
permite a preparagao de cortes finos sem a descalcificagdo éssea, com isso &
possivel manter informagdes importantes sobre a morfologia celular e avaliar
osseointegragcao por microscopia de luz. Por meio desses cortes, € possivel
observar a morfologia celular, identificar e quantificar de forma relativa diversas
areas de um corte histologico, avaliando a interagdo de contato entre osso e

implante (BIC) e a fragao da area 6ssea ocupada (BAFO).
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Foram confeccionadas 24 Iaminas histolégicas com uma espessura de
aproximadamente 30 ym. A amostra era composta por parafusos instalados
nas tibias de ratos Wistar machos. Esses parafusos de titanio apresentavam
duas superficies distintas, uma delas texturizada (Ticp - controle) e a outra
composta por parafusos experimentais revestidos com fosfato de calcio e
secos has temperaturas de 37°c (BGTi37). Esses parafusos foram instalados
aleatoriamente nas tibias dos animais, sendo que cada animal havia recebido
um parafuso com a superficie experimental e outro com a superficie controle.

As tibias dos animais dos 2 grupos foram reduzidas e fixadas em
solugédo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos® , Dinamica
Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 48 horas e banhadas
em agua corrente por 24 horas. Apos a fixagéo, as pegas passaram pela etapa
de desidratacdo a partir da sequéncia crescente de alcoois 70, 90 e 100,
gradativamente, com troca de solugdo a cada 7 dias. Ao término da
desidratacdo, as pecas foram imersas em mistura de alcool 100 e resina
fotopolimerizavel Techno Vit® (Alemanha, Heraeus Kulzer GmbH Division
Technik  Philipp-Reis-Str.  8/13 D-61273 Wehrheim) em diferentes
concentracdes, até a utilizacdo apenas da resina como meio de imersao. As
pecas foram incluidas na resina Technovit, que foi fotopolimerizada e
passaram pelo protocolo para processamento do Exakt. O corte e o desgaste
das pecas foram realizados no plano mésio-distal utilizando um sistema de
corte (Exakt® Cutting System, Apparatebau, Gmbh, Hamburgo, Alemanha) até
a obtencao de seccéo de aproximadamente 30 um de espessura.

A amostra foi submetida a uma coloragdo histologica de Azul de
Stevenel's e Fucsina Acida, a partir disso realizada avaliagdo e mensuragdo
de BIC e BAFO dos cortes histolégicos por meio de um software de Imagem
(Imaged 1.50%) (Schneider et al., 2012).

4.6 - Confeccgao das laminas histolégicas pelo Aparelho Exakt

4.6.1 - Protocolo de uso do aparelho Exakt

As tibias com os implantes fixados e que estavam armazenadas em

alcool 70% foram cortadas com o cuidado de se preservar o tecido 6sseo em
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contato intimo com o implante e de maneira que coubesse na caixa plastica

devidamente codificadas a lapis onde as amostras seriam embutidas.

FIGURA 3: Imagem ilustrativa demonstrando os cortes para armazenamento de forma
conveniente das areas de interesse da amostra.

Apés essa identificagdo, foi seguido um protocolo com os seguintes

passos:

1. Fixacéo
As amostras compostas pelos materiais calcificados foram fixadas em
uma solucao de formaldeido a 10%, tamponada por um periodo de 24 horas.

2. Lavagem em agua corrente
Apés a fixagao, as caixas plasticas com as amostras foram colocadas
dentro de um recipiente plastico, sob a torneira e submetidos a lavagem em

agua corrente por um tempo de 08 horas.

3. Desidratagdo

As caixas plasticas contendo as amostras foram mergulhados em
solugao com alcool etilico e a desidratagao do material foi realizada de maneira
gradativa (Alcool 60°, 80°, 96°, Absoluto); durante um tempo de sete dias. Esse
tempo variou de acordo com a espessura do material para a futura

incorporagao do glicol metacrilato.
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4. Infiltragdo da resina Technovit 7200 (Technovit 7200, Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Alemanha)

As caixas foram mergulhadas em recipientes de vidro, em local escuro,
contendo a Resina 7200, (Alcool/Resina: 70/30, 50/50, 30/70, 100, 100)
também de forma gradativa durante um tempo de 7 dias em cada solug¢ao. Ao
atingir uma concentragdo absoluta de infiltragdo do glicol metacrilato as
amostras foram removidas dos cassetes e posicionadas de forma conveniente
sob uma placa de vidro. Para esse posicionamento foi utilizado uma resina foto
no intuito de se posicionar o implante paralelamente a superficie da placa de
vidro facilitando o futuro corte e confecgcédo da lamina.

FIGURA 4: Imagem ilustrativa da remo¢édo da amostra da caixa plastica apds atingir uma
concentragdo absoluta de infiltragcdo do glicol metacrilato sendo posicionada de forma
conveniente sob uma placa de vidro anteriormente a inclusao.

5. Incluséo ou Polimerizagdo — Fotopolimerizadora

A inclusao foi realizada preenchendo pequenas férmas com a resina
Technovit 7200 (Technovit 7200, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Alemanha)
contendo as amostras preparadas de acordo com a forma de conveniéncia. As
formas escolhidas eram do tamanho necessario para a inclusdo do material.
Um pouco de Resina Technovit 7200 foi colocado na forma antes de posicionar
a amostra, com o lado de interesse posicionado pelo suporte criado
anteriormente. A partir disso, adicionava-se agua na inclusora, atingindo um
volume de aproximadamente 3 mm acima da amostra. Codigos escritos a lapis

foram adicionados e posicionados na lateral da férma (mergulhado na resina)
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para identificar as amostras. As amostras ficaram submetidas a um tempo

aproximado de quatro horas na luz amarela e seis horas em luz azul

FIGURA 5: Imagem ilustrativa da fotopolimerizagao das amostras tempo aproximado de quatro
horas na luz amarela (A) e seis horas em luz azul (B).

Ap0s a polimerizagao, as amostras foram retiradas das férmas e secas
com papel toalha, apds processo de secagem as mesmas foram lixadas (lixa
320) do lado oposto a amostra, manualmente, para que as superficies

ficassem paralelas.

FIGURA 6: Imagem ilustrativa imediatamente ap6s fotopolimerizagdo de parte das amostras.

Ap06s polimerizagao os blocos foram cortados ao meio utilizando motor e peca
de méao Beltec Lb100 (Beltec, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil) acoplado com
disco diamantado dupla face KG 7020 (Cotia, S&o Paulo, Brasil).

6. Colagem do bloco na lamina grande
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Para a preparac¢ao das laminas, os lados do bloco em resina da amostra
foram lixados no intuito de remover qualquer rebarba com uma lixa 800 na
politriz (Exakt 400CS, Exakt ® Apparatebau, Norderstedt, Alemanha), as
l&minas foram limpas com alcool 70% com um dos lados lixados manualmente

para promover a retencdo necessaria do bloco a lamina inicial.
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FIGURA 7: Imagem ilustrativa representando as amostras corretamente identificadas apos
colagem na l&mina para realizagao do corte inicial.

Foi utilizada cola (Locite, Henkel, Super Bonder, S&o Paulo, Brasil) para
colar o bloco de resina na Iamina grande e escrito o codigo de identificagcao de

cada amostra.

7. Exposicao da area de interesse pela serra

Para exposicdo da area de interesse foi necessario usar a serra de
corte. As serras foram montadas e posicionadas, prendendo o sanduiche de
ldminas com a ajuda do vacuo, deixando a fita entre as I&minas. Posicionou-
se a amostra de forma que a serra tocasse o centro do implante. A parte da

amostra que caiu na base da serra foi guardada de reserva.

FIGURA 8: Imagem ilustrativa demonstrando o primeiro corte na por¢do medial na transversal
do parafuso no aparelho de corte para exposi¢céo da area de interesse microscopico.
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8. Colagem da lamina pequena sobre a amostra

Para a colagem da Iamina era necessario verificar se a superficie da
prensa estava limpa. Apos a lavagem mediu-se a lamina e colou a lamina
menor com o adesivo polimerizavel Technovit 7210 (Heraeus Kulzer,
Wehrheim, Alemanha) sobre a amostra confeccionando um sanduiche. A
ldamina foi colocada na parte superior da prensa, com o vacuo ligado e
aproximadamente 5 gotas de Technovit 7210 (Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Alemanha) foram aplicadas no centro da amostra para que fosse espalhada
até as bordas de forma conveniente. As amostras foram colocadas na parte
inferior da prensa, com o peso solto bem devagar e observando se o bloco era
coberto totalmente, deixando prensando com o vacuo ligado por 3 minutos.
ApOs essas etapas o vacuo era desligado, a luz azul acessa e polimerizada
por 10 minutos. Apds o termino do tempo de polimerizagdo completado o
“sanduiche” composto pelas duas laminas era medido no paquimetro, obtendo
a medida da cola ideal em torno de 10 a 20 um.

FIGURA 9: Imagem ilustrativa demonstrando a polimerizacdo da segunda I&mina apds o
primeiro corte realizado. Avaliacdo da medida com paquimetro digital no intuito de garantir
uma a espessura ideal da resina aplicada em ym na confecgéo da I&mina.

9. Corte do sanduiche pela serra

As serras foram montadas e posicionadas, prendendo o sanduiche de
l&minas com a ajuda do vacuo, deixando a fita entre as laminas. Com a serra
ligada, puxou-se o sanduiche até que a fita tocasse a lamina menor, nesse
momento, o botdo de controle de espessura recebeu um movimento de 4 %
voltas no sentido horario e 1 volta no sentido anti-horario. A trava do brago do
suporte do sanduiche foi colocado para apertar a mesma, apertando o

parafuso que fica abaixo do suporte.
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FIGURA 10: Imagem ilustrativa do momento do segundo estagio de corte através da serra
de desgaste precisos sob movimento de oscilagdo do suporte e irrigagdo constante com agua
na serra de corte.

Nesse momento ligou-se a serra na velocidade “9”, abrindo a saida de
agua, soltando o suporte e deixando cortar para fazer um guia, fechando as
tampas de acrilico e ligando a oscilagdo quando metade da largura da serra

estiver dentro do material.

10. Sistema de Microdesgaste Exakt 400CS (politriz)

Para desgaste com a politriz (Exakt 400CS, Exakt ® Apparatebau,
Norderstedt, Alemanha) foi necessario medir a lamina final no paquimetro. A
medida deveria ter a cola da resina e a amostra em sua superficie. Para o
desgaste com a politriz foi necessario colocar a lamina em posi¢gdo, com o
auxilio da placa de acrilico e com o corte para baixo. Era seguido um roteiro
de sequéncia de lixas iniciando o desgaste usando a lixa 320 ou a 800,
dependendo da espessura da Iamina. Para o desgaste era ligado o vacuo e a
lixadeira sob irrigagdo com agua constante, a lixa adequada a espessura da
amostra era colocada em posi¢ao e os pesos acoplados para abaixar o suporte
com a lamina, até que a mesma tocasse a lixa. Apos duas voltas as laminas
eram medidas novamente no paquimetro e novo desgaste era realizado caso
necessario. Os desgastes eram realizados até a espessura de 150 ym, depois
somente a lixa de polimento 3200 era utilizada até a espessura de 30um.
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FIGURA 11: Imagem ilustrativa do momento de desgaste da lamina até uma espessura de
aproximadamente 30 um através de lixas de desgastes e polimento.

Apo6s completado todo o ciclo de confeccédo das laminas com amostras
calcificadas, as mesmas eram submetidas a coloracdo para posterior
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FIGURA 12: Imagem ilustrativa retirada do site do fabricante de todo o sistema Exakt (Exakt®,
Apparatebau, Norderstedt, Alemanha); demonstrando todos os estagios de confeccdo da
I&mina histologica ndo descalcificada desde o procedimento de polimerizagéo, corte, desgaste
e polimento por meio dos aparelhos do experimento (https://www.exakt.de/de/produkte/trenn-
duennschliff-technik/allgemein.html).

4.6.2 — Coloragao das laminas com Azul de Stevenel’s Blue e Fucsina
Acida

Para a avaliagdo das Iaminas histologicas uma coloragao de Stevenel's
Blue e Fucsina Acida foi preparada por meio de uma técnica modificada a partir
de artigos previamente descritos (Cogen, et al., 1980; Betoni et al., 2012; Freire
etal., 2012).

A coloracdo de Stevenel's Blue € composta por duas solugdes: Uma
composta por 1g de azul de metileno e 75ml de agua destilada e outra
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composta por 1,5g de permanganato de potassio e 75ml de agua destilada. No
preparo da solugao deve-se realizar a mistura das solugcdes separadas e a frio.
ApOs esse preparo realiza-se a mistura sob ebulicdo, até que todo o precipitado
tenha se dissolvido. Esse passo € critico, pois se ndo houver total dissolugao
pode ocorrer precipitacdo durante a coloragcdo. Apds totalmente dissolvido,
aguarda-se o resfriamento e realiza-se a filtragem por 3 vezes da solugéo.

A coloragdo de Fucsina Acida é composta por 2g de fucsina, 8ml de
agua destilada, 1 ml de alcool absoluto e 1 ml de acido acético. Para o preparo
dilui-se a fucsina na agua destilada, acrescenta-se o alcool absoluto
misturando os dois. Apos a mistura e no momento de utilizacdo da coloragao
acrescenta-se o acido acetico.

As laminas s&o mergulhadas na solugédo de azul de Stevenel’s, dentro
da estufa, e mantidas nessa solucédo durante 30 a 45 minutos. Apos remogao
das laminas da coloragdo, as mesmas sdo submersas em um frasco contendo
agua destilada durante 1 minuto. Se ao observar ao microscopio a coloragao
azul estiver adequada passamos para a coloracdo com fucsina. Essa
coloracgéo é realizada por gotejamento sobre o corte, de 3 a 5 minutos. Apds
esse procedimento em todas as laminas realiza-se a lavagem em agua
corrente e secagem com um papel macio sobre o corte.

Ao olhar no microscépio as laminas deviam estar com uma coloragao
adequada para observacdo do contato direto pela superficie do implante e
observacao do tecido 6sseo mineralizado. O azul observado refere-se as
células do tecido conjuntivo ndo mineralizadas e o rosa avermelhado (fucsina)

pelo tecido 6sseo mineralizado.

4.7 — Avaliagao Histomorfométrica

As imagens foram capturadas nos aumentos de 25X e 50X por um
microscopio o6tico (LEICA DMLS, Microscopia Leica e Scientific Instruments
Group, Wetzlar, Alemanha) utilizando uma cémera de video (DFC-300 FX 3
megapixel; Leica Microsystems Ltda., Wetzlar, Alemanha) acoplada a

microscopio.
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FIGURA 13: Imagem ilustrativa das imagens obtidas apds coloragdo com Azul de Stevenel's
e Fucsina Acida nos aumentos de 25X (A) e 50X (B e C) com escala de 100 ym.

4.7.1 - Protocolo de avaliagao por meio do software ImageJ 1.502

Os cortes obtidos através do experimento foram corados com Azul de
Stevenel’'s e Fucsina Acida conforme descrito anteriormente e apresentavam
uma coloracdo especifica vermelha e arroxeada. A avaliagao

histomorfométrica foi realizada por meio de analise da interacédo do contato
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osso-implante (BIC) e a fragdo da area 6ssea ocupada (BAFO). Os dados
histologicos foram analisados por meio de um software de analise de imagem
(Imaged, versao 1.50a, National Institutes of Health, EUA) com a captura das
imagens por um microscopio de luz em um aumento de 50X conectado a um
computador.

Por meio de analise da histomorfometria com o software, foram
calculadas as porcentagens de BIC e BAFO conforme previamente descrito
(Grassi et al., 2006; Stadlinger et. al., 2013; Kohal et al., 2016). Para
mensuragao do contato osso-implante (BIC) foi realizada uma medida em uma
area pré-determinada e de igual extensao linear do contato entre tecido
conjuntivo (corado com azul de Stevenel's) com o implante e entre tecido 6sseo
(corado com vermelho de alizarina) com implante em 3 regides bilateralmente
correspondentes a duas regides corticais (da cabega e do apice do parafuso)
e uma regido medular. Também foram realizadas mensuragbes da
porcentagem de fragdo da area 6ssea ocupada (BAFO) (corado com vermelho
de alizarina) ao redor de uma area pré-determinada de 2 regides pré-
selecionadas na porgdo medular para os dois grupos com o intuito de
determinar a area de osso neoformado devido a anatomia do leito receptor
(espago medular amplo ser mais critico ao processo de neoformacgédo e
remodelacao).

Como cada implante presente na I&mina foi considerado uma unidade
para a analise, as leituras foram realizadas bilateralmente na superficie do
parafuso, de forma que sua média fosse considerada como um valor
representativo da unidade.

A avaliagdo histomorfométrica foi realizada de forma padronizada. Os
parametros histomorfométricos seguiram os padrbes determinados pelas
diretrizes publicadas pela Sociedade Americana de Pesquisa em Osso
Mineralizado (ASBMR) (Dempster, et al., 2013).

Foram obtidas 60 imagens das 24 laminas pelo microscépio 6tico, com
os aumentos de 25x e 50x. Entretanto, apenas imagens com aumentos de 50x
foram utilizadas na elaboragdo do banco de dados da pesquisa, devido a
melhor qualidade para mensuragdo da osseointegracao e da neoformacao
0ssea. Imagens com magnificagdo de 25x foram usadas no estudo apenas no

intuito de observar o aspecto geral e identificar as Iaminas. Dessa forma, foram



58

aproveitadas 48 imagens para afericdo das medidas referentes lineares de BIC
e de BAFO em um aumento da imagem de 200%.

A avaliagdo histomorfométrica da osseointegragdo de BIC e BAFO foi
realizada em areas pré-determinadas por meio de um gabarito definido (figura
14). Para BIC foram utilizadas medidas lineares bilaterais padronizadas de
612um nas duas porgdes corticais da tibia onde o parafuso do implante estava
em contato direto com o osso somando um total de quatro regides na medida
linear. Para o calculo de BAFO foram utilizadas medidas de area bilaterais
padronizadas na porgdo medular de 380491 pm? (ROIM, ROI2 — BIC cortical;
ROI3 — BIC medular; ROI4 e ROI5 — BAFO). Por meio da analise histolégica
pelo software, foram calculadas as porcentagens de BIC somando-se todas as
porcdes de osso em contato direto com os implantes e dividindo essa soma
pela area total estabelecida pelo gabarito. No calculo de BAFO a soma das
areas de neoformacdo Ossea foram divididas pela area total estabelecida.
Todas as mensuragdes foram realizadas apos treinamento juntamente com
outro pesquisador treinado. Este método serviu como base para a avaliagao
do contato Osseo-implante (BIC) e da fragdo Ossea ocupada (BAFO)
(Stadlinger et. al., 2013).
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FIGURA 14: Desenho esquematico demonstrando de forma ilustrativa as regides de afericao
de BIC e BAFO nas regides cortical e medular. Em azul podemos observar as regides de
afericdo de BIC (ROI-1, ROI-2, ROI-3) e em vermelho a regido de afericao de BAFO (ROI-4).



59

Abaixo pode-se observar um padrdo da imagem histologica avaliada ja
com os gabaritos estabelecidos pelo software ja posicionados.

FIGURA 15: Imagem ilustrativa das imagens obtidas apos coloragdo com Azul de Stevenel’s
e Fucsina Acida nos aumentos de 50X (A) e (B) com escala de 100 um.
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4.8 - Analise Estatistica

Os dados obtidos foram organizados e os parametros das analises
histologicas foram analisados com auxilio do programa no software estatistico
SPSS (versdo 20.0 IBM SPSS Statistics 20, Estados Unidos) em valores
percentuais e foram submetidos a analise por meio da curva de normalidade
para determinagéo do teste mais adequado (paramétrico ou ndo paramétrico).
A distribuicdo normal dos parédmetros analisados pela histomorfometria foi
comprovada pelo teste de Shapiro-Wilk. O principio da homecedasticidade foi
confirmado e os dados foram submetidos a analise pelo Teste t de Student
para amostras dependentes (para comparagao dos grupos controle e
experimental) e pelo Teste t de Student para amostras independentes (para
comparagao intragrupos nos dois diferentes tempos de eutanasia), com nivel

de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

A avaliacdo preliminar das lédminas histolégicas obtidas com a
metodologia previamente descrita possibilitou a observagcédo da presenga de
tecido 6sseo mineralizado em contato intimo com a superficie dos implantes,
em todos os grupos. Esta neoformagdo dssea pode ser observada tanto na
regido do osso cortical quanto na regido do osso medular, por meio da
coloracdo histolégica nos diferentes periodos de tempo e para os grupos
experimental e controle (figuras 15, 16, 17 e 18).

Nas laminas obtidas, as neoformacdes de tecido 6sseo maduro e em
justaposicéo as espiras do implante, sem a presenca de processo inflamatorio
foi uma observacao recorrente em todas as situagdes do estudo, conforme

imagens que se seguem.

FIGURA 16: Imagem ilustrativa das imagens obtidas apds coloracao com Azul de Stevenel’s
e Fucsina Acida da superficie controle no tempo de 14 dias. E possivel observar nos aumentos
de 25X mostrando todo o parafuso instalado na tibia do animal (A); 50X mostrando a parte
superior do parafuso (B); 50X mostrando a parte inferior do parafuso (C); 100X mostrando com
maiores detalhes a superficie do parafuso em contato com o tecido 6sseo mineralizado (D).
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FIGURA 17: Imagem ilustrativa das imagens obtidas apds coloracao com Azul de Stevenel’s
e Fucsina Acida da superficie experimental no tempo de 28 dias. E possivel observar nos
aumentos de 25X mostrando todo o parafuso instalado na tibia do animal (A); 50X mostrando
a parte superior do parafuso (B); 50X mostrando a parte inferior do parafuso (C); 100X
mostrando com maiores detalhes a superficie do parafuso em contato com o tecido 6sseo
mineralizado (D).

B

FIGURA 18: Imagem ilustrativa das imagens obtidas apds coloracao com Azul de Stevenel’s
e Fucsina Acida da superficie controle no tempo de 28 dias. E possivel observar nos aumentos
de 25X mostrando todo o parafuso instalado na tibia do animal (A); 50X mostrando a parte
superior do parafuso (B); 50X mostrando a parte inferior do parafuso (C); 100X mostrando com
maiores detalhes a superficie do parafuso em contato com o tecido 6sseo mineralizado (D).



63

Para a analise do BIC e do BAFO, os resultados obtidos foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (P > 0,05) o que confirmou a normalidade
dos resultados, possibilitando a utilizando de um teste paramétrico. Para a
comparagao do grupo controle com o grupo experimental foi utilizado o Teste
de t de Student para amostras dependentes, uma vez que o mesmo animal
recebeu um implante controle e um implante experimental em cada tibia. Os
valores da media e desvio padrao para cada condigao teste sao apresentados
na Tabela 1.

Analise estatistica descritiva para amostras dependentes

n Média Desvio padrao
BIC cortical Controle 12 0,541 0,142
BIC cortical Experimental 12 0,505 0,137
BIC medular Controle 12 0,509 0,237
BIC medular Experimental 12 0,473 0,266
BAFO Controle 12 0,158 0,098
BAFO Experimental 12 0,142 0,072

Tabela 1: Valores de Média e Desvio Padrao para amostras dependentes nos tempos de 14
e 28 dias

Na tabela 1 é possivel observar a média e desvio padrao de BIC cortical,
BIC medular e BAFO nas superficies controle e experimental dos animais de
toda a amostra, sem considerar a influéncia do tempo até o sacrificio dos
animas.

Para a obtencado do valor de BIC cortical foi calculada a média dos
valores de BIC mensurado na regido do terco da cabeca e do apice do
parafuso. Pode ser verificado que os maiores valores nominais de BIC foram
observados no grupo da superficie controle na regido cortical (0,541+ 0,142) e
medular (0,509 £ 0,237), maiores valores nominais de BAFO também foram
encontrados na superficie controle (0,158 + 0,098) porém essas diferengas nao
apresentaram valores estatisticamente significativos conforme Teste t de

Student para amostras dependentes realizado demonstrado na tabela 2.
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Teste t para amostras dependentes (95% significéncia

t p
BIC cortical Controle — BIC cortical Experimental 0,780 0,452
BIC medular Controle - BIC medular 0,478 0,642
Experimental
BAFO Controle - BAFO Experimental 0,410 0,690

Tabela 2: Teste t de Student para amostras dependentes para BIC cortical, BIC medular e
BAFO

Na tabela 2 é possivel observar o resultado do Teste t para amostras
dependentes demonstrando n&o haver diferengas significativas entre as
superficies controle e experimental quando avaliadas nos periodos de 14 e 28
dias respectivamente. Na tabela € possivel observar que a probabilidade de
igualdade é superior a 0,05 em todas as condi¢des consideradas.

Ao se comparar os grupos controle e experimental exclusivamente no
periodo de tempo de 14 dias, foram obtidos os resultados de média e desvio
padrao apresentados na Tabela 3.

Estatistica descritiva para amostras dependentes no tempo de 14 dias

n Média Desvio Padrao
BIC cortical Controle 6 0,527 0,156
BIC cortical Experimental 6 0,489 0,115
BIC medular controle 6 0,405 0,083
BIC medular experimental 6 0,276 0,207
BAFO Controle 6 0,139 0,087
BAFO Experimental 6 0,120 0,068

Tabela 3: Valores de Média e Desvio Padrao para amostras dependentes no tempo de 14 dias

Na tabela 3 é possivel observar a média e desvio padrao de BIC cortical,
BIC medular e BAFO nas superficies controle e experimental dos animais que
sofreram eutanasia com 14 dias. Pode ser verificado que os maiores valores
nominais de BIC foram observados no grupo da superficie controle na regiao
cortical (0,527+ 0,156) e medular (0,405 + 0,083), maiores valores nominais de

BAFO também foram encontrados na superficie controle (0,139 + 0,087). As
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maiores diferengas puderam ser observadas entre as superficies na regido
medular, porém essas diferencas ndo apresentaram valores estatisticamente

significativos conforme teste realizado demonstrado na tabela 4.

Teste t para amostras dependentes no tempo de 14 dias (95% significéncia)

t p
BIC cortical Controle — BIC cortical Experimental 0,732 0,497
BIC medular Controle — BIC medular Experimental 1,199 0,284
BAFO Controle - BAFO Experimental 0,427 0,687

Tabela 4: Teste t de Student para amostras dependentes no tempo de 14 dias

Na tabela 4 é possivel observar o resultado do Teste t para amostras
dependentes demonstrando ndo haver diferengas significativas entre as
superficies controle e experimental quando avaliadas no mesmo animal no
tempo de 14 dias. Na tabela € possivel observar que a probabilidade de
igualdade é superior a 0,05 em todas as condi¢des consideradas.

Considerando exclusivamente o tempo de 28 dias, ao se comparar os
grupos controle e experimental foram obtidos os resultados de média e desvio
padrao apresentados na Tabela 5.

Estatistica descritiva para amostras dependentes no tempo de 28 dias

n Média Desvio Padrao
BIC cortical Controle 6 0,554 0,139
BIC cortical Experimental 6 0,521 0,167
BIC medular controle 6 0,613 0,301
BIC medular experimental ¢ 0,670 0,141
BAFO Controle 6 0,177 0,119
BAFO Experimental 6 0,163 0,075

Tabela 5: Valores de Média e Desvio Padrdo para amostras dependentes no tempo de 28 dias

Na tabela 5 é possivel observar a média e desvio padrao de BIC cortical,
BIC medular e BAFO nas superficies controle e experimental dos animais que
sofreram eutanasia com 28 dias. Pode ser verificado que os maiores valores

nominais de BIC foram observados no grupo da superficie controle apenas na
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regiao cortical (0,554 0,139) sendo observado um melhor desempenho de
BIC pelo grupo experimental na regido medular (0,670 + 0,141), os maiores
valores nominais de BAFO foram encontrados na superficie controle (0,177 +
0,119) porém essas diferengas nao apresentaram valores estatisticamente

significativos conforme teste realizado demonstrado na tabela 6.

Teste t para amostras dependentes no tempo de 28 dias (95% significéncia)

t p
BIC cortical Controle — BIC cortical Experimental 0,415 0,695
BIC medular Controle — BIC medular Experimental  -0,584 0,585
BAFO Controle - BAFO Experimental 0,191 0,856

Tabela 6: Teste t de Student para amostras dependentes no tempo de 28 dias

Na tabela 6 € possivel observar o resultado do Teste t para amostras
dependentes demonstrando ndo haver diferengas significativas entre as
superficies controle e experimental quando avaliadas no mesmo animal no
tempo de 28 dias. Na tabela €& possivel observar que a probabilidade de
igualdade é superior a 0,05 em todas as condi¢des consideradas.

A influencia do fator de variagdo tempo (14 ou 28 dias) foi avaliada de
forma independente, diferentemente do fator de variagdo tratamento de

superficie, sendo seus resultados apresentados na Tabela 7.
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Analise estatistica descritiva para amostras independentes

n|] Tempo Média Desvio Padrao
BIC total Controle 6 14 dias 0,505 0,146

6 28 dias 0,574 0,177
BIC total Experimental 6 14 dias 0,419* 0,081

6 28 dias 0,570* 0,127
BAFO Controle 6 14 dias 0,139 0,087

6 28 dias 0,177 0,119
BAFO Experimental 6 14 dias 0,120 0,068

6 28 dias 0,163 0,075

Tabela 7: Valores de Média e Desvio Padrédo obtida pelo Teste t de Student para amostras
independentes nos tempos de 14 e 28 dias para BIC fofal e BAFO

Na tabela 7 é possivel observar a média e desvio padrao de BIC fotal
(soma das medidas lineares relativas cervical e apical dividas por 2 de BIC
cortical e a soma das medidas lineares relativas de BIC medular) e BAFO nas
superficies controle e experimental separada pelos tempos de 14 e 28 dias dos
animais que sofreram eutanasia. Nao foram observadas diferengas
significativas nos valores nominais de BAFO entre as superficies controle e
experimental apesar dos dados demonstrarem valores maiores para a
superficie controle.

As maiores diferencas nos valores nominais de BIC total entre os
tempos de 14 e 28 dias foram observados no grupo experimental (0,419 +
0,081 no tempo 14 dias e 0,570 + 0,127 no tempo de 28 dias). Essas diferengas
apresentaram-se estatisticamente significativas conforme demonstrado no

teste realizado na tabela 8.



68

Tabela 8: Teste t de Student para amostras independentes para as amostras controle e

experimental em BIC fotal e BAFO nos tempos de 14 e 28 dias.

Teste t para amostras independentes (95% significéncia)

f *
BIC total Controle Variagdes iguais assumidas 0,730 0,282
Variagdes iguais ndo assumidas 0,730 0,482
BIC total Experimental Variagdes iguais assumidas 2472 0,033*
Variagdes iguais ndo assumidas 2472 0,037*
BAFO Controle Variagdes iguais assumidas 0,649 0,531
Variagdes iguais ndo assumidas 0,649 0,532
BAFO Experimental  Variagdes iguais assumidas 1,048 0,319
Variagdes iguais ndo assumidas 1,048 0,320

Na tabela 8 & possivel observar que a probabilidade de igualdade &

inferior a 0,05 (p<0,05) na avaliacdo de BIC total da superficie experimental.

O resultado do Teste t para amostras independentes demonstra diferengas

significativas na superficie experimental quando comparada entre os tempos

de 14 e 28 dias.

BIC total das superficies nos tempos de 14 e 28 dias

0,57+0,18 0,57+0,13
gjg 0,510,15 *
’ 0,42+0,08
0,60 *
Q 050
M 0,40
X 0,30
0,20
0,10
14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
BIC total Controle BIC total Experimental

Grafico 1: Avaliacdo das diferengas médias e desvio padrdo de BIC total nos tempos de 14 e

28 dias, (*) P<0,05.
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No grafico 1 € possivel observar a média dos valores de BIC total
controle e experimental demonstrando as diferengcas significativas na
superficie experimental quando comparada entre os tempos de 14 e 28 dias
(*p<0,05).

Uma vez observada diferencga significativa no BIC total experimental nos
periodos de 14 e 28 dias, decidimos por avaliar o BIC cortical e medular de
forma separada visando elucidar qual das regides foram determinantes para a
diferenga significante previamente detectada. Os valores da media e desvio
padrao para tais condi¢cdes encontra-se apresentadas na Tabela 9.

Analise estatistica descritiva para amostras independentes

n Tempo Média Desvio Padrao
BIC cortical Controle 6 14 dias 0,527 0,156
6 28 dias 0,554 0,140
BIC cortical Experimental 6 14 dias 0,489 0,115
6 28 dias 0,521 0,167
BIC medular Controle 6 14 dias 0,405 0,083
6 28 dias 0,613 0,301
BIC medular Experimental 6 14 dias 0,276* 0,207
6 28 dias 0,670* 0,141

Tabela 9: Valores de Média e Desvio Padrdo para amostras independentes em BIC nos
tempos de 14 e 28 dias nas regibes cortical e medular

Na tabela 9 é possivel observar a média e desvio padrdao de BIC
medular, BIC cortical superficies controle e experimental separada pelos
tempos de 14 e 28 dias dos animais que sofreram eutanasia. Nao foram
observadas diferencgas significativas nos valores de BIC cortical. As maiores
diferengas nos valores nominais de BIC medular entre os tempos de 14 e 28
dias foram observados no grupo experimental (0,276 £ 0,207 no tempo 14 dias
e 0,670 = 0,141 no tempo de 28 dias). Essas diferengcas apresentaram-se
estatisticamente significativas conforme demonstrado no teste na tabela 10.
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Teste t para amostras independentes (95% significéncia)

t p*
BIC cortical controle Variagoes iguais assumidas 0,319 0,757
Variagbes iguais ndo assumidas (0,319 0,757
BIC cortical experimental VariagOes iguais assumidas 0,378 0,713
Variagbes iguais ndo assumidas (0,378 0,714
BIC medular controle Variagdes iguais assumidas 1,634 0,133
Variagbes iguais ndo assumidas 1,634 0,155
BIC medular experimental Variagoes iguais assumidas 3,855 0,003*

Variagbes iguais ndo assumidas 3 855 0,004*

Tabela 10: Teste t de Student para amostras independentes para as amostras controle e

experimental em BIC medular e BIC cortical nos tempos de 14 e 28 dias.

Na tabela 10 é possivel observar que a probabilidade de igualdade &
inferior a 0,05 na avaliagdo de BIC medular da superficie experimental
(p<0,05*). O resultado do Teste t para amostras independentes demonstra
diferengas significativas na superficie experimental na regido medular quando
comparada entre os tempos de 14 e 28 dias.

BIC medular das superficies nos tempos de 14 ¢ 28 dias

1,00 0,61+0,30 0,671*0,14
0,80
9 0,60 0,40+0,08 0,28i0,21
[aa]
X 0,40
0,20
14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
BIC medular Controle BIC medular Experimental

Grafico 2: Avaliagédo das diferengas médias e desvio padrdo de BIC medular nos tempos de
14 e 28 dias, (*) P<0,05.

No grafico 2 é possivel observar a média dos valores de BIC medular
controle e experimental demonstrando diferengas significativas na superficie
experimental quando comparada entre os tempos de 14 e 28 dias (p<0,05%).
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6 DISCUSSAO

O processo biolégico da osseointegragcao sobre a superficie de um
material biocompativel, constitui-se em uma das descobertas mais importantes
da Odontologia moderna. A osseointegracdo consiste na ligagdo direta por
meio de um intimo contato da matriz éssea mineralizada do osso com o
implante e advém de uma sucessdo de eventos bioldgicos. As primeiras
reagdes quimicas entre a superficie do implante e os tecidos organicos sao
reguladas por agdes coordenadas de diferentes tipos de células por meio de
moléculas sinalizadoras (Albrektsson T. e Johansson C. et al., 2001). Apos
este contato, € formada na superficie do implante uma camada de
macromoléculas glicoproteicas e agua, que € determinante como parte do
substrato necessario para adesao, proliferacdo, diferenciacdo e sintese
proteica de osteoblastos. Uma série de eventos bioquimicos regulados pela
interacao das células com a superficie sdo desencadeados, comegando com
alteragao do pH tecidual na regido, em um primeiro momento, e culminando
com a liberacdo de proteinas da matriz celular, citocinas e fatores de
crescimento. Essas enzimas reguladoras do processo de divisdo e
diferenciagao celular, sdo fundamentais para que células mesenquimais
indiferenciadas e outras células que compdem o tecido conjuntivo existentes
na medula 6ssea, diferenciem-se em osteoblastos e fibroblastos sintetizando
as proteinas necessarias para a produgdo da matriz éssea mineralizada.
(Albrektsson et al, 1981; Branemark et al, 1983; Davies et al., 1998;
Albrektsson et al., 2001 e Abrahamsson et al., 2004).

O principal objetivo do tratamento com implantes é o de conseguir uma
rapida e estavel ancoragem no 0sso, capaz de suportar com seguranga e
longevidade clinica uma prétese sobre implante. Modificagbes nos desenhos
e na superficie dos implantes sdo constantemente desenvolvidas, sempre em
busca de um material que estimule e acelere a osseointegragdo dos implantes
dentarios (Albrektsson et al., 1981; Branemark et al., 1983; Davies et al., 1998;
Albrektsson et al., 2001 e Abrahamsson et al., 2004).

A osseointegracdo foi e ainda continua sendo estudada em varios
modelos experimentais animais e inclusive modelos humanos (Grassi et al.,
2006; Grassi et al., 2007; Stadlinger et al., 2009; Pimentel et al., 2014).
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Diversos autores descrevem o processo da osseointegragdo em modelos
animais distintos, descrevendo as varias etapas envolvidas na formacgao 6ssea
e osseointegracao de implantes. O presente estudo utilizou ratos Wistar com
parafusos instalados na tibia dos animais, assim como Barglundh et al., 2003;
Abrahamsson et al., 2004; Surmenev et al., 2014 e Kohal et al., 2016.

Uma analise histomorfométrica foi realizada de forma padronizada para
a avaliagdo dessa superficie por meio da area de contato do tecido 6sseo com
o parafuso instalado nas tibias. Os parametros histomorfométricos seguiram
padroes determinados nas diretrizes publicadas pela Sociedade Americana de
Pesquisa em Osso Mineralizado (ASBMR). Os autores definem BIC como o
contato direto entre osso e uma superficie de implante, porém os resultados
de BIC n&o sao avaliados nos estudos de maneira padronizada. Estudos
também definem o termo BAFO como fragdo da area éssea ocupada. Porém
esses dados ndo podem ser comparados diretamente a outros trabalhos caso
seja utilizada uma metodologia de mensuragédo diferente. Outros trabalhos
empregando uma metodologia de medida distinta também utilizaram os termos
BIC e BAFO com consideragcbes e nomenclaturas diferentes. Essa situagao
dificulta a comparac&o dos resultados encontrados em outros estudos. Fato
que impede uma comparagao adequada de diferentes superficies, trazendo
assim uma dificuldade na comparagao dos dados. (Habibovic et al., em 2005;
Grassi et al., 2006; Lin et al., 2007; Oliveira et al., 2013; Stadlinger et al., 2013;
Verzola et al., 2015; Al Subaie et al., 2016 e Bai et al., 2018). (Barglundh et al.,
2003; Grassi et al., 2007 e Pimentel et al., 2014).

Esse fato impede uma comparacao adequada de diferentes superficies,
trazendo assim uma dificuldade na comparacao dos dados. Deve-se levar em
conta que o BIC é uma medida linear relativa, que impossibilita uma conclusao
exata e representa a medida de apenas um corte histolégico. Ndo estamos
avaliando o implante de forma volumétrica, a avaliagdo é histolodgica, sendo
essa mensuragao realizada apenas de forma linear. Quando se observa os
valores de BAFO, pode-se ressaltar o mesmo fenbmeno, em uma determinada
area realiza-se uma mensuracao de forma relativa, pois esta avaliando apenas
a ocupacao 6ssea em um determinado ponto que nao determina toda a area
O0ssea ocupada pelo volume total do espécime sendo ela também outra medida
relativa. (Butz et al., 2006 e Dempster, et al., 2013). Para se observar com mais
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clareza os resultados histolégicos, a sua avaliagdo com dados de microCT
torna-se de fundamental importédncia quando o assunto é osseointegragéo.
(Bernhardt et al., 2005; Butz et al., 2006; Stadlinger et al., 2013 e Al Subaie et
al., 2016).

Uma grande evolugdo da implantodontia ocorreu devido a descoberta
do uso das ligas de titdnio por Branemark, que por muitos anos trabalhou na
reabilitacdo oral com implantes usinados, isto €, sem tratamento de superficie
na reabilitagdo oral. Porém, um novo salto evolutivo na implantodontia
aconteceu com os tratamentos de superficie dessas ligas titanio. Dentre os
tratamentos de superficie pode-se citar: A composi¢ao quimica da superficie
de implantes dentarios, a rugosidade superficial por meio do plasma-spray de
titanio, jateamento com oxidos, jateamento com 6xidos seguido de tratamento
térmico, condicionamento acido, anodizacdo eletroquimica, irradiacdo por
feixes de laser, tratamento com raios ultra violeta, a sinterizacdo com
polimeros e a cobertura com determinadas substancias como a insulina, o
colageno, o alendronato, o fosfato de calcio e derivados. (Meraw et al., 1999;
Schmidmaier et al., 2001; Berglundh et al., 2003; Busser ef al., 2004; Kuroda
et al., 2004; Grassi et al., 2007; Le Guéhennec et al., 2007; Schwarz et al.,
2007; Stadingler et al., 2009 e Oliveira et al., 2013).

Um dos tratamentos de superficie das ligas de titdnio consiste no
recobrimento por fosfato de calcio, o principal componente inorgénico do 0sso,
e foi desenvolvido no intuito de aperfeicoar ainda mais essas superficies
visando acelerar o processo de osseointegragao. Algumas tendéncias sobre
os tratamentos de superficie futuras apontam o uso de uma rugosidade em
escala nanométrica, com o uso de revestimentos biomiméticos de fosfato de
calcio em implantes dentarios de titdnio com a incorporacdo de drogas
biologicamente ativas em implantes dentarios (Le Guéhennec et al., 2007,
Surmenev et al., 2014 e Bai et al.,, 2018). O presente trabalho realizou a
disposicdo nanométrica de um vidro bioativos contendo fosfato de calcio, pelo
método biomimético e em temperatura ambiente, o que possibilita inUmeras
possibilidades de incorporagao de farmacos ou proteinas que, constantemente
com esse revestimento, possam potencializar a resposta do tecido ésseo.
Pensando no aprimoramento das ligas de titanio, novas superficies de
implantes de TiO, compostas por fosfato de calcio, foram desenvolvidas no
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intuito de aperfeigoar ainda mais essas superficies de implantes, acelerando o
processo de osseointegracao (Busser ef al., 1991; Kuroda et al., 2004; Butz et
al., em 2006; Le Guéhennec et al., 2007 e Surmeneyv et al., 2014).

O desenvolvimento dessas superficies acontece na busca de gerar uma
estavel interagao da interface entre o osso e o implante. O TiO, é estavel e
biologicamente inerte, capaz de viabilizar a deposicdo de matriz 0ssea
mineralizada na sua superficie (Lopez et al., 2002; Singh et al., 2008; Oliveira
et al., 2013, Bai et al., 2018 e Rupp et al., 2018). Atualmente, essa liga TisAl4V
microtexturizada foi muito aprimorada sendo considerada como padrdo ouro.
A superficie € produzida por jateamento seguido de erosdo acida,
demonstrando ser capaz de promover um excelente papel de resisténcia a
corrosao e mecanica, apresentando biocompatibilidade, com elevados
percentuais de sucesso, acima de 95% em estudos longitudinais presentes na
literatura (Kim et al., 2005; Mertens et al., 2011 e Buser et al., 2012).

O presente estudo avaliou a formacao da matriz extracelular produzida
pelos osteoblastos em contato com a superficie revestida por fosfato de calcio
e comparou com uma superficie do titdnio microtexturizada, ja utilizada e com
elevado indice de sucesso clinico. Acreditou-se que o fostato de calcio seria
capaz de interferir nas respostas celulares estimulando a osseointegragao.
Essa cobertura poderia resultar em uma maior area de contato do tecido 6sseo
com o implante, reduzindo o periodo de osseointegragéao.

A neoformacao 6ssea, foi e ainda continua sendo estudada em varios
modelos experimentais em animais. Dente os diversos estudos, Barglundh et
al., 2003 e Abrahamsson et al., 2004 descreveram varias etapas envolvidas na
formacgao 6ssea e osseointegracédo de implantes instalados na mandibula de
caes. O presente estudo utilizou ratos Wistar com parafusos instalados na tibia
dos animais conforme descrito por Kohal et al., 2016. A partir das amostras
foram confeccionadas laminas histolégicas por um meio de descalcificagao e
embutimento em resina. Ambos os método utilizado sdo semelhantes ao
realizado no presente estudo, mudando o modelo animal, o desenho
geomeétrico e o sitio de instalagdo do implante.

No estudo experimental proposto, foi realizada a observacdo das
porcoes periféricas das roscas de implantes em intimo contato com o tecido

0sseo. Esses parafusos foram submetidos ao tratamento comercialmente



75

utilizado pela empresa para producao de uma superficie de titanio texturizada,
utilizando-se jateamento com alumina e erosdo acida com &acido nitrico e
fluoridrico, segundo a norma ASTM B600.

Uma analise histomorfométrica foi realizada de forma padronizada para
a avaliagao dessa superficie por meio da area de contato do tecido 6sseo com
o parafuso instalado nas tibias dos animais. Os parametros histométricos
seguiram padrbes determinados pelas diretrizes publicadas pela Sociedade
Americana de Pesquisa em Osso Mineralizado (ASBMR) (DEMPSTER, et al.,
2013).

Por meio da avaliagéo histoldgica, foi possivel observar a presencga de
tecido 6sseo mineralizado em contato direto com a superficie dos implantes.
Esta formagédo 6ssea pode ser observada tanto na regido do osso cortical
quanto na regido do osso medular, nos diferentes periodos de tempo e para
0s grupos experimental e controle. Histologicamente, notou-se um padréo de
neoformacédo éssea na regido da superficie do parafuso semelhante nos
tempos de 14 e 28 dias nas regides cortical e medular conforme demonstrado
nas figuras 15, 16 e 17. Foi possivel verificar a presengca de um o0sso
mineralizado em contato direto com o implante, em todas as laminas
histologicas avaliadas.

Nas tabelas 1 e 2 podemos observar que os implantes com a superficie
controle e experimental ndo obtiveram diferengas significativas quando
comparamos os valores quantitativos de BIC nas regides cortical e medular.
Isso pode ser observado como um resultado favoravel, uma vez que a
superficie experimental se comportou de maneira semelhante a superficie
controle que ja possui um tratamento consolidado e comercializado pela
industria.

A hipotese de que a analise histomorfométrica da formagéo 6ssea na
interface dos implantes seria influenciada pelo recobrimento de fosfato de
calcio na superficie experimental (BGTi37) n&o foi comprovada. Porém quando
analisamos a interagdo de contato entre osso e implante (BIC) observamos
uma alterac&o significativa nos valores de BIC total quando analisadas entre
os tempos de 14 e 28 dias no grupo experimental (BGTi37) conforme
demonstrado no grafico 1. Ao investigar o local especifico de influéncia dessa
alteragdo observamos uma diferenga significativa nos valores de BIC na
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por¢cao medular entre os tempos de 14 e 28 dias do grupo experimental (grafico
2). Os demais parametros foram similares entre os grupos. As diferengas nos
valores medianos entre os grupos de implantes que receberam ou ndo o
tratamento ndo € grande o suficiente para excluir a possibilidade de que a
diferencga é devido a variabilidade de amostragem aleatéria, ou seja, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa. Desta forma, podemos afirmar que a
superficie experimental apresentou resultados semelhantes ao de uma
superficie microtexturizada, utilizada clinicamente e com elevado indice de
sucesso.

A partir das amostras foram confeccionadas laminas histolégicas por
um meio de descalcificagdo e polimerizagdo em resina para posterior corte e
analise histomorfométrica com coloracdo de Azul de Stevenel's e Fuccina
acida. Ambos os métodos utilizados sao semelhantes ao realizado, mudando
o modelo animal, o desenho geométrico e o sitio de instalagdo do implante
(Barglundh et al. 2003, Abrahamsson et al. 2004; Pimentel et al., 2014 e Kohal
et al., 2016). No modelo experimental sugerido, este processo valida a
condicdo de instalacdo do implante de forma aceitavel e a auséncia de
fibrointegragdo ou reabsor¢do, que culminaria em falha do implante
(Albrektsson et al., 2001; Kuroda, et al., 2004; Guastaldi & Aparecida, 2010).

Nas areas pré-determinadas, foi possivel observar a presencga de tecido
0sseo em ambas as regides cortical e medular, do grupo experimental e
controle. Contudo, a regido medular se mostrou uma regido critica a formacao
de osso na interface osso e implante; pois demonstrou alteragdes significativas
nos valores de BIC da superficie experimental entre os tempos de 14 e 28 dias.
Nesses locais foi possivel observar formacbes de tecido dsseo em
justaposicéo a superficie dos parafusos. No entanto, foi possivel notar que a
regido medular se tornou critica a neoformagao 6ssea dos implantes, sendo
comprometida nos animais do grupo experimental no primeiro momento de
eutanasia com 14 dias, ndo sendo esse fato considerado uma diferenca
significativa num primeiro momento de avaliagdo. O grupo experimental
apresentou resultados histologicos mais desfavoraveis quando comparados
com os animais do grupo controle, porém estes valores ndao foram
considerados diferengas significativas nesse primeiro momento como pode-se

observar nas tabelas 3 e 4.
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Quando se analisa o grupo dos animais que sofreram eutanasia com 14
e 28 dias, demonstrando neoformagédo 6ssea ao longo das superficies dos
implantes, é possivel observar um tecido 6sseo neoformado junto a essas
espiras no tempo de 14 dias, esse tecido apresenta menor porcentagem de
BIC quando comparado ao dos animais que se submeteram a eutanasia com
28 dias, essas diferengas s&o consideradas significativas quando observamos
apenas o grupo experimental (tabelas 7 e 8). Ndo se pode afirmar qual o motivo
desse acontecimento, mas pode observar uma aceleracdo no processo de
osseointegragéo entre os periodos de 14 e 28 dias. Demonstrando valores de
BIC semelhantes a superficie controle, o que pode ser considerado uma
vantagem da superficie experimental (grafico 1 e 2). Esses dados corroboram
com achados semelhantes encontrados por outros autores na influéncia
observada por superficies tratadas com fosfato de calcio (Kuroda et al., 2004;
Lin et al., 2009) ndo sendo o mesmo observado por outros autores que
mostraram melhores propriedades osteocondutoras quando comparada
superficies nao revestidas (Habibovic et al., em 2005).

A avaliagao histomorfométrica proposta no presente estudo demonstrou
uma diferencga significativa na regido medular entre o momento de 14 e 28 dias
nos valores de BIC. Tal fato sugere uma alterac&o ou aceleragao na deposi¢cao
do tecido 6sseo sobre a superficie no periodo proposto. Porém esses dados
nao comprovaram a hipétese de que o revestimento pudesse acelerar ou
alterar a deposicao de tecido 6sseo, uma vez que o fato possa ter ocorrido
devido a um atraso no processo de deposicdo da matriz mineralizada
provocado pela camada de fosfato de calcio sobre a superficie do implante.

Os valores de BAFO nao demonstraram diferencas nos valores de
meédia entre os grupos de implantes que receberam ou n&o o tratamento e ndo
sdo grandes o suficiente para excluir a possibilidade de que a diferenca é
devido a variabilidade de amostragem aleatodria. Isso nos leva a questionar a
acgao da superficie a distancia no experimento e demonstra que o metabolismo
0sseo medular dos animais foi semelhante na regido medular em ambos os
tempos. Apesar disso observa-se nos estudos de Verzola et al.,, 2015 com
diferencas significativas de BAFO entre diferentes tempos com o uso do
alendronato de forma sistémica. Esse fato pode indicar que alteragdes no
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padrao de densidade e formagédo 0ssea possa estar ligada principalmente ao
uso de substancias por via sistémica ao invés de locais.

A avaliacdo histomorfométrica de alguns estudos corroboraram aos
resultados do presente trabalho, demonstrando uma formagao &ssea por
porcentagem de BIC dos implantes maior apds periodos de vinte oito dias,
muitas vezes associadas ou ndo a tratamentos de superficies bioquimicos,
sendo ou n&o significativos. Isso demonstra que existe a possibilidade de que
diferentes tratamentos de superficie, possam provocar diferentes efeitos sobre
a neoformacéao 6ssea (Kim et al., 2003; Buser et al., 2004; Grassi, et al., 2007;
Oliveira et al 2013; Oliveira et al 2014).

Pode-se observar em outros trabalhos a semelhanga com a
metodologia aplicada no estudo. As medidas lineares relativas nos cortes
histolégicos foram realizadas com uma ampliagdo de 50 vezes. Alguns autores
optaram por uma ampliagdo maior para a avaliagdo de BIC de até 100 vezes
que pode gerar vieses de afericdo entre os estudos (Buser et al., 2004 e
Verzola et al., 2015). Areas do tecido ésseo mineralizadas e estruturas néo
mineralizadas (tecido residual) foram observadas da mesma forma por alguns
autores, sendo também um achado no estudo (Berglundh et al., em 2003 e
Abrahamsoson et al., em 2004). O uso de uma coloragao de Azul de Stevel’s
em combinagdo com fucsina acida foi também realizada por outros estudos
publicados (Oliveira et al., em 2014 e assemelham-se a coloragao histolégica
desenvolvida no trabalho para avaliagao de BIC e BAFO. Em contra partida,
foram usadas outras coloragdes distintas para analise histolégica em outros
estudos com tipos de coloragdo como com azul de toluidina seguido por fucsina
basica (Buser et al., em 2004) ndo indicando que este seja um problema para
afericao de BIC.

Diversos dados histomorfométricos mostraram diferenca
estatisticamente significativa de BIC entre os grupos controle e teste em
relagdo ao percentual (Buser et al., 2004, Grassi, et al., 2007 Oliveira et al.,
2013; Oliveira et al., 2014; Kohal et al., 2016). Em contrapartida nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na porcentagem de
tecido 6sseo em contato com os implantes dos grupos testados pela analise
histomorfométrica em outros estudos (Kuroda et al., 2004; Lin et al., 2009).
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7 CONCLUSAO

Considerando a metodologia executada e os resultados obtidos,

concluiu-se que:

A osseointegragao foi observada em ambas as superficies e em todas
as condi¢des testadas.

e N&o houve diferenca significativa na formagdo 6ssea em ambas as

superficies experimental e controle.

e N&o houve diferenca significativa na formagdo 6ssea em ambos os

grupos por meio das medidas de BIC e BAFO.

¢ Houve um aumento da formagao 6ssea entre o periodo de 14 e 28 dias
da superficie experimental na regido medular por meio de BIC.
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9 ANEXOS E APENDICES

9.1. Aprovacgao da comissao de ética no uso de animais
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

i CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Allyson Nogueira Moreira ,

Apbs andlise de sua solicitagao de avaliagao do projethITANlO COM SUPERFICIE MODIFICADA POR BIOVIDRO:
PRODUGAO, CARACTERIZAGAO QUIMICA, AVALIAGAO BIOLOGICA IN VITRO E EM MODELO ANIMAL, submetido a
esta comissao pelo protocolo 350 / 2013, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagao.

Justificativa: Aprovado na reuniao do dia 17/02/2014.

Para acessar ao seu projeto clique no link:

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 17/02/2014.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmag.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br




9.2 — Quadro descritivo do experimento in vivo
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IDENTIFICACAO TIBIA CIRURGIA | PARAFUSO EUTANASIA | PESO g

1 Direita 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 170
Esquerda 01/04/2016 | Controle 29/04/2016

2 Direita 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 168
Esquerda 01/04/2016 | Controle 29/04/2016

3 Direita 01/04/2016 | Controle 29/04/2016 164
Esquerda 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016

4 Direita 01/04/2016 | Controle 29/04/2016 174
Esquerda 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016

5* Direita 01/04/2016 | Controle 29/04/2016 172
Esquerda* | 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016

6 Direita 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 170
Esquerda 01/04/2016 | Controle 29/04/2016

7 Direita 01/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 166
Esquerda 01/04/2016 | Controle 29/04/2016

8** Direita** 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 244
Esquerda*™ | 15/04/2016 | Controle 29/04/2016

9 Direita 15/04/2016 | Controle 29/04/2016 236
Esquerda 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016

10 Direita 15/04/2016 | Controle 29/04/2016 254
Esquerda 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016

11 Direita 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 224
Esquerda 15/04/2016 | Controle 29/04/2016

12 Direita 15/04/2016 | Controle 29/04/2016 254
Esquerda 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016

13 Direita 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 242
Esquerda 15/04/2016 | Controle 29/04/2016

14 Direita 15/04/2016 | Experimental | 29/04/2016 256
Esquerda 15/04/2016 | Controle 29/04/2016

Legenda:

* Tibia fraturada na area de inserg¢ao do parafuso
** Animal morreu antes do periodo de eutanasia
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9.3 - Tabela adquirida pelo software SPSS 20.0 de resultado do teste

Estatistico Shapiro-Wilk comprovando a distribuicao Normal da amostra

Shapiro-Wilk
Regido Tempo Statistic n Sig.
ROI1C 14 dias 0,912 6 0,45
28 dias 0,944 6 0,689
ROI1T 14 dias 0,883 6 0,282
28 dias 0,876 6 0,252
ROI2C 14 dias 0,985 6 0,974
28 dias 0,942 6 0,678
ROI2T 14 dias 0,911 6 0,445
28 dias 0,965 6 0,857
ROI3C 14 dias 0,727 6 0,845
28 dias 0,859 6 0,185
ROI3T 14 dias 0,913 6 0,459
28 dias 0,953 6 0,765
BICC 14 dias 0,904 6 0,401
28 dias 0,914 6 0,463
BICT 14 dias 0,800 6 0,059
28 dias 0,983 6 0,965
BAFO C 14 dias 0,827 6 0,102
28 dias 0,881 6 0,274
BAFO T 14 dias 0,911 6 0,441
28 dias 0,828 6 0,104



9.4 - Banco de Dados produzido pelo software ImagedJ 1.50?
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560.643
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12.566
9.720
0.000
6.000
0.000
Min
15

147
255

Max
46.643
9.000
17.577
31.490
63.473
93.264
80.593
14.286
80.407
62.333
22.005
42.469
255.000
113.512

Max
64.846
37.467
255.000
89.895
255.000
67.179
26.333
24.000
255.000
197.333
255.000

Max
60.142
52.170
255.000
142.267
255.000
61.899
51.248
255.000
116.820
255.000

Max
217

93

Length
246.826
53.069
146.210
22.219
133.661
53.535
217.604
34.537
446.875
200.468
103.898
56.983
0.000
2.425.322
Length
325.586
324.222
0.000
758.572
0.000
76.472
147.488
162.002
0.000
746.920
0.000
Length
33.564
335.716
0.000
893.311
0.000
151.092
266.858
0.000
822.412
0.000
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2.932.280
25.293.817
379.625.932
30.459.269
5.930.827
379.625.932

Area

430.730

0.000

1.457.857

0.000

437.357

46.386
400.911
129.219

0.000

1.610.269

0.000
Area

1.301.778

4.624.766.372

371.937
46.492
235.781

4.624.766.372

1.348.270

4.624.766.372
Area

169.364

4.624.766.372

1.351.591

4.624.766.372

1.258.607

4.624.766.372
Area

133.641.482
380.491.176
4.024.886
141.063.610
1.922.780
380.491.176

37.246
38.315
137.716
55.022
47.837
111.808

Mean
50.533
127.164
63.302
127.164
30.314
120.919
69.544
80.475
127.164
76.177
127.164
Mean
119.520
119.541
27.858
91.644
134.908
119.541
122.195
119.541
Mean
14.959
119.541
115.129
119.541
115.853
119.541
Mean
99.759
168.997
71.826
73.031
77.461
130.318

12

N N O O b

Min
18.824
0.000
20.251
0.000
11.561
89.870
21.983
45.077
0.000
13.194
0.000
Min
10.480
0.000
14.730
55.845
28.942
0.000
14.853
0.000
Min
12.430
0.000
13.291
0.000
14.186
0.000
Min
23

35
17
35

Max

Max

Max

Max

105
171
255
153
121
255

150.092
255.000
216.070
255.000
158.323
145.333
184.443
150.950
255.000
252.152
255.000

255.000
255.000
138.333
119.568
255.000
255.000
255.000
255.000

27.333
255.000
255.000
255.000
255.000
255.000

255
255
178
251
160
255

94

Length
235.535
0.000
800.624
0.000
239.364
24.421
218.703
70.494
0.000
883.853
0.000
Length
713.214
0.000
202.807
23.969
128.344
0.000
739.172
0.000
Length
91.134
0.000
740.544
0.000
690.246
0.000
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1
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7
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1
2
3
4

6
7
8
9
10
11
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Area

69.738
176.006
225.819

4.624.766.372

1.471.142

4.624.766.372

159.401
129.514
83.022
39.850

4.624.766.372

1.364.875

Area

92.984
222.498
215.856

4.624.766.372

1.344.949

4.624.766.372

109.588
102.947
116.230

4.624.766.372

1.331.666

Area

401.824
249.065
76.380

4.624.766.372

1.504.351

4.624.766.372

464.921
564.547

4.624.766.372

1.580.731

4.624.766.372
Area

86.282.657
380.491.176
64.690.407
25.328.221
380.491.176

Mean
102.919
52.275
46.777
127.961
122.854
127.961
63.555
55.343
201.980
157.762
127.961
142.737
Mean
29.352
47.515
27.083
130.272
70.874
130.272
181.354
29.785
29.467
130.272
104.691
Mean
20.972
58.209
14.856
130.272
41.579
130.272
83.272
40.428
130.272
103.518
130.272
Mean
58.351
150.378
62.578
67.674
138.686

Min
47.309
23.308
26.316
0.000
25.866
0.000
19.829
31.930
110.637
96.707
0.000
25.333
Min
14.801
18.419
12.020
0.000
13.619
0.000
83.119
18.000
16.000
0.000
13.413
Min
11.979
25.667
10.675
0.000
9.653
0.000
21.900
9.860
0.000
11.279
0.000
Min
12

11
18

Max

Max

Max

Max

95

Length
213.333 38.899
125.217 94.778
126.333 122.747
255.000 0.000
255.000 807.508
255.000 0.000
135.192 86.945
101.130 69.344
255.000 43.812
252.688 20.778
255.000 0.000
255.000 747.840
Length
58.185 50.039
105.139 121.810
62.000 116.682
255.000 0.000
230.238 737.142
255.000 0.000
253.746 59.739
70.000 54.670
79.000 61.959
255.000 0.000
255.000 730.104
Length
46.719 220.268
100.134 135.343
25.621 40.133
255.000 0.000
148.277 826.963
255.000 0.000
198.236 254.197
190.944 308.272
255.000 0.000
255.000 866.400
255.000 0.000
255
255
222
223
255



LAMINA 04 D
BIC cortical

BIC cortical

BIC medular

BAFO

LAMINA 06 E
BIC cortical

N oo W N R

O 00 N O Ul A WN -

10
11

oo b WN 00N O U1 B WN P

A W N PR

Area

597.755

4.624.766.372

1.454.538

4.624.766.372
4.624.766.372

1.301.778

4.624.766.372
Area

49.813
159.401
537.980

4.624.766.372

1.278.532

4.624.766.372

219.177
780.403

4.624.766.372

1.301.778

4.624.766.372
Area

1.288.495

4.624.766.372
4.624.766.372

694.060
252.386

4.624.766.372

1.371.516

4.624.766.372
Area

45.183.659
380.491.176
27.114.845
9.700.240
6.651.688
380.491.176

Area

302.199
710.665

4.624.766.372

1.640.506

Mean
81.421
128.113
93.317
128.113
128.113
121.466
128.113
Mean
141.240
37.933
33.880
128.205
95.658
128.205
161.566
26.194
128.205
70.065
128.205
Mean
27.913
128.205
128.205
56.778
23.788
128.205
77.293
128.205
Mean
63.847
141.865
66.209
54.192
77.605
193.910

Mean
94.704
100.413
69.867
82.904

Min
23.900
0.000
32.078
0.000
0.000
22.495
0.000
Min
85.559
22.418
21.182
0.000
18.919
0.000
100.946
16.738
0.000
16.429
0.000
Min
13.000
0.000
0.000
14.497
14.786
0.000
13.093
0.000
Min
16
11
13
12
29
10

Min
15.108
23.964
0.000
11.717

Max
159.824
255.000
205.774
255.000
255.000
255.000
255.000

Max

197.974
90.975
78.121
255.000
255.000
255.000
231.780
108.667
255.000
202.620
255.000

Max

85.999
255.000
255.000
238.667
55.248
255.000
255.000
255.000
Max

255

255

255

115

246

255

Max
239.249
211.135
255.000
241.648

96

Length
327.320
0.000
796.925
0.000
0.000
714.547
0.000
Length
25.772
86.441
293.674
0.000
700.038
0.000
120.258
427.534
0.000
713.203
0.000
Length
706.683
0.000
0.000
380.127
137.336
0.000
751.108
0.000

Length
164.019
389.432

0.000
899.665
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4.624.766.372
597.755
235.781
4.624.766.372
1.408.046
4.624.766.372
Area
889.991
4.624.766.372
1.308.420
4.624.766.372
1.122.452
4.624.766.372
1.215.436
4.624.766.372
Area
1.527.597
1.527.597
4.624.766.372
4.624.766.372
215.856
644.247
285.594
4.624.766.372
1.524.276
4.624.766.372
Area
58.842.368
3.400.564
380.491.176
52.413.178
5.701.921
521.375
385.220
380.491.176

Area
53.134
395.183
4.624.766.372
1.660.431
4.624.766.372
348.691

69.867
91.066
109.726
69.867
114.970
69.867
Mean
56.540
107.499
84.024
107.499
60.680
107.499
62.366
107.499
Mean
53.698
53.698
107.499
107.499
70.511
62.086
66.483
107.499
87.376
107.499
Mean
74.490
93.663
147.414
75.835
62.374
182.446
153.888
173.075

Mean
28.070
54.272

125.776
80.881
125.776
16.140

0.000
16.493
21.391

0.000
11.638

0.000

Min
41.090

0.000
42.687

0.000
39.503

0.000
36.037

0.000

Min
41.787
41.787

0.000

0.000
47.632
35.327
36.457

0.000
33.630

0.000

Min

40
60
35
44
43
131
86
30

Min
16.720
22.073
0.000
15.309
0.000
11.000

97

255.000 0.000

252.504 327.631
210.244 129.580
255.000 0.000
255.000 772.358
255.000 0.000
Max Length
99.680 486.937
255.000 0.000
188.874 716.749
255.000 0.000
139.257 615.042
255.000 0.000
139.564 665.555
255.000 0.000
Max Length
116.420 839.236
116.420 839.236
255.000 0.000
255.000 0.000
112.333 117.473
220.900 352.657
166.367 156.586
255.000 0.000
255.000 835.269
255.000 0.000
Max
253
222
255
242
151
255
255
255
Max Length
49.124 28.170
152.460 216.148
255.000 0.000
210.635 912.395
255.000 0.000
35.111 191.016
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7 199.252
8 46.492
9 348.691
10 4.624.766.372
11 1.660.431
Area
1.371.516
1.371.516
0.000
0.000
1.271.890
1.271.890
0.000
0.000
Area
1.368.195
4.624.766.372
1.457.859
4.624.766.372
903.275
4.624.766.372
1.368.195
4.624.766.372
Area
129.483.761
380.491.176
36.157.554
380.491.176
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Area
1 156.081
2 1.052.714
3 53.134
4 46.492
5 172.685
6 112.909
7 511.413
8 89.663
9 4.624.766.372
10 3.965.110
11 4.624.766.372
Area
1 723.948

48.072
92.232
100.366
125.776
85.531
Mean
35.268
35.268
108.713
108.713
37.675
37.675
108.713
108.713
Mean
25.897
108.713
24.388
108.713
35.522
108.713
34.403
108.713
Mean
64.117
103.342
57.937
140.248

Mean
30.927
25.065
48.894
59.508
96.137

132.883
91.836
52.845

103.340
52.979

103.340

Mean
50.088

23.981
68.983
25.287
0.000
13.667
Min
11.694
11.694
0.000
0.000
12.253
12.253
0.000
0.000
Min
10.788
0.000
11.111
0.000
11.329
0.000
11.624
0.000
Min
11

13

Min
15.038
8.672
31.929
23.800
31.849
58.007
9.667
16.674
0.000
8.709
0.000
Min
42.331

95.548
148.000
222.905
255.000
255.000

Max
223.333
223.333
255.000
255.000

94.399

94.399
255.000
255.000

Max

82.845
255.000

64.252
255.000
160.941
255.000
117.246
255.000

Max

255
255
143
255

Max
62.699
148.333
144.333
177.866
195.304
244912
245.376
146.333
255.000
255.000
255.000

Max
73.021

98

109.407
25.317
190.997
0.000
911.653
Length
751.653
751.653
0.000
0.000
696.838
696.838
0.000
0.000
Length
750.828
0.000
799.438
0.000
494.899
0.000
750.455
0.000

Length
85.572
576.284
28.524
23.969
93.384
60.577
279.860
47.520
0.000
2.176.179
0.000
Length
395.871



BIC medular

BAFO

LAMINA 07 D
BIC cortical

BIC cortical

00N O U1 B WN

O 00 N O Ul B WN -

10
11

N o W N R

00N O UL B WN -

U b WN R

4.624.766.372
1.301.778
4.624.766.372
1.135.735
4.624.766.372
1.188.869
4.624.766.372
Area
680.777
192.610
76.380
4.624.766.372
1.477.784
4.624.766.372
1.072.639
239.102
4.624.766.372
1.457.859
4.624.766.372
Area
17.530.835
3.373.997
4.592.753
380.491.176
28.479.719
2.792.846
380.491.176

Area
1.145.698
195.931
212.535
215.856
577.830
4.624.766.372
4.629.283
4.624.766.372

Area
109.588
4.624.766.372
1.447.896
4.624.766.372
684.098

129.024
94.632
129.024
50.351
129.024
48.805
129.024
Mean
58.014
53.550
55.852
129.024
61.414
129.024
46.544
54.656
129.024
48.319
129.024
Mean
73.769
80.259
88.729
169.423
82.301
61.553
195.919

Mean
20.993
29.572
43.724
27.673
23.200

107.932
38.940
107.932

Mean

17.768
109.120
133.529
109.120

24.635

0.000
41.967
0.000
37.683
0.000
36.213
0.000
Min
45.256
45.299
47.667
0.000
39.143
0.000
35.383
39.943
0.000
36.156
0.000
Min
44
44
57
37
40
40
33

Min
7.858
9.624
10.741
13.771
10.582
0.000
7.729
0.000
Min
14.217
0.000
13.198
0.000
8.458

255.000
253.411
255.000
113.800
255.000
126.667
255.000
Max
95.184
80.145
80.440
255.000
211.833
255.000
107.667
96.120
255.000
137.667
255.000
Max

181

131

147

255

236

163

255

Max
112.289
115.667

83.622
65.949
54.969
255.000
189.565
255.000
Max
26.527
255.000
253.968
255.000
97.013

99

0.000
713.249
0.000
623.168
0.000
651.790
0.000
Length
372.539
105.663
41.860
0.000
811.010
0.000
586.938
130.273
0.000
798.850
0.000

Length
629.264
105.750
115.787
117.270
316.958

0.000

2.548.366
0.000
Length

59.022

0.000
792.778

0.000
374.582
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86.342
202.573
4.624.766.372
1.378.158
4.624.766.372
Area
1.242.003
4.624.766.372
1.524.276
4.624.766.372
192.610
458.279
172.685
4.624.766.372
1.388.121
4.624.766.372
Area
133.282.829
380.491.176
43.064.949
2.430.872
4.855.101
380.491.176

Area
39.850
46.492
0.000
1.643.827
0.000
0.000
1.514.313
0.000
Area
112.909
501.450
56.455
0.000
1.361.554
0.000
531.338
176.006
0.000

14.640
14.792
109.120
23.463
109.120
Mean
33.612
109.120
23.678
109.120
28.951
10.963
23.468
109.120
33.364
109.120
Mean
56.738
89.869
49.573
50.689
71.334
152.599

Mean
100.503
87.284
92.156
162.325
92.156
92.156
167.962
92.156

Mean
59.215
80.838
18.465
109.593
56.846
109.593
24.961
18.535
109.593

11.645
10.000
0.000
7.501
0.000
Min
9.683
0.000
9.485
0.000
10.667
7.333
10.667
0.000
7.333
0.000
Min
13

16
29

Min
50.492
46.192
0.000
18.450
0.000
0.000
16.607
0.000
Min
25.215
11.288
8.182
0.000
7.036
0.000
11.507
5.333
0.000

19.000
20.667
255.000
129.501
255.000
Max
180.508
255.000
148.469
255.000
72.000
30.333
40.000
255.000
94.780
255.000
Max

255

255

207

105

209

255

Max
167.845
140.771
255.000
255.000
255.000
255.000
255.000
255.000

Max
121.919
226.528

71.667
255.000
210.851
255.000

45,115

34.000
255.000

100

46.460
109.339
0.000
754.636
0.000
Length
680.128
0.000
836.383
0.000
104.631
250.408
92.938
0.000
761.146
0.000

Length
21.035
24.786

0.000

900.470

0.000

0.000

831.221

0.000

Length
61.231

274.415
29.384
0.000
746.116
0.000
290.651
94.761
0.000
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10 1.281.853
11 0.000
Area
561.226
129.514
4.624.766.372
1.351.591
4.624.766.372
298.878
478.204
8 4.624.766.372
9 1.487.747
10 4.624.766.372
Area
49.328.096
12.190.887
380.491.176
20.871.623
7.432.091
2.457.438
380.491.176

N ook WN R
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Area
86.342
56.455
76.380

w N -

4 0.000
5 1.647.148
6 0.000
7 451.637
8 106.268
9 126.193
10 0.000
11 1.657.111
12 0.000
Area
342.049
4.624.766.372
1.235.361
4.624.766.372
415.108
53.134
69.738

N ook WN R

59.784
109.593
Mean
27.401
23.772
109.593
21.895
109.593
43.090
7.714
109.593
17.680
109.593
Mean

47.090
33.956
90.056
27.184
23.619
27.527
120.237

Mean
27.466
69.318
46.565

123.956
49.240
123.956
17.100
108.466
31.386
123.956
47.252
123.956

Mean

15.892
100.797
74.996
100.797
27.427
31.000
26.175

7.648
0.000
Min
5.498
6.183
0.000
3.960
0.000
5.827
3.261
0.000
3.027
0.000
Min
10
6
3
4
4
10
3
Min
18.670
52.439
19.000
0.000
8.667
0.000
4.667
53.914
13.333
0.000
4.266
0.000
Min
7.739
0.000
5.173
0.000
6.787
14.667
14.667

255.000
255.000
Max
89.737
73.784
255.000
106.570
255.000
152.598
33.908
255.000
205.366
255.000
Max

255

255

255

251

255

176

255

Max
41.143
88.116
75.333
255.000
137.560
255.000
77.253
168.726
91.000
255.000
224.484
255.000
Max
26.573
255.000
218.906
255.000
112.940
52.000
50.667

101

702.418
0.000
Length

306.665

69.857
0.000

742.115
0.000

163.559

261.138
0.000

815.224
0.000

Length
45.667
29.384
40.091

0.000

903.766

0.000

247.674
57.447
67.426
0.000
909.899
0.000
Length
186.711
0.000
676.896
0.000
227.140
27.335
36.446
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4.624.766.372
1.315.062
Area
521.375
189.289
102.947
4.624.766.372
1.265.249
4.624.766.372
4.624.766.372
1.570.768
4.624.766.372
Area
36.546.095
1.856.362
2.181.807
380.491.176
8.531.297
380.491.176
Area
26.567
73.059
219.177
421.750
391.862
96.305
179.327
411.787
242.423
4.624.766.372
4.327.084
4.624.766.372
Area
1.261.928
1.261.928
4.624.766.372
780.403
4.624.766.372
1.232.040
4.624.766.372
Area
561.226
142.797

100.797
86.873
Mean
19.634
5.799
10.666
100.797
16.323
100.797
100.797
43.224
100.797
Mean
39.082
9.683
15.303
125.413
21.570
111.019
Mean
42.346
19.067
9.819
21.393
29.958
15.884
10.406
22.169
14.522
88.989
29.187
88.989
Mean
59.798
59.798
136.514
52.833
136.514
79.312
136.514
Mean
53.764
42.730

0.000
8.006
Min
6.667
4.163
6.367
0.000
3.368
0.000
0.000
2.847
0.000
Min
5
4
5
3
8
2
Min
32.667
6.658
6.713
7.102
6.447
8.970
6.482
6.438
5.475
0.000
3.796
0.000
Min
45.334
45.334
0.000
42.465
0.000
40.379
0.000
Min
42.667
38.684

255.000
236.726
Max
95.236
14.449
20.989
255.000
89.667
255.000
255.000
248.153
255.000
Max
233
44
84
255
175
255
Max
48.865
43.336
15.881
52.551
59.047
26.770
27.095
63.114
32.333
255.000
170.988
255.000
Max
168.211
168.211
255.000
76.065
255.000
204.428
255.000
Max
89.667
46.096

102

0.000
720.070
Length
285.015
102.602
55.058
0.000
693.252
0.000
0.000
861.541
0.000

Length
13.878
39.967

119.387
230.710
214.289
51.349
97.473
225.622
132.591
0.000
2.377.864
0.000
Length
692.198
692.198
0.000
427.459
0.000
675.324
0.000
Length
307.263
77.229
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4 1.431.292
5 89.663
6 385.220
7 4.624.766.372
8 1.574.089
9 4.624.766.372
Area
35.772.334
1.544.201
1.494.388
5.502.670
836.857
345.370
380.491.176
4.904.914
7.285.973
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6.744.672
18.776.158
380.491.176

Area
106.268
295.557
4.624.766.372
1.437.934
132.835
179.327
162.722
172.685
4.624.766.372
1.647.148

Area
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1 713.986
2 66.417
3 252.386
4 4.624.766.372
5 1.391.442
6 3.321
7 1.235.361
8 4.624.766.372
9 1.255.286

10 4.624.766.372

136.514
46.434
64.407
71.903

136.514
53.444

136.514

Mean
90.962

109.363
59.171
77.132
76.980
69.750

125.682
67.508
81.973
87.177
73.073

143.791

Mean
62.728
63.861

109.920
107.482
52.622
82.038
49.937
66.083
109.920
122.144

Mean

59.874
135.414
65.901
135.418
72.619
165.000
66.404
135.418
65.569
135.418

0.000
36.102
53.667
42.667

0.000
33.550

0.000

Min

40
64
39
48
59
50
33
33
44
44
42
32

Min
23.915
14.315
0.000
15.942
14.090
39.183
22.391
30.542
0.000
15.182
Min
50.363
115.268
53.051
0.000
50.520
165.000
41.333
0.000
41.333
0.000

255.000

110.540

81.667

153.133

255.000

205.548

255.000
Max

255

226

100

172

195

92

255

229

248

255

251

255

Max
139.537
239.333
255.000
255.000
131.713
181.267
110.727
106.666
255.000
255.000

Max

85.760
154.779
133.667
255.000
178.750
165.000
122.400
255.000
122.450
255.000

103

0.000
784.049
47.380
210.319

0.000
863.609

0.000

Length
57.627
160.530
0.000
790.072
72.275
98.135
88.865
94.408
0.000
904.654
Length
390.450
35.006
138.421
0.000
762.917
0.000
676.335
0.000
687.220
0.000
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Area

132.835
106.268
255.706
298.878

4.624.766.372

1.464.500

4.624.766.372

694.060

4.624.766.372

1.368.195

4.624.766.372
Area

87.361.938
7.521.754
3.380.638

380.491.176

68.476.191
1.919.459
3.417.168
1.085.922
2.477.364

471.563
380.491.176

Area

501.450
245.744
199.252

4.624.766.372
4.624.766.372
4.624.766.372

219.177
69.738
733.911

4.624.766.372

1.600.656

4.624.766.372
Area

53.134
820.253

4.624.766.372

1.378.158

Mean
81.543
146.448
82.162
54.379
135.418
103.560
135.418
82.467
135.418
132.317
135.418
Mean
107.388
91.853
114.633
181.923
96.881
111.292
61.654
66.875
68.985
86.134
148.831

Mean
35.503
122.241
99.453
119.444
119.444
119.444
14.277
62.938
71.656
119.444
73.615
119.444

Mean
12.508
14.591
115.395
51.698

Min
55.553
72.333
50.289
44.493
0.000
40.415
0.000
40.478
0.000
41.667
0.000
Min
38
58
66
37
39
70
42
44
44
51
34
Min
5.667
44.468
25.645
0.000
0.000
0.000
6.554
42.579
10.998
0.000
6.985
0.000
Min
9.252
5.101
0.000
6.367

Max
129.000
223.000
185.333
116.333
255.000
223.000
255.000
182.858
255.000
255.000
255.000

Max

255
255
255
255
255
177
224
175
236
231
255

Max

251.969
241.061
208.023
255.000
255.000
255.000
65.432
95.434
249.326
255.000
255.000
255.000

Max

25.333
64.855
255.000
247.000

104

Length
72.585
56.492

139.591

164.224
0.000

803.747
0.000

380.490
0.000

750.136
0.000

Length
274.262
133.583
107.533

0.000
895.944

0.000
118.801

36.899
402.078

0.000
877.584

0.000

Length

28.466
448.868

0.000

755.741



BIC medular

BAFO

LAMINA 11 D
BIC cortical

BIC cortical

5 4.624.766.372

6
7

U b WN R O 00 N O Ul A WN -

O 00 NO UL B WN -

S S
N R O

13

680.777

4.624.766.372
Area

488.167
63.096

4.624.766.372

1.418.008

4.624.766.372

650.889

4.624.766.372

1.261.928

4.624.766.372
Area

26.194.966
4.728.909
380.491.176
32.122.706
380.491.176

Area

89.663
650.889
36.529
305.519
185.968
199.252
109.588
59.776
59.776
169.364

4.624.766.372

4.270.630

4.624.766.372
Area

687.419

4.624.766.372

1.308.420

4.624.766.372

690.739

1.349.014.171

1.394.762

4.624.766.372

115.395
14.721
115.395
Mean
19.258
7.901
115.395
12.568
115.395
10.600
115.395
14.300
115.395
Mean
48.616
27.621
120.196
55.509
131.047

Mean
11.875
9.865
59.960
19.260
25.403
34.645
25.623
15.616
22.653
15.529
83.490
44.607
83.490
Mean

10.172
115.800
39.219
115.800
14.949
108.329
65.030
115.800

0.000

4.757
0.000
Min

4.667

5.809
0.000

4.140
0.000

5.133
0.000

4.473
0.000
Min
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Min
6.622
3.168
22.739
7.927
9.212
9.667
10.317
7.188
14.882
9.730
0.000
3.000
0.000
Min
4.409
0.000
5.375
0.000
5.117
3.000
3.337
0.000

255.000
74.257
255.000
Max
247.173
17.333
255.000
249.991
255.000
86.667
255.000
115.453
255.000
Max
255
97
255
255
255

Max
57.333
39.359
137.030
80.736
52.984
70.525
72.313
62.187
43.667
48.667
255.000
209.249
255.000
Max
23.347
255.000
163.527
255.000
34.052
255.000
189.000
255.000

105

0.000
373.142
0.000
Length
267.043
32.852
0.000
777.919
0.000
356.136
0.000
691.832
0.000

Length
48.111
355.933
19.456
165.841
101.593
108.416
59.450
32.599
32.599
92.149
0.000
2.346.046
0.000
Length
376.836
0.000
716.544
0.000
378.316
0.000
764.555
0.000
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Area
498.129
4.624.766.372
1.613.939
4.624.766.372
106.268
4.624.766.372
1.404.725
4.624.766.372

Area
6.073.858
10.869.184
5.977.553
380.491.176
5.818.152
5.622.221
380.491.176

Area
96.305
212.535
176.006
195.931
4.624.766.372
1.613.939
4.624.766.372
86.342
139.476
4.624.766.372
1.464.500
4.624.766.372

Area
903.275
4.624.766.372
1.301.778
3.321
1.185.548
4.624.766.372
1.394.762
4.624.766.372

Area
202.573
4.624.766.372

Mean
17.182
115.800
32.819
115.800
9.693
115.800
14.194
115.800

Mean
31.371
40.109
34.037
120.190
37.241
33.675
128.363

Mean
24.153
50.943
63.677
43.852

107.901
88.049
107.901
53.484
35.950
107.901
91.274
107.901

Mean

15.425
127.241
26.223
117.333
31.169
127.241
30.086
127.241

Mean

9.137
127.241

Min

3.450
0.000
0.000
0.000

6.333
0.000

2.707
0.000
Min

Min
9.667
10.635
12.397
12.708
0.000
11.085
0.000
18.999
18.678
0.000
14.733
0.000
Min
4.703
0.000
4.600
117.333
7.074
0.000
5.674
0.000
Min
5.000
0.000

Max
79.000
255.000
176.058
255.000
12.440
255.000
255.000
255.000
Max
146
230
216
255
163
223
255

Max
52.757
228.667
174.333
100.563
255.000
255.000
255.000
84.399
90.333
255.000
250.945
255.000

Max
53.013
255.000
155.697
117.333
154.199
255.000
153.217
255.000

Max
19.333
255.000

106

Length
273.258
0.000
885.665
0.000
57.819
0.000
769.819
0.000

Length
51.720
116.167
95.355
106.024
0.000
884.681
0.000
46.802
74.805
0.000
804.088
0.000
Length
495.031
0.000
713.650
0.000
650.163
0.000
764.157
0.000
Length
109.339
0.000
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1.398.083

4.624.766.372

551.263

4.624.766.372

1.447.896

4.624.766.372
Area

23.368.912
380.491.176
12.004.919
4.277.271
380.491.176

Area

73.059

33.209
461.600
199.252
199.252
780.403
388.541
926.521

4.624.766.372

4.244.063

4.624.766.372
Area

156.081
292.236

4.624.766.372

1.424.650

4.624.766.372

112.909
1.039.430

4.624.766.372

1.384.800

4.624.766.372
Area

255.706
86.342
378.578

4.624.766.372

1.577.410

4.624.766.372

20.767
127.241
10.718
127.241
51.187
127.241
Mean
56.055
128.113
47.593
19.571
149.567

Mean
15.681
47.810
29.994
36.683
29.189
30.788
22.977
19.758

104.704
33.651
104.704

Mean
35.493
12.266

106.634
47.762
106.634
94.642
19.741
106.634
45.266
106.634

Mean
20.942
11.186
19.475

106.634
29.697
106.634

3.667
0.000
4.000
0.000
4.004
0.000
Min
5
0
8
4
3
Min
7.732
27.453
10.916
10.962
6.503
9.135
8.431
4.799
0.000
5.473
0.000
Min
10.895
6.333
0.000
6.513
0.000
60.997
6.738
0.000
6.367
0.000
Min
5.312
6.239
4.633
0.000
3.813

0.000

131.333
255.000
38.387
255.000
170.305
255.000
Max

135

255

215

103

255

Max
33.405
116.667
71.462
84.473
193.821
78.165
95.689
116.667
255.000
181.572
255.000

Max
109.533
54.667
255.000
225.667
255.000
138.667
113.179
255.000
191.411
255.000

Max
89.325
34.667
67.281
255.000
158.187
255.000

107

765.801
0.000

301.524
0.000

794.738
0.000

Length
39.967
16.801

253.582
108.317
108.411
430.587
211.872
508.423
0.000
2.335.106

0.000

Length
84.204

159.979

0.000

781.628
0.000
60.905
569.843
0.000
758.253
0.000
Length
138.830
46.181
207.044
0.000
865.570
0.000
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1.437.934

4.624.766.372
Area

81.019.090
22.525.412
380.491.176
28.419.944
380.491.176

Area

122.872
122.872
39.850
235.781
76.380

4.624.766.372

3.915.297

4.624.766.372
Area

96.305
428.391

4.624.766.372

1.212.115

4.624.766.372

92.984
56.455
790.365

4.624.766.372

1.424.650

4.624.766.372
Area

292.236
102.947
219.177

69.738
295.557

4.624.766.372

1.321.703

4.624.766.372

29.888
136.155

20.237
106.634
32.886
106.634
Mean
47.312
34.285
123.655
44,986
127.000

Mean
99.422
139.982
59.096
137.153
132.588
96.031
153.828
96.031

Mean
105.404
35.755
123.681
98.104
123.681
106.758
83.387
40.005
123.681
83.787
123.681

Mean
41.809
32.549
55.862
121.714
53.775
123.681
59.448
123.681
141.381
40.355

4.751
0.000

2.227
0.000
Min
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Min
50.418
68.000
39.667
50.459
64.461
0.000
22.561
0.000
Min
42.278
19.333
0.000
19.333
0.000
33.430
41.092
18.701
0.000
16.416
0.000
Min
18.381
19.894
18.210
24.667
21.533
0.000
16.860
0.000
69.268
25.727

63.107
255.000
243.701
255.000

Max
255
233
255
210
255

Max
187.333
193.333

72.539
248.435
206.323
255.000
255.000
255.000

Max

167.997
65.677
255.000
255.000
255.000
255.000
180.138
147.822
255.000
255.000
255.000

Max

68.439

55.429
117.930
197.667
138.063
255.000
202.025
255.000
255.000

98.000

108

227.969
0.000

789.264
0.000

Length
66.292
65.604
22.038

128.858

40.952
0.000

2.151.200

0.000

Length
51.155

233.775

0.000

664.667

0.000
49.260
29.214

432.525

0.000

781.318
0.000
Length
158.636
55.154
120.025
36.446
160.623
0.000
725.155

0.000
15.676
74.180
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4.624.766.372

1.520.955

4.624.766.372
Area

65.995.506
3.390.601
6.867.544

33.749.929
2.025.726
1.886.250

949.767
2.291.395
380.491.176

25.706.799
9.484.384
4.376.897

11.739.250

14.548.700

42.427.343
3.005.381

380.491.176

Area

102.947
302.199

89.663
239.102

4.624.766.372

1.564.126
1.584.052

4.624.766.372
Area

1.238.682

4.624.766.372

1.447.896

4.624.766.372

1.095.885

4.624.766.372

1.205.473

4.624.766.372
Area

1.447.896

4.624.766.372

123.681
135.760
123.681
Mean
84.703
34.249
70.011
90.313
51.652
47.748
52.108
61.451
134.289
76.498
67.447
72.825
69.522
53.848
75.156
40.292
172.691

Mean
26.981
30.464
56.671
32.179
121.315

43.467
133.389
121.315

Mean
15.314
96.681
20.253
96.681
14.855
96.681
19.393
96.681

Mean
48.896
96.681

0.000
24.555
0.000
Min
15
19
29
20
21
24
23
28

23
23
25
29
23
23
16

Min
11.074
11.947
25.268
14.338
0.000
11.223
19.239
0.000
Min
7.167
0.000
6.672
0.000
7.474
0.000
8.147
0.000
Min
11.030
0.000

255.000
255.000
255.000
Max
207
114
217
239
133
174
205
251
255
255
255
244
255
255
255
250
255

Max
52.251
80.000
143.000
84.421
255.000
172.664
255.000
255.000

Max
44,551
255.000
187.703
255.000
60.729
255.000
165.419
255.000

Max
168.560
255.000

109

0.000
833.399
0.000

Length
56.007
164.132
47.939
129.705
0.000
857.351
869.054
0.000
Length
679.075
0.000
794.807
0.000
601.216
0.000
661.109
0.000
Length
794.644
0.000
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4.624.766.372
4.624.766.372
1.331.666
4.624.766.372
4.624.766.372
4.624.766.372
Area
3.171.424
25.786.500
45.761.489
15.143.134
8.886.629
1.016.184
380.491.176
380.491.176

Area
89.663
803.649
112.909
112.909
146.118
49.813
149.439
4.624.766.372
3.759.217
4.624.766.372

Area
853.462
182.647
4.624.766.372
1.454.538
4.624.766.372
1.248.644
4.624.766.372
1.328.345
4.624.766.372

Area
205.893
471.563
86.342
4.624.766.372
1.524.276

96.681
96.681
57.189
96.681
96.681
96.681
Mean
58.758
44.293
52.690
39.161
22.976
19.209
140.711
80.028

Mean
32.743
48.875
57.476
53.357
57.761
45.204
38.683

126.374
48.937
126.374

Mean
41.028
76.022

125.191
55.663
125.191
38.260
125.191
44,527
125.191

Mean
23.787
13.358
23.878

125.191
26.548

0.000
0.000
5.667
0.000
0.000
0.000
Min

Min
22.747
20.265
22.155
22.823
12.188
23.333
19.554
0.000
11.729
0.000
Min
14.371
31.040
0.000
11.024
0.000
11.022
0.000
14.139
0.000
Min
10.333
8.667
11.238
0.000
8.997

255.000
255.000
197.333
255.000
255.000
255.000
Max

104

193

231

206

145

59

255

255

Max
43.900
239.035
102.446
119.667
203.979
78.276
74.811
255.000
255.000
255.000

Max
109.292
155.787
255.000
255.000
255.000
255.000
255.000
255.000
255.000

Max
64.080
22.667
34.000
255.000
154.285
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0.000

0.000
730.866

0.000

0.000

0.000

Length
47.431
440.336
60.577
61.443
79.290
26.282
80.554
0.000
2.061.900
0.000
Length
467.412
99.888
0.000
796.936
0.000
684.838
0.000
728.633
0.000
Length
111.375
257.166
46.146
0.000
837.235
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BIC cortical

BIC cortical

BIC medular

6 4.624.766.372

7
8
9
10
11
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587.793
1.185.548

4.624.766.372

1.338.308

4.624.766.372
Area

27.307.455
24.913.113
866.745
380.491.176
26.527.052
380.491.176

Area

305.519

29.888
106.268
544.621
494.809

4.624.766.372

4.101.266

4.624.766.372
Area

740.552
73.059

4.624.766.372

1.401.404
3.321
152.760
561.226
235.781

4.624.766.372

1.261.928

4.624.766.372
Area
4.624.766.372

1.693.640

4.624.766.372

481.525

4.624.766.372

1.361.554

4.624.766.372

125.191
32.580
236.726
125.191
48.876
125.191
Mean
43.751
44.473
44.490
115.072
71.814
146.565

Mean
14.229
94.099
15.188
35.028
21.763

129.482
57.707
129.482

Mean
58.154
83.855

132.820
81.502
96.667
49.688
60.163
82.008

132.820
69.985

132.820

Mean

132.820
68.387

132.820
41.421

132.820
42.165

132.820

0.000
15.672
77.745

0.000

6.907

0.000

Min

14
11
21

13

Min
6.333
60.853
10.599
9.260
7.872
0.000
5.704
0.000
Min
45.756
56.024
0.000
45.800
96.667
43.000
44.567
42.560
0.000
43.385
0.000
Min
0.000
38.867
0.000
34.890
0.000
31.667
0.000

255.000

97.114

255.000

255.000

255.000

255.000
Max

254

255

73

255

255

255

Max
36.152
157.758
33.284
153.527
53.000
255.000
255.000
255.000

Max
115.333
133.000
255.000
246.000
96.667
58.840
73.547
197.117
255.000
173.046
255.000

Max
255.000
177.900
255.000
57.230
255.000
114.941
255.000

111

0.000
321.789
649.486

0.000
732.927

0.000

Length
167.102
15.682
56.521
297.193
270.317
0.000
2.251.595
0.000
Length
405.273
39.423
0.000
769.088
0.000
83.126
307.071
129.039
0.000
691.176
0.000
Length
0.000
928.220
0.000
262.560
0.000
746.823
0.000
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Area
30.282.948
11.662.870

1.391.442
380.491.176
61.681.706
880.029
380.491.176

Mean
91.318
84.891
85.449

194.169
75.967
68.449

177.242

Min

53
55
52
34
35
43
32

Max

255
253
240
255
255
177
255
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9.5 — Quadro descritivo das medidas de porcentagem mensuradas pelo
software ImageJ 1.50?

MEDIDAS DE PORCENTAGEM DAS REGIOES MENSURADAS PELO SOFTWARE IMAGE J POR REGIAO

ROI 1 (BIC | ROI 2 (BIC
IDENTIFICACZ\O TiBIA PARAFUSO | CORTICAL | CORTICAL I\Ijlgll)fltillg) BIC (:2::3)
SUPERIOR) | INFERIOR)

Direita |Experimental 0,553 0,606 0,828 0,662 0,120

1 Esquerda| Controle 0,547 0,793 0,605 0,649 0,096
) Direita |Experimental 0,352 0,414 0,659 0,475 0,079
Esquerda| Controle 0,452 0,551 0,526 0,510 0,245

Direita Controle 0,245 0,468 0,064 0,259 0,369

3 Esquerda | Experimental 0,688 0,707 0,459 0,618 0,089
a Direita Controle 0,675 0,217 0,840 0,577 0,116
Esquerda | Experimental 0,317 0,307 0,566 0,397 0,232

Direita |Experimental 1,000 0,417 0,804 0,740 0,218

6 Esquerda| Controle 0,797 0,604 0,875 0,759 0,159
. Direita |Experimental 0,381 0,504 0,706 0,530 0,241
Esquerda| Controle 0,747 0,549 0,769 0,688 0,075

Direita Controle 0,342 0,269 0,285 0,299 0,065

9 Esquerda | Experimental 0,518 0,026 0,514 0,353 0,121
10 Direita Controle 0,819 0,473 0,390 0,561 0,109
Esquerda | Experimental 0,855 0,337 0,523 0,572 0,231

1 Direita |Experimental 0,510 0,433 0,200 0,381 0,045
Esquerda| Controle 0,617 0,605 0,446 0,556 0,083

12 Direita Controle 0,568 0,719 0,375 0,554 0,173
Esquerda | Experimental 0,775 0,291 0,263 0,443 0,052

13 Direita |Experimental 0,879 0,230 0,000 0,370 0,131
Esquerda| Controle 0,550 0,150 0,398 0,366 0,300

Direita |Experimental 0,660 0,358 0,157 0,392 0,139

14 Esquerda| Controle 0,821 0,386 0,535 0,581 0,105
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9.6 - Producao intelectual durante o curso

Artigos completos enviados para publicagao em periédicos

Revista de Odontologia da UNESP
“Avaliagdo topografica e in vitro de superficies de titdnio revestidas com vidro
bioativo”

Journal of Esthetic and Restorative Dentistry
“Litium dissilicate laminate to improve smile design: conservative treatment with
one year follow up"

Apresentagcao de trabalho na 34® Reunidao da Sociedade Brasileira de
pesquisa em Odontologia

Avaliacao biolégica in vivo do titanio revestido com vidro bioativo contendo
fosfato de calcio

Martinez LFP*, Moreira AN, Barros VM, Vasconcellos WA, Domingues RZ,
Ferreira AJ

Trabalho enviado para 352 Reuniao da Sociedade Brasileira de pesquisa
em Odontologia

Avaliagdo histomorfométrica da osseointegracdo em superficie de
implante bioativa de titénio revestida com fosfato de calcio
Martinez LFP*, Barros VM, Castro MAA, Ferreira RC, Magalhdes CS,
Vasconcellos WA, Moreira AN

Trabalho enviado como co-autor para a 35 Reunidao da Sociedade
Brasileira de pesquisa em Odontologia

Aspectos morfolégicos da dentina radicular humana e bovina em
diferentes faixas etarias e tergos radiculares
Limeira FIR*, Carvalho MFF, Santa-Rosa CC, Martinez LFP, Yamauti M,
Moreira AN, Magalhdes CS



