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Nunes, FAS. Avaliacdo de uma nova superficie de implante recoberta por hidroxiapatita em
escala nanométrica. Estudo in vivo em ratos expostos & fumaca do cigarro, como um modelo
0sseo deficiente. [Tese de doutorado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, 2019.

Resumo

Substituir um dente em falta com implantes enddsseos tem sido reconhecida como
uma opc¢do de tratamento bem sucedida a longo prazo. Todavia, alguns fatores podem
contribuir para uma cicatrizacao deficiente e maior risco de perda dos implantes, dentre 0s
quais esta o habito de fumar. Modificac6es relacionadas ao desenho do corpo do implante e as
caracteristicas topogréficas e quimicas da superficie tem sido desenvolvidas para se obter
melhor performance e menor tempo de d&sseointegracdo, em especial para situacdes
desafiadoras, como o tratamento de pacientes fumantes. O objetivo desta pesquisa foi realizar
um estudo in vivo, em ratos expostos a fumaca do cigarro, para avaliar uma nova superficie de
implante modificada pela adicdo de nano-hidroxiapatita, por meio de analises
histomorfométrica, microtomogréafica e da avaliacdo da expressdo génica. Para sua realizacao,
36 ratos foram submetidos a inalacdo da fumaca de 10 cigarros, 3 vezes ao dia, durante 60
dias. No trigésimo dia do experimento foram instalados implantes com 2,7 mm de
comprimento e 1,4 mm de diametro e diferentes tipos de superficie (lisa, duplo ataque &cido e
cobertas com nano-hidroxiapatita), em ambas as tibias, apds a realizacdo de um retalho de
aproximadamente 1,5 cm e utilizagdo de broca piloto. Durante todo o periodo em que
permaneceram com 0s implantes os animais continuaram inalando fumaca de cigarro. Os
ratos foram sacrificados 7 e 30 dias ap0s a instalacdo dos implantes. As tibias foram entdo
removidas: as tibias direitas foram selecionadas para a execucdo da microtomografia e analise
histomorfométrica, enquanto que as tibias esquerdas foram utilizadas para andlise de
expressao génica. Durante o procedimento cirlrgico para instalacdo dos implantes ou
remocao das tibias, foi coletado 1 ml de sangue via puncdo venosa cardiaca, o qual foi
utilizado para quantificagdo dos niveis plasmaticos de cotinina por meio de teste ELISA. Para
a avaliacdo de pardmetros oOsseos foram feitas andlises tridimensionais, ap0s cortes
microtomograficos seriados, analisando: Contato tridimensional osso-implante (IS/TS),
Densidade Ossea tridimensional (BV/TV), Porcentagem de porosidade total (Po.To) e
Separacdo trabecular (Th.Sp). Na analise histomorfométrica, em cortes ndo calcificados,
avaliou-se o contato osso-implante (BIC) e a densidade Ossea da area entre as rocas do

implante (BAFO). Quantificou-se ainda, por Real-Time PCR, a expressdo génica de:



Fosfatase alcalina (ALP), Osteopontina (OPN), Receptor ativador do fator nuclear kappa
ligante (RANKL), Osteoprotegerina (OPG), Osteocalcina (OC) e Fator de transcrigdo runt
releated (RUNX2). Os resultados obtidos demonstraram maior quantidade de cotinina
plasmatica a medida que aumentou o periodo de exposicdo a fumaca do cigarro. A superficie
NANO apresentou resultados numéricos superiores em relacdo as superficies DAA e LISA,
nas analises microtomograficas (IS/TS: LISA 29,87 + 6,87, DAA 36,29 + 6,87, NANO 43,39
+ 6,87; BV/TV: LISA 26,95 + 6,95, DAA 34,01 + 6,95, NANO 35,11 * 6,95) e
histomorfométricas (BIC, resultados em funcéo da superficie: LISA 42,35 + 6,98, DAA 45,24
* 6,98, NANO 49,10 = 6,98; BAFO: LISA 50,45 + 7,01, DAA 46,30 + 6,98, NANO 53,73 £
6,98), entretanto sem diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Na analise dos
parametros relacionados a expressdo génica a superficie NANO mostrou-se superior em
relacdo a DAA e LISA, com diferencas estatisticamente significantes, em especial no periodo
de 30 dias (ALP, resultados em funcdo da superficie: LISA 0,63 + 0,04, DAA 0,82 + 0,04,
NANO 1,06 = 0,04; OPN: LISA 0,61 £ 0,04, DAA 0,87 £ 0,04, NANO 1,70 = 0,04,
RANKL/OPG: LISA: 0,58 + 0,04 DAA: 0,43 + 0,04 NANO 0,25 + 0,04; OC: LISA 0,98 +
0,13, DAA 1,32 + 0,13, NANO 1,86 + 0,13; RUNX2: LISA 0,70 £ 0,03, DAA 0,77 + 0,03,
NANO 1,28 + 0,03). Concluiu-se que houve superioridade da superficie NANO em relacéo as
superficies DAA e LISA, em ratos submetidos a inalacdo da fumaca de cigarro, e um atraso
no reparo 0sseo0 nos animais expostos a fumaca do cigarro, que ndo foi totalmente

compensado por nenhuma superficie até o periodo de tempo avaliado.

Palavras-chave:  superficie de implante, nanohidroxiapatita, = microtomografia,

histomorfometria, expressdo génica, reparo 0sseo.



Nunes, FAS. Evaluation of a new implant surface covered by hydroxyapatite at nanoscale. In
vivo study in rats exposed to cigarette smoke as a poor bone model. [Doctoral thesis].
Ribeirdo Preto: School of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, 2019.

Abstract

Replacing a missing tooth with endosteal implants has been recognized as a successful long
term treatment option. However, some factors may contibute to poor healing and increased
risk of impant loss, including smoking. Modifications in the design of the implant and in the
topographic and chemical characteristics of the surface have been developed to obtain better
performance and shorter osseointegration time, especially for challenging clinical situations,
such as the treatment of smoking patients. The aim of this research was to evaluate a new
implant surface modified by the addition of nanohydroxyapatite, in an in vivo study in rats
exposed to cigarette smoke, by means of histomorphometric, microtomographic and gene
expression analysis. For that, 36 rats were submitted to the inhalation of the smoke of 10
cigarettes, 3 times by day, during 60 days. On the thirtieth day of the experiment, implants
with 2.7mm in length and 1.4mm in diameter and different surface types (Smooth- SMO
Group, double acid etched — DAE Group, and covered with nanohydroxyapatite — NANO
Group) were installed in both tibia, after a flap of approximately 1.5 cm and use of pilot drill.
The animals continued to inhale cigarette smoke throughout the time they stayed with the
implants. The rats were sacrificed 7 and 30 days after implant installation (18 animals in each
period, 6 from each group). The tibiae were then removed: right tibiae were selected for
microtomography and histomorphometric analysis, while left tibias were used for gene
expression analysis. During the surgical procedure to implant placement or tibia removal, 1
ml of blood was collected via heart venipuncture, and was used for cotinine plasma levels
quantification by ELISA. Three-dimensional microtomographic analyzes evaluated Three-
dimensional bone-implant contact (IS/TS), Three-dimensional bone density (BV/TV),
Percentage of total porosity (Po.To) and Trabecular separation (Th.Sp). Histomorphometric
analysis evaluated the bone-implant contact (BIC) and the bone area fraction occupancy
(BAFO) in the area between implant threads. Gene expression of Alkaline phosphatase
(ALP), Osteopontin (OPN), Activator Receptor of nuclear kappa binding factor (RANKL),
Osteoprotegerin (OPG), Osteocalcin (OC) and Factor transcript runt releated (RUNX2) was
also quantified by Real-Time PCR. The results showed that plasma cotinine concentration
increased as the period of exposure to cigarette smoke increased. NANO surface presented
higher numerical results than the DAE and SMO groups for microtomographic (IS/TS: SMO



29.87 £ 6.87, DAE 36.29 £ 6.87, NANO 43.39 + 6.87; BV/TV: SMO 26.95 * 6.95, DAE
34.01 + 6.95, NANO 35.11 + 6.95) and histomorphometric (BIC: SMO 42.35 + 6.98 , DAE
45.24 + 6.98, NANO 49.10 * 6.98; BAFO: SMO 50.45 + 7.01, DAE 46.30 + 6.98, NANO
53.73 £ 6.98) analyzes, meanwhile without statistically significant differences between the
groups. Gene expression evaluation showed that the NANO surface was superior in relation to
DAE and SMO, with statistically significant differences, especially in the period of 30 days
(ALP: SMO 0.63 + 0, 04, DAE 0.82 + 0.04, NANO 1.06 + 0.04, OPN: SMO 0.61 + 0.04,
DAE 0.87 + 0.04, NANO 1.70 + 0.04, RANKL/OPG: SMO: 0.58 + 0.04 DAE: 0.43 £ 0.04
NANO 0.25 £ 0.04 OC: SMO 0.98 + 0.13, DAE 1.32 + 0.13, NANO 1.86 + 0.13, RUNX2:
SMO 0.70 + 0.03, DAE 0.77 £ 0.03, NANO 1.28 * 0.03). It was concluded that NANO
surface presented superior results in relation to the DAE and SMO surfaces in rats subjected
to inhalation of cigarette smoke, and that the animals exhibited a delay in bone healing in the

animals, which was not fully compensated by any surface until the period of time evaluated.

Keywords: implant surface, nanohydroxyapatite,  microtomography,

histomorphometry, gene expression, bone healing.
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1 — Introducéo

A reabilitacdo bucal com implantes dentarios € uma modalidade de tratamento
previsivel para pacientes parcialmente ou completamente desdentados (Karoussis et al.,
2003). Entretanto, a taxa de sucesso desta modalidade de tratamento pode ser influenciada por
diversos fatores, tais como a osseointegracdo bem sucedida dos implantes dentarios
(Pjetursson et al., 2004), a relacdo entre a restauracdo final e os dentes adjacentes (Lang &
Zitzmann, 2012), o carregamento oclusal (Chambrone et al., 2010), a saude dos tecidos moles
e duros (De la Rosa et al., 2013), a condi¢do sistémica, como por exemplo a presenca de
Diabetes Mellitus (Kotsovillis et al., 2006), e habitos deletérios a salde, como o tabagismo
(Stietzel et al., 2007).

O hébito de fumar pode ser observado em um sexto da populacdo mundial. A maioria
dos estudos sobre a associagdo entre tabagismo e condi¢cdes médicas relatam efeitos negativos
em todo o corpo (Saito et al., 2013). Diversas sdo as substancias presentes na fumaca do
cigarro que podem apresentar potencial toxico, como a acroleina e o acetaldeido, que inibem a
proliferacdo e adesao de fibroblastos gengivais in vitro (Cattaneo et al., 2000), 0 monoxido de
carbono, que diminui a oxigenacdo dos tecidos (Sherwin & Gastwirth, 1990) e o cianeto de
hidrogénio, que inibe 0 metabolismo oxidativo e o transporte de oxigénio em nivel celular
(Mosely & Finseth, 1977). Ndo obstante, entre as mais de 4000 substancias encontradas, a
nicotina tem sido considerada a de maior importancia para os efeitos adversos relacionados a
saude (Tonetti, 1998).

A nicotina promove uma diminuicdo do suprimento sanguineo pela liberacdo de
catecolaminas, que resultam em uma vasoconstri¢cdo e consequente diminuicdo da perfusdo
tecidual (Reus et al., 1984), a qual reduz a proliferacdo de hemoglobina, macréfagos e
fibroblastos, importantes elementos da cicatrizagcdo (Sherwin & Gastwirth, 1990). A nicotina
também reduz a atividade osteogénica, aumenta a perda 6ssea periodontal e peri-implantar e

pode favorecer a perda de implantes dentarios (Baig & Rajan, 2007).

Bain e Moy analisaram a relacdo entre a falha de implantes e o tabagismo, apds o
acompanhamento de 6 anos da instalagdo de 2194 implantes Brenemark, e observaram uma
taxa de insucesso geral de 5,92%, valor similar ao encontrado em outros estudos. Todavia,
quando os pacientes foram subdivididos em fumantes e ndo fumantes, nos quais foram
instalados 390 e 1804 implantes respectivamente, verificou-se uma porcentagem

significativamente maior de falhas ocorridas em fumantes (11,28%) do que em ndo-fumantes
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(4,76%). Tais resultados levaram os autores a concluir que o tabagismo atua como um fator
significante no aumento do indice de perdas de implantes dentarios (Bain & Moy, 1993).

Haas et al., estudaram a relagdo entre o consumo de cigarros e os tecidos peri-
implantares. Participaram da pesquisa 107 fumantes (366 implantes) e 314 ndo fumantes
(1000 implantes), que foram avaliados clinica e radiograficamente. Nao foram encontradas
diferencas entre os grupos quanto ao nivel de higiene oral, além de ndo terem sido observadas
diferencas em nenhum dos parametros avaliados nos implantes colocados na arcada inferior.
Entretanto, os pacientes fumantes mostraram valores maiores para o indice de sangramento
(fumantes: 1,65 e ndo-fumantes: 0,85), profundidade de sondagem peri-implantar (fumantes:
4,32mm e ndo-fumantes: 2,78mm) e perda Ossea detectada radiograficamente (fumantes:
4,0mm e ndo-fumantes 1,53mm) para a regido da maxila. Os autores concluiram que os
pacientes fumantes possuem maior risco para o desenvolvimento de peri-implantite (Haas et
al., 1996).

Nociti Jr. et al., avaliaram a influéncia da exposicdo intermitente a fumaca do cigarro
sobre o0 volume Gsseo ao redor de implantes de titanio em ratos. Para a realizacdo do estudo
foram utilizados 32 ratos machos da espécie Wistar, divididos em 2 grupos: teste (exposi¢do
a fumaca de 10 cigarros, 3 vezes ao dia, durante o periodo de 60 dias de reparo 0sseo) e
controle (sem exposi¢do a fumaca). Apos analise histomorfométrica, os autores verificaram
uma reducdo da densidade 6ssea na regido lateral ao implante e prejuizo no reparo 6sseo no
grupo exposto a fumaca do cigarro. Tal fato foi mais evidenciado na regido medular do grupo
teste, onde a area de 0sso dentro das roscas e o contato osso/implante foram menores (Nociti
Jr. et al., 2002, Nociti Junior et al., 2002).

Cyprus et al., analisaram marcadores pré-inflamatérios e a diferenciacdo osteogénica
em discos de titanio com diferentes rugosidades e fémures de camundongos expostos a um
extrato de fumaca de cigarro administrado via intraperitoneal, e concluiram que o extrato da
fumacga do cigarro foi capaz de promover uma maior concentracdo de citocinas circulantes
guando comparado ao grupo controle, além de um fenotipo osteoporético no 0sso trabecular

femural dos ratos expostos ao extrato da fumaca (Cyprus et al., 2018).

Apesar das altas taxas de sucesso no tratamento com implantes, modificagdes
relacionadas ao desenho do corpo do implante e as caracteristicas topogréaficas e quimicas da
superficie tem sido desenvolvidas para se obter melhor performance e menor tempo de

osseointegracdo, em especial para situaces desafiadoras (Misch et al., 2004), como o
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tratamento de pacientes fumantes. Alterac6es da topografia da superficie podem ser realizadas
através de varios métodos, como a utilizacdo de ataques acidos, jateamento de particulas e
adicdo de elementos quimicos a superficie dos implantes (Le Guehennec et al., 2007). Em um
estudo envolvendo o jateamento de particulas associado a diferentes tipos de condicionamento
acido, Buser et al. demonstraram que superficies moderadamente &speras apresentaram
melhor resposta 6ssea quando comparadas a superficies de implantes maquinadas e polidas
(Buser et al., 1999).

Braceras et al. afirmaram que uma superficie rugosa facilita a retengdo de células
osteogénicas e a sua migracdo pela superficie do implante por meio da osseoconducdo
(Braceras et al., 2009). Além disso, a presenca de rugosidade na superficie do implante
promove uma melhor aderéncia do colageno e aumenta a area da superficie, resultando em
mais sitios para a fixacdo das células, maior crescimento tecidual e estabilidade mecénica
(Wennerberg & Albrektsson, 2009; Wennerberg & Albrektsson 2010).

As rugosidades presentes na topografia dos implantes podem variar de milimetros a
nanometros. A influéncia de nanoestruturas na osseointegracdo ganhou muito interesse nos
ultimos anos, e varios estudos mostraram que importantes etapas do processo de
osseointegracdo sdo moduladas pela presenca de nanoestruturas (Mendonca et al., 2008;
Mendonca et al., 2009). Esta superficie podera ser de grande importancia para a fixacdo de
proteinas, durante 0s estagios iniciais da cicatrizacdo 0ssea, de modo a favorecer

principalmente os casos de carga imediata (Svanborg et al., 2010).

Entre as proteinas que se encontram envolvidas no processo de remodelagdo 6ssea que
ocorre apos a instalacdo dos implantes, podemos citar: Fator de transcrigdo “runt related” 2
(RUNX2), Fosfatase Alcalina (ALP), Osteocalcina (OC), Osteopontina (OPN),
Osteoprotegerina (OPG), Receptor ativador do fator nuclear Kappa-B (RANK), e Receptor
ativador do fator nuclear Kappa ligante (RANK-L). RUNX2 ¢ o principal fator de transcricdo
que inicia a formacdo dssea (Lian et al., 2006) e a diferenciacdo de osteoblastos (Komori &
Kishimoto, 1998). A Fosfatase Alcalina é uma glicoproteina produzida por osteoblastos que
atua como um marcador na fase inicial da diferenciacdo, sendo necessaria para a formagao
ostedide e mineralizacdo da matriz (Harris, 1990; DeLaurier et al., 2002; Nune, 2018). A
Osteocalcina é uma proteina de matriz extracelular ndo colagénica, secretada por osteoblastos,
com alta afinidade ao célcio essencial para a morfogénese esquelética e formagdo dssea

(Cyprus et al.,2018). A Osteopontina é uma proteina da matriz extracelular ndo colagenosa
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envolvida na formacdo Ossea e calcificacdo que interage com as integrinas da superficie
celular para regular a adesdo, migracdo e proliferagédo celular. (Okamoto et al., 2007;
Heinegard et al., 1989; Scatena et al., 2007). O sistema OPG/RANKL/RANK desempenha
um papel central na regulacdo paracrina e na funcdo dos osteoclastos (Blair et al., 2006). A
OPG liga-se a0 RANKL, ambos secretados pelos osteoblastos, e impossibilita a ligagdo do
RANKL ao RANK, encontrado na membrana dos osteoclastos, o que inibe a reabsorcéo
0ssea (Khosla, 2001).

De Oliveira e Nanci avaliaram discos de titdnio em um meio de cultura de células
osteogénicas e descobriram que a nanotexturizacdo das superficies regulou positivamente a
expressao de proteinas relacionadas com o0s primeiros eventos da mineralizacdo 0ssea e
regulacdo da deposicdo mineral (De Oliveira & Nanci, 2004). Em outro estudo utilizando
meio de cultura, De Oliveira et al., mostraram também um aumento da osteogénese em discos

de titdnio com uma nanotopografia produzida quimicamente (De Oliveira et al., 2007).

Jimbo et al., em um estudo realizado em tibias de coelhos, compararam implantes
usinados a implantes revestidos com hidroxiapatita em escala nanométrica (nanoHA) e
demonstraram que as superficies nanoHA melhoraram significativamente a expressdo do gene
osteogénico, bem como apresentaram atividade osteoclastica elevada, indicando um potencial
aumentado para remodelacdo dssea em torno deste tipo de superficie (Jimbo et al., 2011).
Resultados favoraveis a superficie nanoHA também foram obtidos previamente por Meirelles
et al., que observaram um aumento precoce da formacdo dssea em implantes modificados
com nano-hidroxiapatita quando comparado a implantes usinados instalados em tibias de
coelhos (Meirelles et al., 2008).

Bryington et al., realizaram um estudo in vivo para anélise biol6gica molecular em
humanos, demonstrando que a topografia da superficie do implante influencia a expressao de
genes especificos do 0sso e genes ligados a sinalizacdo célula-célula durante as fases iniciais
da osseointegracdo. Apés 7 dias da instalagdo dos implantes, os marcadores osteoblasticos
foram regulados positivamente na superficie nanotexturizada quando comparada a superficie
com rugosidade em escala micrométrica (Bryington et al., 2014). Bai et al., ao realizar um
estudo in vitro e in vivo utilizando coelhos, destacaram que a presenga de particulas de
hidroxiapatita em escala nanométrica sobre superficies de implantes de titanio foi capaz de
modular a resposta inflamatdria, resultando em um ambiente mais favoravel para a

osteo/angiogénese (Bai et al., 2018).
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Além da expressdo génica que quantifica as proteinas por meio de uma reacdo em
cadeia de polimerase, outras técnicas tem sido usadas para avaliar a osseointegragdo em
modelos in vivo, como radiografias, testes mecanicos, histologicos e/ou histomorfométricos
(Johansson et al., 2012). A analise histomorfométrica bidimensional tem sido amplamente
utilizada para examinar espécimes finas, devido a sua alta resolucdo espacial e contraste, que
permitem avaliar o contato osso-implante e a &rea dssea (Le Guehennec et al., 2008).
Entretanto, a utilizacdo desta técnica possui um processo de fabricacdo destrutivo, que torna
dificil reproduzir o espécime e limita a analise a uma area especifica. Assim, surgiu a
microtomografia computadorizada (micro-CT), possibilitando uma analise tridimensional que
atua de forma complementar a analise bidimensional, para avalia¢cdo da morfologia e micro-
estrutura éssea, utilizando dados de projecoes de raios-X em varios angulos para reconstruir
uma representacdo em 3D do modelo que caracteriza a distribuicdo da densidade do material,
permitindo assim o estudo de estruturas de alguns micrémetros, tais como trabéculas dsseas
(Martin-Badosa et al., 2003; Gonzalez-Garcia & Monje, 2013).

Mediante o exposto sobre os diferentes tipos de superficies de implantes, a caréncia de
estudos envolvendo implantes nanotexturizados, que visam & melhora qualitativa e
guantitativa do fenbmeno de osseointegracdo, bem como a existéncia de eventos que tornam
deficiente o processo de reparacéo tecidual em fumantes, é interessante avaliar uma superficie
de implante de 4° geracdo, modificada pela adicdo de nano-hidroxiapatita, de forma
comparativa a outras superficies existentes no mercado, em um modelo dsseo deficiente in

vivo, compreendendo ratos expostos a fumaca do cigarro.
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2 — Objetivos

Avaliar in vivo, utilizando ratos expostos a fumaca do cigarro (como um modelo de
reparacdo Ossea deficiente) uma nova superficie de implantes com nanoparticulas de

hidroxiapatita (nanoHA), por meio de:

Analise microtomografica: avaliacdo do 0sso em contato e nas areas entre 0s apices
de rosca dos implantes, dos seguintes parametros tomogréaficos: Contato tridimensional 0sso-
implante (IS/TS, %); Densidade Ossea tridimensional (BV/TV, %); Porcentagem da
porosidade total (Po.To, %); Separacao Trabecular (Tbh.Sp, mm).

Anélise histomorfométrica: avaliagdo do contato osso-implante (BIC, %) e da

densidade 0ssea na area entre os apices de rosca dos implantes (BAFO, %).

Avaliacdo da expressdo génica dos seguintes genes marcadores do metabolismo
Osseo: analisar Fosfatase Alcalina (ALP), Osteopontina (OPN), Receptor ativador do fator
nuclear kappa ligante (RANKL), Osteoprotegerina (OPG), Osteocalcina (OC) e Fator de
transcrigéo “runt related 2” (RUNX2).
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3 — Materiais e Métodos

3.1. Comissao de Etica

O presente projeto de pesquisa foi submetido a avaliagio da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Campus da USP-Ribeirdo Preto, tendo sido aprovado (protocolo
numero: 2015.1.910.58.5) (Anexol). Os procedimentos iniciaram-se apds a aprovacdo pela
referida comissdo e foram executados de acordo com as normas éticas regidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2. Célculo amostral

O célculo de tamanho da amostra foi realizado pelo programa Graphpad Statemate 2.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). A amostra ideal para assegurar poder de
80% na andlise estatistica dos dados obtidos neste estudo foi calculada considerando-se as
médias e desvios-padrdo do contato osso-implante encontrado nas analises
histomorfométricas dos grupos experimentais do estudo desenvolvido por Nociti Jr. et
al.,(Nociti Junior et al., 2002), sendo o valor de a ajustado em 0,05. Dessa forma, chegou-se a
um tamanho amostral adequado de 12 animais por grupo experimental, sendo 6 para cada
tempo de analise. Considerando o percentual de morte de animais ap0s inducdo da fumaca de
cigarro ou realizacdo dos procedimentos cirdrgicos para instalacdo dos implantes em estudos
prévios realizados por nossa equipe (20%), foi solicitado um adicional de 12 animais para
substituir qualquer perda eventual, totalizando 48 ratos.

3.3. Caracterizacdo da amostra

Foram selecionados 36 ratos adultos machos da espécie Wistar (Rattus norvegicus
albinus) com peso entre 200 a 2509, provenientes do biotério central do Campus da USP —
Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos em caixas plasticas apropriadas com alimento e
agua ad libitum antes e durante o periodo experimental, e permaneceram no Biotério da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto em ambiente com ciclo de 12 horas de luz e

temperatura entre 22 e 24°C.
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3.4. Inducéo do tabagismo

Este estudo contou com a utilizagdo efetiva de 36 ratos submetidos & fumaca de 10
cigarros, 3 vezes ao dia, durante 60 dias seguidos, de forma similar a adotada por César-Neto
et al. 2003, que estimou o uso de uma concentracdo de 1,3 mg de nicotina, 16,5 mg de
alcatrdo e 15,2 mg de monoxido de carbono. Inicialmente, os animais passaram por um
periodo de adaptacdo constituido de 2 dias: no primeiro dia ficaram expostos por 3 vezes
durante 5 minutos; no segundo dia, por 3 vezes durante 7 minutos. A partir do terceiro dia, 0s
animais foram expostos em 3 vezes diérias de 8 minutos (Cesar-Neto et al., 2003).

Estes ratos foram colocados durante o periodo de exposicdo em um recipiente de
acrilico transparente, com dimensdes de 45x20x20 cm® composto por duas camaras
interligadas por um orificio. Na primeira, eram colocados 0s cigarros acesos. Nesta parte
havia também uma entrada por onde era bombeado o ar por meio de um inalador de ar
comprimido modelo Inalar Compact (NS, Vila Velha, Espirito Santo, Brasil), de modo a
formar uma corrente que direcionava a fumaca para a segunda camara, na qual se
encontravam os ratos. Na segunda camara também havia um orificio que possibilitava a vazdo
do ar, bombeado para o meio externo (Lemesurier et al., 1981; Cendon-Filha, 1993). (Figura
1). A este orificio foi conectada uma mangueira de borracha de 2.2 cm de didmetro e 3 metros
de comprimento, de modo que a fumaca era direcionada para fora do biotério e lancada ao ar

livre.

CAMARA 1

BOMBA DE AR
(INALADOR)

F MANGUEIRA PARA VAZAO DA

FUMACA PARA O MEIO EXTERNO
n

CAMARA 2
339333 33333%
EEREBEREERRR

Iililjlilililil‘l&.i‘

10 CIGARROS SRATOS

w~
™

Figura 1. Desenho esquematico representando 0 mecanismo de exposicdo a fumaga. Observa-se a camara 1,

onde os cigarros eram colocados, e a cdmara 2, na qual permaneciam os ratos durante o periodo de exposicdo a

fumagca do cigarro.
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3.5. Registro dos niveis de cotinina

O primeiro dia apds o periodo de adaptacdo, no qual ocorreu exposi¢do a fumaga do
cigarro por 3 periodos de 8 minutos, foi considerado o dia 1 no presente estudo. A partir desta
data foram contados mais 29 dias corridos e, ap0s anestesia para instalacdo dos implantes, foi
recolhido 1 ml de sangue de cada rato, extraido mediante puncao venosa cardiaca (dia 30),
para analise plasmatica dos niveis de cotinina. A cotinina é um metabolito da nicotina que,
por apresentar um tempo de meia vida mais longo, tem sido usado em pesquisa como um
marcador confiavel para estudos do habito de fumar. A quantificacdo da cotinina foi realizada
com a utilizacdo de um kit de ELISA (mouse/rat cotinine ELISA, OriGene Technologies Inc.,
Rockville, MD, USA), conforme orientacdo do fabricante, e se repetiu uma semana apos a
instalacdo dos implantes (dia 37), previamente ao sacrificio dos grupos teste e controle — 7
dias, e um més apds a instalacdo dos implantes (dia 60), previamente ao sacrificio dos grupos

teste e controle — 30 dias.

Todos os implantes utilizados foram fabricados pela empresa S.I.N. (S.I.N. Implant
System, S&o Paulo, SP) para esta pesquisa, tinham a mesma macroestrutura, com formato de

parafuso e as seguintes dimensdes: 2,7 mm de comprimento e 1,4 mm de diametro (Figura 2).

Figura 2. Imagem representativa do implante utilizado.

3.6. Instalacdo dos implantes

A cirurgia para instalacdo dos implantes foi executada no trigésimo dia apds a coleta
da amostra de sangue para analise da cotinina, de forma similar ao protocolo utilizado por
Prado et al., 2006 (Prado et al., 2006). Entretanto, no presente estudo ndo houve a exposi¢ao a
fumaca do cigarro momentos antes (procedimento adotado para diminuir o risco de perdas de
animais durante o ato cirdrgico). Os animais foram inicialmente pesados para o correto
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calculo anestésico. A anestesia geral foi obtida pela associagdo de 50 mg/1kg de Cloridrato de
Ketamina (Agener Unido Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) e 10mg/1kg de Cloridrato de Xilazina
(Rompum; Bayer SA, Séao Paulo, SP, Brasil) através de injecéo via intramuscular. Logo ap0os,
os animais foram colocados em uma placa de contencdo na posi¢éo de decubito dorsal. Foi
realizada a tricotomia e, em seguida, com o auxilio de uma tesoura de ponta fina, a assepsia

local, utilizando uma solucéo de PVPI a 1%.

Subsequentemente, foi realizada uma incisdo em ambas as pernas dos animais, com
aproximadamente 1,5cm de extensdo, paralela ao longo eixo das tibias (Figura 3A). O local de
eleicdo para a incisdo foi estabelecido pela por¢do mais volumosa do tecido ésseo, mediante
palpacdo. O tecido muscular foi seccionado até a exposic¢do do periosteo, utilizando um cabo
de bisturi n° 3, montado com lamina de bisturi n°® 15 (Swann-Morton, Sheffield, Inglaterra). O
descolamento foi executado utilizando os descoladores de Freer e de Molt, com o auxilio de
uma pin¢a clinica. Esses mesmos instrumentos auxiliaram no afastamento do retalho e
estabilizacdo da tibia (Figura 3B). Como essa regido nao induz um sangramento excessivo, a

secagem do campo operatério foi feita com gaze estéril.

A osteotomia para a instalagcdo do implante foi realizada por meio de uma broca piloto
com 1,0 mm de didmetro e 15 mm de comprimento (S.I.N. — Sistema de Implantes) sob
constante irrigacdo com soro fisiologico, de acordo com as recomendac@es especificadas pelo
fabricante (S.I.N. — Sistema de Implante, Sdo Paulo-SP) (Figura 3C). Os implantes foram
instalados utilizando uma chave de 0,9 mm de didmetro (Figura 3D) de forma que as roscas
ficassem completamente introduzidas no interior do osso cortical (Figura 3E). O ato
operatorio finalizou-se com o fechamento priméario dos tecidos por meio de suturas por
planos, utilizando fios de sutura absorviveis (Figura 3F) (Vicryl Ethicon 5.0, Johnson Prod.,

Séo Jose dos Campos, Brasil).
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Figura 3. Instalacdo do implante. A — Inciséo de aproximadamente 1,5 cm de extensédo paralela ao longo eixa da
tibia; B — Retalho realizado; C — Perfuracéo para instalagdo do implante sobre constante irriga¢do; D — Instalagdo

do implante; E — Implante posicionado; F — Retalho suturado.

Subsequentemente a cirurgia, 0s animais receberam uma dose Unica de antibidtico via
intramuscular de 24000 Ul/kg de Penicilina G-benzatina na dose de 0,01 ml para cada 100g
do peso corpéreo do rato (Pentabiético Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge® Satde
Animal Ltda., Campinas, SP), e um anti-inflamatorio (Buprenorfina na concentragdo de 0,3
mg/ml — dose 0,5 mg/kg - Injecdo subcuténea, 12/12 horas). Apds a cirurgia, 0S animais
foram mantidos em caixas plasticas apropriadas durante todo o periodo experimental e ndo

sofreram nenhuma restricdo de movimentacgao ou alimentar.

3.7. Divisdo dos grupos experimentais

Os 36 animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais, cada qual

contendo 12 ratos:
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- GRUPO 1 (n=12) — Ratos expostos a fumaca — superficie lisa (LISA) - implantes
usinados (sem nenhum outro tratamento de superficie a ndo ser os sulcos normais de

usinagem) foram instalados nas tibias de ratos expostos a fumaca do cigarro;

- GRUPO 2 (n=12) — Ratos expostos a fumaca — superficie com duplo ataque acido
(DAA) - implantes com superficie tratada com duplo ataque acido foram instalados nas tibias

de ratos expostos a fumaca do cigarro;

- GRUPO 3 (n=12) — Ratos expostos a fumaca — superficie nano HA (NANO) -
implantes com superficie com adi¢cdo de nano-hidroxiapatita foram instalados nas tibias de
ratos expostos a fumaca do cigarro;

Os animais foram sacrificados com aprofundamento anestésico de 150 mg/kg de
tiopentato de sddio 2,5%, via intraperitoneal (Thiopentax, Cristalia, Brasil) via intraperitoneal
nos periodos de 7 e 30 dias ap0s a instalacdo dos implantes (18 animais para cada tempo, 6 de

cada um dos grupos experimentais).

As tibias direitas foram removidas, com a utilizacdo de uma tesoura, e fixadas para
posterior andlise tridimensional por MicroCT e processamento histoldgico/analise
histomorfométrica. As tibias esquerdas foram removidas com um auxilio de uma trefina de 3
mm de diametro, armazenadas em nitrogénio liquido e em seguida no freezer -80 graus para

posterior analise da expressdo génica.

3.8. Analise microtomografica

A analise microtomografica foi realizada com a utilizacdo de um microtomografo
SkyScan 1172 (SKYSCAN N. V., Kontich, Bélgica) conectado a um computador de controle
e aquisicdo de dados. As amostras, apds serem imersas em formol tamponado durante 48
horas ap6s o sacrificio dos animais, foram posicionadas e estabilizadas em um porta-amostra
préprio ao equipamento, de modo a evitar qualquer tipo de movimento indesejavel enquanto o

escaneamento era processado.

O escaneamento foi executado de forma padronizada, sendo todos eles obtidos a partir
de uma tensdo de 100 kV e 100 pA, com a utilizagdo de um filtro de aluminio-cobre, visando
a otimizacgdo do contraste, rotacdo de 360 graus, um passo de rotacdo de 0,40 e 5,87 mm de
tamanho de pixel. As projecGes tomograficas foram reconstruidas com a utilizacdo do
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software NRecon (NRecon v.1.6.10.4, Bruker, Kontich, Antwerp, Bélgica) e os implantes
foram posicionados no seu longo eixo, tendo como referéncia o corte sagital, utilizando o

software DataViewer (v.1.5.0, Bruker, Kontich, Antwerp, Bélgica).

A partir do estabelecimento das posi¢cdes adequadas, as imagens reconstruidas foram
analisadas com a utilizacdo do software CT Analyser (CTAn., v.1.15.4.0, Bruker, Kontich,
Antwerp, Bélgica) para a quantificagdo dos seguintes pardmetros: contato tridimensional
osso-implante (IS/TS, %); densidade Ossea tridimensional (BV/TV, %); porcentagem da

porosidade total (Po.To, %) e separacéo trabecular (Tb.Sp, mm).

No CTAn foi criada uma lista de tarefas para analise dos parametros desejados com a
utilizacdo da ferramenta de anéalise avancada “custom processing”. As medicdes foram feitas a
partir de 1 mm da porcao mais coronal do implante, atingindo todo o seu comprimento ou até
alcancar a quantia de 173 “slices”. Esse processo envolveu a determinacdo da regido de
interesse (ROI). A soma coletiva de todos os ROIs sobre um conjunto contiguo de fatias da
imagem transversal foi usada para determinar o volume de interesse desejado (VOI).
Processou-se também uma binarizacdo, realizada com a utilizacdo de uma escala de cinza,

com densidade de 35-150 para 0sso e 150-255 para o implante.

3.9. Preparo das pecas para histomorfometria
Apos a tomada tomografica com os implantes instalados, as tibias foram preparadas
para a avaliacdo histomorfométrica (cortes ndo descalcificados).

Fixacdo e Descalcificacdo

Cada amostra foi colocada em frasco de vidro contendo o fixador: solucdo de
formalina 4%, dissolvido em tampdo fosfato de sodio (PBS) em pH 7, por 10 dias, a
temperatura ambiente. Em seguida, as pecgas foram transferidas para uma solucdo de etanol a
70% até o seu processamento. Os espécimes foram desidratados em gradiente de etanol em
concentragdes ascendentes (solucgdes 70%, 95% e 100%).

Inclusdo em Resina

Todas as pecas foram infiltradas e incluidas em resina LR White (London Resin
Company, Berkshire, Inglaterra).

Seccdo

As pecas incluidas em resina foram submetidas a um sistema de microdesgaste (Exakt,

Alemanha) pela técnica de secgédo de tecidos duros descrita por Donath & Breuner, 1982, de
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forma a obter laminas de aproximadamente 50 a 80 pum. Os cortes foram montados em
laminas histoldgicas para analise, sendo corados com Stevenel’s blue e Alizarin red S.

Histomorfometria

Uma seccdo histologica longitudinal de 50-80um de espessura de cada implante foi
captada através de uma camara de video Leica DC 300F (Leica Microsystems GmbH,
Nussloch, Alemanha) acoplada a um estereomicroscopio Leica MZFL Il (Leica
Microsystems GmbH, Nussloch, Alemanha). As imagens foram avaliadas utilizando o
programa Image J (National Institutes of Health, Bethesda, EUA) para a quantificacdo da
porcentagem de contato osso-implante (BIC, %) (Figura 4A), e da densidade dssea na area
entre 0s apices de roscas do implante (BAFO, %) (Figura 4B).

Figura 4. Esquema ilustrativo demonstrando as medi¢des de BIC (A) e BAFO (B).

3.10. Anélise da expressao génica
Extracdo de RNA total

As amostras (“pool” de duas tibias com as mesmas superficies de implantes e tempo

de andlise, perfazendo um total de 18 espécimes) foram colocadas separadamente em
cadinhos de porcelana previamente queimado a 200° por 6 horas. Em seguida, foi
acrescentado nitrogénio liquido e com auxilio de um pistilo foi realizado o maceramento das
amostras, com movimento e forca mecanica, até que todo tecido 6sseo se destacasse do
implante e obtivesse o aspecto "esfarelado™. Sequentemente, foi adicionado 1 ml do reagente
Trizol (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, EUA). Posterior a intensa pipetagem, para promover lise
das células, esta mistura foi transferida para o proximo pogo de cultura celular, sendo o
mesmo procedimento realizado até o Gltimo pogo. Ao final de 20 pocos, obteve-se quantidade

suficiente de RNA total para execugdo de todos os experimentos envolvendo expressao
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génica. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 15 min e armazenadas no
freezer -20°C por, no minimo, 24h.

Ap0s este periodo, para cada 1 mL do reagente Trizol (Gibco) foram adicionados 250
pL de cloroférmio (Merck). Os tubos foram vigorosamente agitados por 30s e colocados no
gelo durante 5 min. A seguir, ocorreu a centrifugacdo das amostras a 4°C e 12000 g, durante
15 min, e a fase aquosa (superior) coletada em novos tubos de 2 mL (Eppendorf AG,
Hamburg, Hamburg, Alemanha). Em seguida, foram adicionados 250 pL de etanol 96%
(Merck) as amostras e as mesmas centrifugadas em colunas de silica gel presentes no kit SV
Total RNA Isolation System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). O restante do processo
de extragdo de RNA total foi realizado de acordo com instrucgdes do fabricante.

A concentracdo e pureza do RNA total foram avaliadas por espectrofotometria em
aparelho NanoVue (GE Healthcare, Uppsala, Condado de Uppsala, Suécia). A leitura foi
realizada nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm, para obtencdo da
concentracdo de RNA/UL e contaminacgdo por proteinas e fenol, respectivamente. Apenas as
amostras que apresentaram a proporcao 260:280 e 260:230 maior que 1.8 foram consideradas
para os ensaios de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) em tempo real. Em seguida, a
integridade do RNA total foi analisada utilizando o equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Stockport, Manchester, United Kingdom). Brevemente, as amostras do RNA
total foram aquecidas a 70°C por 2 minutos e mantidas no gelo até o0 momento da aplicacdo no
gel. A matriz do gel aplicada nos capilares do chip contém uma mistura de fluoréforos e
marcadores de peso molecular. A ligacdo dos fluor6foros ao marcador de tamanho e ao RNA
resulta na emissdo de fluorescéncia, que é quantificada, permitindo a separacdo do RNA
ribossémico 18S e 28S e a verificagdo da integridade do RNA total a partir da atribuicdo de
um namero de integridade do RNA (RNA Integrity Number - RIN) que varia de 1 a 10. As
amostras que apresentaram RIN maior ou igual a 7 foram consideradas para anélise.

Sintese da fita de DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 ug de RNA total por
reacdo de transcrigédo reversa utilizando-se o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), de acordo com as orientagdes do
fabricante. Brevemente, em um tubo de 200 pL (Axygen Scientific Inc., Union City,
California, EUA) foram adicionados: 1 pg de RNA total diluido em um volume final de 10
pL de &gua previamente tratada com DEPC (Sigma), 2 puL de (10X) RT buffer, 0,8 puL de
(25X) dNTP mix (100mM), 2 puL (10X) RT Random Primers, 1 pL. de MultiScribeTM
Reverse Transcriptase, 1 uL de RNase Inhibitor e 3,2 uL de 4gua DEPC, para um volume
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final de 20 uL/reacdo. Em seguida, as amostras foram incubadas em termociclador Master
Cycler Gradiente (Eppendorf AG) sob as seguintes condigdes: 25°C por 10 min, 37 °C por
120 min, 85 °C por 5 min, seguido pelo resfriamento a 4 °C. Ao final da reacdo de transcricdo
reversa as amostras de DNAc foram estocadas em freezer -20°C.

Reacdo de PCR em tempo real utilizando o sistema de sondas Tagman

Para realizacdo da técnica de PCR em tempo real utilizou-se o sistema de sondas
Tagman em um aparelho CFX 96 (Bio-Rad, Hercules, California, EUA). Para cada reagédo
foram adicionados: 5 uL. de Tagman® Gene Expression Master Mix (2X)2, 0,5 uL de (20X)
Tagman® Gene Expression Master Mix e 4,5 uLL de cDNA (11,25 ng), para um volume final
de 10 pL/reacdo. As reagdes de amplificagdo consistem em 2 minutos a 50°C, 10 minutos a
95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e, 1 minuto a 60°C (desnaturacdo e extensao).

Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou ciclo
limiar), sendo este o ponto correspondente ao nimero de ciclos em que a amplificacdo das
amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles negativos
e a fase de amplificacdo exponencial das amostras) permitindo a analise quantitativa da
expressao do fator avaliado. Todas as amostras foram submetidas a reacGes para a deteccdo de
RNA mensageiro para o gene de expressdo constitutiva B-GUS, utilizado como controle
positivo da reacdo de amplificacdo. Os niveis de expressdo do gene constitutivo foram
utilizados para a normalizacdo dos niveis de expressdo do gene alvo e uma amostra negativa
(dgua) submetida a reacdo com cada sonda Tagman utilizada. A quantificacdo dos dados de
expressdo génica foi realizada utilizando o método de 2-AACT (Livak e Schittgen, 2001). A
avaliacdo da expressdo génica analisou Fosfatase Alcalina (ALP), Osteopontina (OPN),
Receptor ativador do fator nuclear kappa ligante (RANKL), Osteoprotegerina (OPG),
Osteocalcina (OC) e Fator de transcricao “runt related” 2 (RUNX2).

Todas as analises histomorfométricas, microtomogréficas e de avaliacdo da expressao

génica foram realizadas por um Unico examinador, cego para 0S grupos experimentais.

3.11. Andlise Estatistica

Os niveis de cotitinina plasmatica (teste ELISA) foram avaliados estatisticamente por
meio do teste ANOVA Oneway seguido do pos-teste de Tukey. As analises de
microtomografia, histomorfometria e expressdo génica tiveram suas analises preliminares

mostrando que os dados satisfaziam a distribuigcdo gaussiana (teste de Shapiro-Wilk, todas p>
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0,05). Assim, os dados foram coletados e alinhados ao longo de um modelo linear geral
(MLG) com fatores fixos de tempo (7 e 30 dias) e modificacbes de superficie (lisa, duplo
ataque acido e nano-hidroxiapatita). Teste de Tukey foi utilizado para compara¢6es multiplas.
Todas as andlises foram apresentadas em fungdo dos valores médios com o intervalo de
confianga correspondente a 95% (média £ 95% IC) e realizadas usando o software SPSS
(IBM SPSS 23, IBM Corp., Armonk, Nova York, EUA).



38

4. Resultados
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4. Resultados

Sete animais expostos & fumaga ndo sobreviveram a todo o periodo em que estava
compreendido o experimento, de modo que 1 deles faleceu ainda no periodo de adaptacéo, 1
entre o dia 1 e o dia 30, 3 apos a instalacdo dos implantes (dia 30), e 2 entre os dias 30 e 60,
sendo estes substituidos por animais reservas de igual condicdo. Além disso, ndo foram
detectados eventos adversos, como a exposi¢do do implante, e foi observado um aspecto

clinicamente saudavel nas areas cirdrgicas ao longo de todo o periodo experimental.

A andlise plasmatica dos niveis de cotinina mediante a realizacdo de um exame de
ELISA demonstrou um efeito acumulativo da fumaca do cigarro de modo que os indices
aumentaram nos diferentes tempos de andlise. Aos 30 dias de inducdo da fumaca os ratos
apresentaram 46,09 £ 7,26 (média + IC 95%) nanogramas de cotinina para cada mililitro, aos
37 dias, 51,20 £ 7,26, e aos 60 dias, 72,37 = 7,26 (Figura 5).

Analise plasmatica dos niveis de cotinina
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Figura 5. Nivel de cotinina plasmatica, em nanogramas por mililitro, (média + IC 95%) nos diferentes tempos
apos a exposi¢do dos ratos a fumacga do cigarro. Letras idénticas indicam que ndo ha diferenga estatisticamente

significante entre 0s grupos.
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4.1. Resultados microtomograficos

LISA

Expostos
7 Dias

— <
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Figura 6. (A-F) Reconstrucdo das imagens microtomograficas. Implante com superficie LISA (A e D), DAA (B
e E) e NANO (C e F) instalados em tibias de ratos expostos & fumaca de cigarro nos tempos: 7 Dias (A,B,C) e 30
Dias (D,E,F).

4.1.1. Contato tridimensional osso-implante (IS/TS, %)

A analise do contato tridimensional osso-implante demonstrou que aos 7 Dias 0
percentual de contato foi de 32,71 + 5,61 (valores expressos em média + IC 95%), resultado
sem diferenca estatistica do encontrado aos 30 Dias, 40,33 + 5,61 (p=0,059) (Figura 7A). Ao
comparar a porcentagem de contato osso-implante de acordo com o tipo de tratamento
recebido pelas superficies notou-se uma porcentagem superior para a superficie NANO (43,39
+ 6,87) em relacdo as superficies LISA (36,29 + 6,87) e DAA (43,39 + 6,87). Estes resultados
demonstraram superioridade estatistica significativa para a superficie NANO sobre a
superficie LISA (p=0,008) e semelhanca estatistica entre NANO e DAA (NANO x DAA
p=0,146), o que também foi observado entre DAA e LISA (DAA x LISA p=0,187) (Figura 7
B). Ao avaliar todos os grupos de forma isolada observou-se maiores médias de porcentagem
de IS/TS para o grupo NANO aos 7 Dias e aos 30 Dias. Aos 7 dias, a média foi de 38,08 +
9,71, enquanto para o grupo DAA 7D e LISA 7D foram respectivamente 35,55 + 9,71 e 24,50
+ 9,71. Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre os grupos (NANO 7D x DAA
7D p=0,709; NANO 7D x LISA 7D p=0,052; DAA 7D x LISA 7D p=0,111). Aos 30 Dias, 0
grupo NANO (NANO 30D = 48,71 = 9,71) também demonstrou maior porcentagem de
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contato osso-implante quando comparado aos grupos LISA (35,24 + 9,71) e DAA (37,03
9,71), mas sem diferenca estatisticamente significante nas comparacGes entre 0S grupos
(NANO 30D x DAA 30D p=0,093; NANO 30D x LISA 30D p=0,054; DAA 30D x LISA
30D p=0,791). Nas comparac6es intra-grupos para os diferentes tempos de analise, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes (LISA 7D x LISA 30D p=0,121; DAA
7D x DAA 30D p=0,827; NANO 7D x NANO 30D p=0,125) (Figura 8).
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Figura 7. Gréficos representando a porcentagem de contato tridimensional osso-implante (IS/TS %) organizados
em func¢do do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo ha

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 8. Gréfico representando a porcentagem de contato tridimensional osso-implante (IS/TS, %) quando
todos os grupos foram analisados de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianga
(95%). Letras minGsculas representam as analises de 7 Dias. Letras maitsculas as andlises de 30 Dias. Letras
idénticas indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica
significante para as andlises feitas considerando uma mesma condigdo e tratamento de superficie para os

diferentes tempos de avaliacéo.
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4.1.2. Densidade 6ssea tridimensional (BV/TV, %)

A porcentagem da densidade 6ssea tridimensional apresentada aos 7 Dias foi de 32,38
+ 5,68 (valores expressos em média £ IC 95%), enquanto aos 30 Dias foi 31,66 + 5,68, de
modo que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,856) (Figura
9A). Quando feita a analise comparativa entre os resultados apresentados de acordo com o
tipo de tratamento de superficie dos implantes, houve auséncia de diferenca estatistica entre
0s grupos LISA (26,95 + 6,95), DAA (34,01 + 6,95) e NANO (35,11 £ 6,95) (LISA x DAA
p=0,153; LISA x NANO p=0,100; DAA x NANO p=0,821) (Figura 9 B). Ao avaliar todos os
grupos isoladamente, aos 7 Dias, o grupo NANO (NANO 7D 38,79 £ 9,83) apresentou
superioridade estatistica (p=0,042) quando comparado com o grupo LISA (LISA 7 D 24,33 +
9,83), e maior média numérica que a superficie DAA (DAA 34,03 + 9,83), todavia sem
diferenca estatistica significante (p=0,489). Entre os grupos DAA 7D e LISA 7D ndo houve
diferenca estatistica (p=0,165). Aos 30 Dias as superficies DAA e NANO apresentaram as
maiores medias numéricas (LISA 30D 29,57 + 9,83; DAA 30D 33,99 + 9,83; NANO 30D
31,42 + 9,83), mas ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos (LISA
30D x DAA 30D p=0,521; LISA 30D x NANO 30D p=0,788; DAA 30D x NANO 30D
p=0,709). As comparac@es intragrupos para os diferentes tempos ndo mostraram diferencas
estatisticamente significantes (LISA 7D x LISA 30D p=0,447; DAA 7D x DAA 30D
p=0,996; NANO 7D x NANO 30D p=0,288) (Figura 10).
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Figura 9. Gréficos representando a porcentagem de volume 6sseo pelo volume total de tecido (BV/TV, %)
organizados em funcdo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam

que ndo ha diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 10. Grafico representando a porcentagem de volume ésseo pelo volume total (BV/TV, %) quando todos
0s grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianga (95%). Letras
mindsculas representam as analises de 7 Dias. Letras mailsculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas indicam
gue ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica significativa para as

andlises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliagéo.

4.1.3. Porcentagem de porosidade total (Po.To)

A porcentagem de porosidade total em funcdo do tempo demonstrou que as médias
aos 7 Dias (68,73 + 5,32) (valores expressos em média £ IC 95%) e aos 30 Dias (68,34 +
5,32) nédo diferem estatisticamente (p=0,916) (Figura 11A). Quando as compara¢des foram
feitas em relacdo ao tipo de tratamento das superficies, o grupo de superficie LISA apresentou
uma média de 73,06 + 6,52, enquanto a média para os grupos DAA e NANO foram 65,99 +
6,52 e 66,56 + 6,52 respectivamente, sem diferenca estatisticamente significante entre os
grupos (LISA x DAA p=0,128; LISA x NANO p=0,161; DAA x NANO p=0,901) (Figura
11B). Ao avaliar todos os grupos, aos 7 Dias, a média numérica foi maior para a superficie
LISA (LISA 7D 75,68 + 9,22), em relacdo aos grupos DAA e NANO (DAA 7D 65,98 + 9,22;
NANO 7D 64,54 + 9,22), entretanto sem diferenca estatisticamente significante entre os
grupos (LISA 7D x DAA 7D p=0,139; LISA 7D x NANO 7D p=0,091; DAA 7D x NANO
7D p=0,824). Aos 30 Dias apos instalacdo dos implantes as porcentagens de porosidade total
foram: LISA 30D 70,43 + 9,22; DAA 30D 66,01 + 9,22; NANO 30D 68,58 + 9,22, também
sem diferencas estatisticas entre os grupos (LISA 30D x DAA 30D p=0,494; LISA 30D x
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NANO 30D p=0,774; DAA 30D x NANO 30D p=0,690). Nas comparag0es intragrupos entre
os diferentes tempos ndo houve diferencas estatisticas (LISA 7D x LISA 30D p=0,418; DAA
7D x DAA 30D p=0,996; NANO 7D x NANO 30D p=0,532) (Figura 12).
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Figura 11. Gréficos representando a porcentagem de porosidade total (Po.To, %) organizados em fungédo do
tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo ha diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 12. Gréfico representando a porcentagem de porosidade total (Po.To, %) quando todos 0s grupos se
apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianga (95%). Letras mindsculas
representam as analises de 7 Dias. Letras maiusculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas indicam que ndo ha
diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica significativa para as analises

feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliagéo.
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4.1.4. Separacdo trabecular (Th.SP, mm)

A separacdo trabecular (Th.Sp, mm) em funcéo do tempo encontrada aos 7 Dias foi de
0,050 £ 0,004 (valores expressos em média + IC 95%) e aos 30 Dias de 0,056 + 0,004, de
modo que néo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,067)
(Figura 13A). Ao avaliar os grupos de acordo com os diferentes tipos de tratamento de
superficie recebido pelos implantes obteve-se as seguintes medias: LISA 0,054 + 0,004; DAA
0,052 + 0,004; NANO 0,051 + 0,004. As comparagOes entre grupos nao exibiram nenhuma
diferenga estatisticamente significante (LISA x DAA p=0,486; LISA x NANO p=0,393; DAA
X NANO p=0,872) (Figura 13 B). Os resultados também foram analisados em funcéo de todos
0s grupos isoladamente. Para o tempo de 7 Dias a maior separa¢do trabecular foi encontrada
para a superficie LISA (0,053 + 0,006) em relacdo as superficies DAA (0,049 + 0,006) e
NANO (0,048 £ 0,006). Aos 30 Dias, todos os grupos (LISA, DAA e NANO) apresentaram
separacao trabecular com valor igual (0,055 + 0,006). Para todas as comparagfes entre 0s
grupos realizadas aos 7 Dias e aos 30 Dias, bem como para comparacGes dentro de uma
mesma superficie em tempos distintos, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significantes (p>0,05) (Figura 14).
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Figura 13. Gréficos representando a separacéo trabecular (Tb.Sp, mm) organizados em funcdo do tempo (A) e
da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo h4 diferenga estatisticamente

significante entre 0s grupos.
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Figura 14. Gréfico representando a separacdo trabecular (Th.Sp, mm) quando todos 0s grupos se apresentam de
forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianga (95%). Letras mindsculas representam as
analises de 7 Dias. Letras maiusculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas indicam que ndo ha diferenca
estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenga estatistica significativa para as andlises feitas

considerando 0 mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliacéo.

4.2. Resultados histomorfométricos:

Independente do tempo da superficie dos implantes, uma osseointegracdo bem
sucedida foi observada em todos os grupos conforme evidenciado na figura 15. A quantidade
Ossea crescente entre os tempos 7 e 30 dias apds a instalacdo dos implantes nas areas em
contato com o implante e entre roscas também foi visualizada nas diversas superficies e
condicBes analisadas. De um modo geral, com relacdo ao tratamento de superficie, 0 grupo
NANO apresentou maior contato ao implante, com locais de remodelacéo e formacao de novo

0ss0, quando comparado aos grupos LISA e DAA nos diferentes tempos.
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Expostos

Expostos

Figura 15. A-F. Imagens histologicas coradas com Stevenel’s blue e Vermelho de Alizarina de todos o0s grupos
experimentais. Tempo de 7 Dias: A, B, C; e Tempo de 30 Dias: D, E, F. Implantes com superficie LISA: A, D;
DAA: B, E; e NANO: C e F. Aumento de 10x.

4.2.1. Contato osso-implante (BIC, %)

A analise histomorfométrica apresentou uma porcentagem de contato 0sso implante
com diferencga estatisticamente significante para os diferentes tempos de avaliacdo: 7 dias
(35,67 = 5,67) (valores expressos em média + IC 95%) e 30 dias (55,45 * 5,67) (p<0,001)
(FIGURA 16A). Ao avaliar os resultados obtidos nas diferentes superficies verificou-se um
maior contato 0sso implante para o grupo tratado com a superficie NANO (49,10 + 6,98) em
relacdo a superficie DAA (45,24 + 6,98) e LISA (42,35 + 6,98), mas sem diferenca
estatisticamente significante nas comparagdes entre os grupos (NANO x DAA p=0,430;
NANO x LISA p=0,172; DAA x LISA p=0,554). (Figura 16B). A analise simultanea de todos
o0s grupos de forma isolada também apresentou resultados superiores para a superficie NANO
em relacdo a DAA e LISA, nos diferentes tempos (7 dias e 30 dias) (LISA 7D 32,69 + 9,87;
DAA 7D 35,36 + 9,87; NANO 7D 38,97 + 9,87; LISA 30D 52,00 + 9,87; DAA 30D 55,11 +
9,87, NANO 30D 59,23 + 9,87), novamente sem diferencas estatisticas nas comparacdes entre
os grupos (LISA 7D x DAA 7D p=0,699; LISA 7D x NANO 7D p=0,365; DAA 7D x NANO
7D p=0,601; LISA 30D x DAA 30D p=0,652; LISA 30D x NANO 30D p=0,298, DAA 30D x
NANO 30D p=0,551). Houve diferencas estatisticamente significantes para todas as
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comparacgOes intragrupos entre os diferentes tempos (LISA 7D x LISA 30D p=0,008; DAA

7D x DAA 30D p=0,007; NANO 7D x NANO 30D p=0,006). (Figura 17).
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Figura 16. Graficos representando a porcentagem de contato osso-implante (BIC, %) organizados em fungéo do
tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo ha diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 17. Grafico representando a porcentagem de BIC quando todos os grupos se apresentam de forma
isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianca (95%). Letras mindsculas representam as
analises de 7 Dias. Letras maiusculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas indicam que ndo ha diferenca
estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica significativa para as andlises feitas

considerando 0 mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliacéo.
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4.2.2. Densidade 0ssea na area entre os apices de rosca do implante (BAFO, %)

A porcentagem da densidade Gssea na area entre os apices de rosca do implante
(BAFO, %) em funcdo do tempo, foi para 7 dias igual a 42,54 + 5,72 (valores expressos em
média = IC 95%) e de 57,78 + 5,72 para analises realizadas aos 30 dias. Esta diferenca foi
estatisticamente significante (p=0,001) (Figura 18A). Ao considerar os diferentes tipos de
tratamento de superficie para os implantes, o grupo NANO (53,73 £ 7,01) apresentou maior
% de BAFO que os implantes do grupo LISA (50,45 £+ 7,01) e DAA (46,30 £ 7,01), sem
diferenca estatistica significante entre os grupos (NANO x LISA p=0,503; NANO x DAA
p=0,136; LISA x DAA p=0,400), (Figura 18B). Ao avaliar todos os grupos, notou-se, dentro
de um mesmo tempo, médias superiores para o grupo NANO (NANO 7D 47,51 + 9,91; DAA
7D 35,14 £9,91; LISA 7D 44,96 + 9,91; NANO 30D 59,95 £ 9,91; DAA 30D 57,47 + 9,91;
LISA 30D 55,93 + 9,91) todavia sem diferenca estatistica significante para as demais
superficies (p>0,05, para todas as andlises). Diferenca estatistica significante foi encontrada
na analise intragrupos para diferentes tempos (7 Dias x 30 Dias) apenas para 0s grupos DAA
(DAA 7D x DAA 30D p=0,003) e NANO (NANO 7D x NANO 30D p=0,080), mas ndo para
0 grupo LISA (LISA 7D x LISA 30D p=0,120) (Figura 19).
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Figura 18. Graficos representando a densidade 6ssea na area entre os apices de rosca do implante (BAFO, %)
organizados em funcdo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam

gue ndo ha diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 19. Graéfico representando a densidade 6ssea na area entre os apices de rosca do implante (BAFO, %)
guando todos os grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianca
(95%). Letras mindsculas representam as anélises de 7 Dias. Letras mailsculas as analises de 30 Dias. Letras
idénticas indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenga estatistica
significativa para as analises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de

avaliacéo.

4.3. Resultados expressao génica
4.3.1. Fosfatase alcalina (ALP)

A expressédo relativa da fosfatase alcalina (ALP) pelo GAPDH demonstrou maior
média aos 7 Dias (0,96 + 0,03) (valores expressos em média + IC 95%) que aos 30 Dias (0,71
+ 0,03), sendo esta diferenca estatisticamente significante (p<0,001) (Figura 20A). Quando o
critério alvo foi o tipo de tratamento recebido pela superficie do implante, as médias foram:
LISA 0,63 + 0,04; DAA 0,82 + 0,04; NANO 1,06 £ 0,04, com diferenca estatisticamente
significante entre todos os grupos (LISA x DAA p<0,001; LISA x NANO p<0,001; DAA x
NANO p<0,001) (Figura 20 B). Ao avaliar os resultados de todos os grupos isoladamente
observou-se, aos 7 Dias, as seguintes médias: LISA 1,00 + 0,05; DAA 0,95 + 0,05; NANO
0,94 + 0,05, sem diferenca estatisticamente significante quando realizadas as comparacdes
(LISA 7D x DAA 7D p=0,170; LISA 7D x NANO 7D p=0,106; DAA 7D x NANO 7D
p=0,799). Entretanto, aos 30 Dias a expressdo de ALP diminuiu para as superficies LISA e
DAA e aumentou para a superficie NANO (LISA 30D 0,27 + 0,05; DAA 30D 0,70 £ 0,05;
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NANO 30D 1,18 + 0,05), havendo entdo diferenca estatisticamente significante para todas as
comparagoes (LISA 30D x DAA 30D p<0,001; LISA 30D x NANO 30D p<0,001; DAA 30D
X NANO 30D p<0,001). Houve diferencas estatisticamente significantes para todas as
analises intragrupos, entre os diferentes tempos: LISA 7D x LISA 30D p<0,001; DAA 7D x
DAA 30D p<0,001; NANO 7D x NANO 30D p<0,001 (Figura 21).
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Figura 20. Gréficos representando a expressdo relativa de Fosfatase Alcalinas/lGAPDH (ALP/GAPDH)
organizados em funcéo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam

que ndo h& diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 21. Grafico representando a expressdo relativa de Fosfatase Alcalina/GAPDH (ALP/GAPDH) quando
todos os grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianca (95%).
Letras minUsculas representam as analises de 7 Dias. Letras mailsculas as andlises de 30 Dias. Letras idénticas
indicam que ndo hé diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenga estatistica significativa

para as analises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliagao.
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4.3.2. Osteopontina (OPN)

A expressdo relativa de osteopontina/GAPDH demonstrou diferenca estatistica
significante (p<0,001), com superioridade dos resultados apresentados aos 7 Dias (1,25 +
0,03) (valores expressos em média £ IC 95%) em relagéo aos 30 Dias (0,87 + 0,03) (Figura 22
A). Ao avaliar os grupos de acordo com o tipo de tratamento da superficie do implante, o
grupo NANO exibiu maior média (1,69 + 0,04), quando comparado aos grupos LISA (0,61 +
0,04) e DAA (0,87 £ 0,04), com diferencgas estatisticamente significantes entre 0s grupos
(NANO x DAA p<0,001; NANO x LISA p<0,001; DAA x LISA p<0,001) (Figura 22 B). Ao
avaliar todos os grupos de forma isolada, aos 7 Dias e aos 30 Dias o grupo NANO apresentou
as maiores medias (LISA 7D 1,00 + 0,05; DAA 7D 0,98 = 0,05; NANO 7D 1,77 £ 0,05;
LISA 30D 0,22 = 0,05; DAA 30D 0,76 £ 0,05; NANO 30D 1,62 + 0,05). Houve diferencas
estatisticamente significantes entre: LISA 7D x NANO 7D p<0,001; DAA 7D x NANO 7D
p<0,001; LISA 30D x DAA 30D p<0,001; LISA 30D X NANO 30D p<0,001; DAA 30D x
NANO 30D p<0,001; entretanto, ndo foi encontrada diferenca entre LISA 7D x DAA 7D
(p=0,586). As comparacdes intragrupos mostraram diferencas estatisticas significantes para
todas as analises avaliando diferentes tempos (LISA 7D x LISA 30D, DAA 7D x DAA 30D,
NANO 7D x NANO 30D), com valor de p<0,001. (Figura 23).
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Figura 22. Graficos representando a expressao relativa de Osteopontina/GAPDH (OPN/GAPDH) organizados
em fung¢do do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo ha

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 23. Grafico representando a expressao relativa de Osteopontina/GAPDH (OPN/GAPDH) quando todos
0s grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianga (95%). Letras
minusculas representam as analises de 7 Dias. Letras maiusculas as andlises de 30 Dias. Letras idénticas indicam
que ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica significativa para as

andlises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliagéo.

4.3.3. Receptor ativador do fator nuclear kappa ligante (RANKL)

A expressao relativa do receptor ativador do fator nuclear Kappa ligante (RANKL) em
funcdo do tempo foi, para o grupo sacrificado aos 7 Dias, igual a 0,90 £ 0,05 (valores
expressos em média £ IC 95%), e para o grupo sacrificado aos 30 Dias, de 0,48 + 0,05,
havendo diferenca estatistica significante entre eles (p<0,001) (Figura 24 A). Quando feita a
avaliacdo dos resultados usando como critério o tipo de tratamento recebido pela superficie do
implante, foram encontradas as seguintes médias: LISA 0,58 + 0,06; DAA 0,80 + 0,06;
NANO 0,69 + 0,06 com diferencas estatisticamente significantes entre todos os grupos (LISA
x DAA p<0,001; LISA x NANO p=0,011; DAA x NANO p=0,020) (Figura 24 B). Ao avaliar
todos os grupos aos 7 Dias, as médias foram: LISA 7D 1,00 + 0,06; DAA 7D 1,22 + 0,06;
NANO 7D + 0,06, e aos 30 dias: LISA 30D 0,16 + 0,06; DAA 30D 0,37 + 0,06; NANO 30D
0,92 + 0,06. Houve diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos (p<0,05).
Nas comparagOes intragrupos entre os diferentes tempos também foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes em todas as analises (LISA 7D x LISA 30D p<0,001,;
DAA 7D x DAA 30D p<0,001; NANO 7D x NANO 30D p<0,001) (Figura 25).
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Figura 24. Graficos representando a expressdo relativa do receptor ativador de fator nuclear Kappa ligante
(RANKL) organizados em funcdo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras

idénticas indicam que ndo ha diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 25. Grafico representando a expressdo relativa do receptor ativador de fator nuclear Kappa ligante
(RANKL) quando todos os grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo
de confianca (95%). Letras minusculas representam as andlises de 7 Dias. Letras maiUsculas as analises de 30
Dias. Letras idénticas indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenga
estatistica significativa para as anélises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes

tempos de avaliaco.

4.3.4. Osteoprotegerina (OPG)

A expressdo relativa de OPG/GAPDH demonstrou maior média numérica aos 30 Dias

(1,87 £ 0,19) (valores expressos em média * IC 95%) em relacdo a 7 Dias (1,77 + 0,19), mas
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sem diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p=0,429) (Figura 26A). Ao
comparar 0s resultados de acordo com a superficie do implante, o grupo NANO exibiu maior
expressao relativa de OPG que os grupos LISA e DAA (NANO 2,75 + 0,24; LISA 0,99 +
0,24; DAA 1,72 + 0,24), sendo a diferenca entre esses grupos estatisticamente significante
(NANO x LISA p<0,001; NANO x DAA p<0,001; DAA x LISA p<0,001). (Figura 26 B). Ao
avaliar os resultados com todos os grupos isoladamente, também foram observadas, aos 7
Dias e aos 30 Dias, maiores medias para o grupo NANO em relacdo as superficies LISA e
DAA (LISA 7D 1,00 + 0,33; DAA 7D 1,98 + 0,33; NANO 7D 2,33 + 0,33, LISA 30D 0,99 +
0,33; DAA 30D 1,47 = 0,33; NANO 30D 3,17 = 0,33). Diferencas estatisticamente
significantes foram encontradas entre: LISA 7D x DAA 7D (p<0,001), LISA 7D x NANO 7D
(p<0,001), LISA 30D x DAA 30D (p=0,047), LISA 30D x NANO 30D (p<0,001), DAA 30D
x NANO 30D (p<0,001), enquanto semelhanca estatistica foi encontrada entre: DAA 7D X
NANO 7D (p=0,137). As analises das diferencas intragrupos para diferentes tempos mostrou
diferengas estatisticamente significantes para DAA 7D x DAA 30D (p=0,035) e NANO 7D x
NANO 30D (p=0,001), mas nao para LISA 7D x LISA 30D (p=0,948) (Figura 27).
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Figura 26. Graficos representando a expressdo relativa de osteoprotegerins/GAPDH (OPG/GAPDH)
organizados em funcdo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam

gue ndo ha diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 27. Gréfico representando a expressdo relativa de osteoprotegerina/GAPDH (OPG/GAPDH) quando
todos os grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianca (95%).
Letras minusculas representam as analises de 7 Dias. Letras mailsculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas
indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica significativa

para as analises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliacéo.

4.3.5. RANKL/OPG

A expressao relativa de (RANKL/OPG)/GAPDH foi maior aos 7 Dias (0,61 + 0,03)
(valores expressos em média + IC 95%) em relacdo ao periodo de 30 Dias (0,23 + 0,03), com
diferenca estatisticamente significante (p<0,001) (Figura 28A). Ao classificar os grupos de
acordo com o tipo de tratamento da superficie do implante, a superficie LISA apresentou
maior média na relacdo RANKL/OPG (LISA 0,58 + 0,04) sequida da superficie DAA (0,43 +
0,04) e NANO (0,25 + 0,04), com diferencas estatisticamente significantes (p<0,001) entre os
grupos (Figura 28B). Ao comparar todos os grupos de forma isolada, aos 7 dias, 0 grupo
LISA apresentou a maior méedia (LISA 7D 1,00 £ 0,06; DAA 7D 0,62 + 0,06; NANO 0,20 £
0,06); aos 30 Dias os resultados se inverteram, e o grupo NANO foi quem mostrou valores
mais elevados para RANKL/OPG (NANO 30D 0,29 + 0,06; DAA 30D 0,25 + 0,06, LISA
30D 0,15 + 0,06). Diferenca estatisticamente significante foi encontrada aos 7 Dias para:
LISA 7D x DAA 7D (p<0,001), LISA 7D x NANO 7D (p<0,001), DAA 7D x NANO 7D
(p<0,001), e aos 30 Dias para: LISA 30D x DAA 30D (p=0,021), LISA 30D x NANO 30D
(p=0,003), mas ndo entre DAA 30D x NANO 30D (p=0,357). Observou-se diferenca
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estatisticamente significante em todas as comparagOes intragrupos: LISA 7D x LISA 30D
(p<0,001), DAA 7D x DAA 30D (p<0,001), NANO 7D x NANO 30D (p<0,001) (Figura 29).
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Figura 28. Gréficos representando a expressdo relativa de (RANKL/OPG)/GAPDH organizados em funcéo do

tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo h4 diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 29. Gréfico representando a expressao relativa de (RANKL/OPG)/GAPDH quando todos 0s grupos se

apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianca (95%). Letras mindsculas

representam as analises de 7 Dias. Letras maiusculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas indicam que ndo ha

diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenca estatistica significativa para as analises

feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliagéo.
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4.3.6. Osteocalcina (OC)

A expressdo relativa de osteocalcina/GAPDH foi maior aos 30 Dias (1,92 = 0,11)
(valores expressos em média £ IC 95%) do que aos 7 Dias (0,80 + 0,11). Essa diferenca entre
as médias foi estatisticamente significante (p<0,001) (Figura 30A). Quando as diferentes
superficies foram avaliadas, encontrou-se maior média para o grupo NANO (1,86 £ 0,13) em
relagcdo aos grupos DAA (1.31 + 0,13) e LISA (0,90 + 0,13), com diferencas estatisticamente
significantes entre todos os grupos (LISA, DAA e NANO, p<0,001) (Figura 30B). Quando
realizada a anélise da expressdo relativa de osteocalcina em todos os grupos de forma isolada
observou-se, aos 7 dias, maior média para a superficie LISA (LISA 7D 1,00 = 0,19; DAA 7D
0,59 = 0,19; NANO 7D 0,81 + 0,19) Diferenca estatisticamente significante foi encontrada
entre LISA 7D x DAA 7D (p=0,004); para as outras comparac¢des, ndo houve diferenca
significante (LISA 7D x NANO 7D p=0,145; DAA 7D x NANO 7D p=0,102). Aos 30 Dias, a
expressao génica foi maior para o grupo NANO (2,91 + 0,19) em relacdo as superficies LISA
(0,81 £0,19) e DAA (2,04 + 0,19). Diferenca estatisticamente significante foi encontradas em
todas as comparacOes entre os grupos, com p<0,001. Nas comparagdes intragrupos, houve
diferencas estatisticamente significantes para grupos DAA e NANO (p<0,001), mas ndo para
a superficie LISA (LISA 7D x LISA 30D, p=0,140) (Figura 31).
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Figura 30. Gréficos representando a expressao relativa de Osteocalcina/GAPDH (OC/GAPDH) organizados em
funcdo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam que ndo ha

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 31. Grafico representando a expressao relativa de Osteocalcina/GAPDH (OC/GAPDH) quando todos os
grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianga (95%). Letras
mindsculas representam as analises de 7 Dias, e letras mailsculas as analises de 30 Dias. Letras idénticas
indicam que ndo hé diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenga estatistica significativa

para as analises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de avaliagéo.

4.3.7. Fator de transcricio “runt related” 2 (RUNX2)

A expressao relativa de RUNX2/GAPDH em funcdo do tempo evidenciou maiores
médias aos 7 Dias (0,97 £ 0,02) (valores expressos em média + IC 95%) do que aos 30 Dias
(0,86 = 0,02), com diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,001) (Figura
32A). Os resultados em funcgéo da superficie do implante exibiram as seguintes médias: LISA
0,70 £ 0,03; DAA 0,77 £ 0,03; NANO 1,28 + 0,03, com diferencas estatisticas significantes
para todas as comparagdes (LISA x DAA p<0,001; LISA x NANO p<0,001; DAA x NANO
p<0,001) (Figura 32B). Ao avaliar de forma isolada todos os grupos, os resultados
demonstraram aos 7 Dias maiores médias para o grupo NANO (LISA 7D 1,00 + 0,04; DAA
7D 0,85 + 0,04; NANO 7 D 1,08 £ 0,04), resultado que se repetiu aos 30 Dias (LISA 30D
0,40 £ 0,04; DAA 30 D 0,70 + 0,04; NANO 30 D 1,48 £ 0,04). Para todas as comparagoes
realizadas aos 7 Dias e aos 30 Dias, bem como para compara¢es intragrupos entre 0S
diferentes tempos, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes, com p<0,05.
(Figura 33).
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Figura 32. Graficos representando a expressdo relativa do Fator “runt related” 2/GAPDH (RUNX2/GAPDH)
organizados em funcdo do tempo (A) e da superficie do implante (B) (média e IC 95%). Letras idénticas indicam

gue ndo ha diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 33. Grafico representando a expressdo relativa do Fator “runt related” 2/GAPDH (RUNX2/GAPDH)
quando todos os grupos se apresentam de forma isolada expostos através de suas médias e intervalo de confianca
(95%). Letras mindsculas representam as anélises de 7 Dias. Letras mailsculas as analises de 30 Dias. Letras
idénticas indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significante. O sinal de + indica diferenga estatistica
significativa para as analises feitas considerando o mesmo tratamento de superficie e diferentes tempos de
avaliacéo.
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5. Discussao
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5. Discussao

Os implantes dentarios alcancaram altos indices de sucesso para a substituicdo dos dentes
perdidos ou ausentes. Entretanto, modificagdes nas suas caracteristicas continuam ocorrendo,
tendo como principais objetivos a reducéo no tempo final do tratamento e maiores indices de
sucesso em situacdes clinicas desafiadoras. Para isto, diferentes metodologias séo utilizadas
visando melhoras no padrdo de cicatrizacdo Ossea, dentre as quais: mudancas no design
(Lemons et al., 1999), adicdo de compostos biolégicos (Liu et al., 2004) e alteracbes na
superficie (Park et al., 2005).

N&o obstante as altas taxas de sucesso, falhas na osseointegracdo tem sido relacionadas ao
individuo ou a fatores externos, dentre os quais destaca-se o tabagismo (Stefani et al., 2002).
Varios estudos demostraram a influéncia negativa do habito de fumar na densidade e volume
0sseos, bem como na estrutura trabecular e no numero de osteoblastos, células chaves no
processo de reparo 6sseo e na interacdo com o implante dentario. (Ajiro et al., 2010; Bain CA,
1996; Malas et al., 2016).

O presente estudo analisou uma nova superficie de implantes recoberta com
nanoparticulas de hidroxiapatita (Nano HA), comparando-a com implantes usinados e
implantes que receberam em sua superficie duplo ataque acido, instalados na tibia de ratos
expostos a fumaca de cigarro (como um modelo de reparacdo 6ssea deficiente) através de:
analises microtomografica (micro-CT), histomorfométrica, e da avaliagdo da expressdo de

genes marcadores do metabolismo 6sseo.

Neste estudo os ratos foram expostos a fumaca do cigarro durante 60 dias (descartado o
periodo de adaptacdo). Os niveis de cotinina plasmatica foram avaliados aos 30, 37 e 60 dias
apos o inicio do experimento, e 0 que se notou foi um crescente na taxa de cotinina plasmatica
(30 dias: 46,10 ng/ml; 37 dias: 51,10 ng/ml, 60 dias 73,37 ng/ml). A avaliagdo utilizando um
biomarcador foi citada na literatura como uma forma mais precisa do que o autorrelato para
quantificar o grau de exposi¢éo ao tabagismo (Duque et al., 2017). Comparagdes com outros
estudos dos resultados obtidos ndo foram realizadas devido a especificidade do kit para uso
em ratos e auséncias de artigos cientificos utilizando o mesmo kit adotado nesta pesquisa.

Vale ressaltar que maiores niveis de cotinina foram associadas a um risco aumentado ou
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maior grau de periodontite em animais e em humanos (Nociti et al., 2001; Takeuchi et al.,
2012; Tanaka et al., 2013; Ebersole et al., 2014).

A microtomografia computadorizada é considerada uma técnica de aquisi¢do de imagens
tridimensionais muito sensivel para medir a massa 6ssea e a microestrutura do 0sso alveolar
ao redor de implantes, e que possui como vantagens alta resolucdo e ndo destrutividade da
amostra (Sarve et al., 2011; Slyfield et al., 2012; Molon et al., 2013). O presente estudo
evidenciou, através da microtomografia, maiores valores numéricos de contato tridimensional
osso implante (IS/TS %) para a superficie NANO aos 7 dias e aos 30 dias, quando comparada
as superficies LISA e DAA (entretanto, sem diferencas estatisticamente significantes). Esses
resultados corroboram os achados de outros estudos (Alenezi et al., 2013; Yuan et al., 2018),
que apresentaram melhores resultados para a superficie com nanotopografia em comparacao

com as superficies lisas/usinadas ou que receberam apenas um duplo ataque acido.

A andlise da relacdo do volume 6sseo/pelo volume total (BV/TV %) apresentou melhores
resultados para o grupo NANO, quando comparado a superficie LISA no tempo de 7 dias, 0
que indica uma maior densidade 6ssea, com a presenca de um 0sso mais compacto. Resultado
favorével para o grupo de implantes nanotexturizados também foi encontrado por Fu et al., ao
analisar a relagdo do volume ésseo pelo volume total (BV/TV) em cdes da raca beagle 12
semanas apos a instalacdo de implantes usinados, microtexturizados e micronanotexturizados
(Fuetal., 2017).

Uma alta porcentagem de poros totais pode indicar uma menor densidade 6ssea. Cyprus et
al., 2018, em estudo realizado com a administracdo intraperitoneal de extrato do cigarro em
camundongos, demostrou uma relacdo direta entre dose e porosidade 6ssea (quanto maior a
dose administrada, mais poroso 0 0sso se apresentava). O presente estudo demonstrou que as
superficies DAA e NANO apresentaram menor porosidade total quando comparada a
superficie LISA, sem diferenca estatistica significante entre os grupos de superficie com
rugosidades, e essa presenca de um 0sso mais denso ao redor do implante pode contribuir para
a sua estabilidade.

A separacdo trabecular ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos tantos aos 7
como aos 30 dias (havendo um pequeno aumento nos valores de 7 para 30 dias em todos 0s
grupos). Os dados colapsados por tipo de superficie apontaram resultados numericamente
menores para a superficie NANO, embora sem diferencas estatisticas entre os grupos. Este
achado difere do encontrado por Cheng et al., que em um estudo utilizando implantes com
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superficie nanotexturizada instalados em fémures de ratos ap6s 12 semanas de sua
implantacdo, ou seja, em um tempo maior do que o analisado no presente estudo, encontrou
maiores separacdes para 0 grupo de implantes usinados quando comparados aos grupos de
implantes com estrutura em escala nanométrica. Su et al., utilizando discos de titanio com
nanotopografia e revestimento com diferentes ions bioativos, também demonstraram maior
separagdo trabecular para a superficie usinada ap6s 8 semanas da implantacdo em fémures de

ratos.

A analise histomorfométrica do contato osso-implante (BIC %) mostrou uma porcentagem
crescente de valores entre as diferentes superficies (LISA, DAA e NANO respectivamente),
tanto aos 7 dias como aos 30 dias, embora sem diferencas estatisticamente significantes. Este
achado também foi observado por Correa et al.,, em um estudo envolvendo implantes
usinados/lisos e implantes que receberam jato de éxido de aluminio em ratos expostos a
fumaca de cigarro (Correa et al., 2008), e por Rouhabia et al., que utilizou um extrato de
nicotina injetado em ratos e observou maior BIC nos implantes com caracteristicas
superficiais produzidas pelo 6xido de aluminio comparado a implantes com superficie usinada
(Rouhabia et al., 2018).

Os resultados histomorfométricos de densidade 6ssea mensurada na &rea entre oS
apices de rosca do implante (BAFO, %), mostraram que a superficie com hidroxiapatita em
escala nanométrica apresentou numericamente maiores valores médios nos diferentes tempos,
embora novamente sem diferencas estatisticas entre 0s grupos. Esses resultados estdo de
acordo com os encontrados por Schlegel et al., 2013, que avaliaram a densidade 6ssea em
porcos sistemicamente comprometidos (diabéticos), e encontraram valores superiores de
densidade, aos 30 dias e 90 dias, para a superficie nanoestruturada quando comparada a uma
superficie com duplo ataque acido somente, e por Johansson et al., que compararam em
coelhos implantes de polieteretercetona revestidos com hidroxiapatita em escala nanométrica
com implantes similares, mas sem o revestimento, e também encontraram maiores valores
numericos de %BAFO para os implantes revestidos com nano HA, ainda que sem diferenca

estatistica entre os grupos.

Apesar de varios estudos indicarem que a diferenciacdo osteoblastica é fortemente
atingida pela exposicdo a fumacga do cigarro, ou demais formas de interagdo com as
substancias do cigarro, representada pela diminuicdo dos niveis de: RUNX2, ALP, OC, OPN
e OPG (Rouhabia et al., 2018, Cyprus et al., 2018, Tanaka et al., 2013), o presente estudo
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demonstrou que nos implantes tratados com a superficie NANO estes indices se apresentaram
mais elevados do que nos implantes LISA e DAA, em especial na andlise aos 30 Dias e nos

graficos em funcéo da superficie.

RUNX2 ¢ considerado um marcador precoce nos estagios de mineralizacdo (Biguetti
et al., 2017). Os resultados do presente estudo mostraram, aos 7 Dias (0,97 = 0,02), uma
média com diferenca estatisticamente significante quando comparada aos 30 Dias (0,86 +
0,02) (gréafico em funcdo do tempo). Esses achados corroboram os encontrados por Biguetti et
al., que observaram um nivel maior de mRNA nos periodos de 7 e 14 dias, mas uma
diminuicdo significativa para 21 dias. Todavia, quando os grupos foram separados, observou-
se concordancia com Biguetti et al. (2017) para os grupos LISA e DAA, pois no grupo NANO
houve um aumento da expressao do gene entre 7 Dias e 30 Dias. Segundo Franck et al., os
beneficios da expressdo de RUNX2 regulada pra cima podem ser explicados pela associacdo
deste marcador com diferenciacdo osteoblastica, que é essencial para a morfogénese

esquelética e formacao dssea, estimulando o reparo ¢sseo.

No presente estudo, a analise da fosfatase alcalina (ALP) mostrou médias similares
estatisticamente entre os grupos aos 7 Dias (LISA 7D 1,00 = 0,03; DAA 7D 0,95 £ 0,03;
NANO 7D 0,94 + 0,03); entretanto, no periodo de 30 Dias, os grupos LISA (LISA 30D 0,27 +
0,03) e DAA (DAA 30D 0,69 + 0,03) apresentaram uma diminuicdo da expressao de ALP.
Essa diminuicdo da expressdo de ALP estd de acordo com os achados de Biguetti et al., em
um estudo ap6s instalacdo de implante em maxila de ratos, o qual observou que a ALP
aumentava até o dia 7, mas tinha uma diminuicéo gradual ap6s esse periodo (tempos 14 e 21
dias). Ja a superficie NANO apresentou um aumento na sua expressao (NANO 30D 1,18 +
0,03), resultado similar ao encontrado por Nune et al., que observaram maior expressdo desse
gene em implantes com nanoestrutura do que nos implantes que ndo receberam a anodizagéo,

e maior expressdo no periodo mais tardio (14 dias) do que no periodo mais precoce (7 dias).

Em relacdo a anélise da Osteocalcina, seu nivel aumentou de forma estatisticamente
significante entre 7 Dias e 30 Dias (0,80 £ 0,11 e 1,92 + 0,11 respectivamente). Este resultado
esta de acordo com o achado por Cyprus et al., 2018. Na avaliacdo da osteocalcina em funcéo
da superficie, o grupo NANO apresentou superioridade estatistica quando comparado as
superficies LISA e DAA. Jimbo et al., em um estudo no qual foram instalados implantes com
diferentes superficies em coelhos, também observou, apds 4 semanas, maior expressdo de

osteocalcina para o grupo com revestimento de fosfato de célcio em escala nanométrica em
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relagdo ao grupo sem revestimento. A OC é um forte indicador da diferenciagdo de
osteoblastos (Yonezawa et al., 2011), expressdo temporal e maturacdo de proteinas da matriz
extracelular, como fibronectina (Jimbo et al., 2007) ou colageno tipo | (Franceschi & lyer,

1992; Jimbo et al., 2010), que sdo essenciais para a mineralizacéo.

A expressao da Osteopontina foi estatisticamente superior aos 7 Dias (1,25 + 0,03) em
relagdo ao periodo de 30 Dias (0,87 + 0,03), e também foi maior nos implantes com superficie
NANO do que nos de superficies DAA e LISA. Estes achados estdo de acordo aos
encontrados por DeOliveira & Nanci, 2004, que utilizando cultura de células em discos de
tithnio observaram maior expressao génica para os discos nanotexturizados em relacdo a
outros discos, em especial nos estagios mais precoces da osteogénese. A Osteopontina reage
com as integrinas da superficie celular, as quais por sua vez regulam a adesdao, migracdo e

proliferacdo celular.

A OPG é um receptor que previne a osteoclastogénese, e que tende a diminuir frente a
exposicdo aos produtos do cigarro (Cyprus et al., 2018). No presente estudo, o grupo de
superficie NANO apresentou as maiores médias de OPG aos 7 dias e 30 dias em relacdo as
outras superficies, corroborando os achados de Cyprus et al., 2018, encontrados em meio de
cultura de celulas sobre discos de titanio expostos ao extrato de fumaca do cigarro, os quais
demonstraram que superficies com microrugosidade apresentaram maior nivel de OPG que 0s
discos de superficie lisa. Este aumento é especialmente relevante na medida que a OPG,
ligando-se ao RANKL, inibe a diferenciacdo dos osteoclastos e bloqueia a interacdo RANK-
RANKL (Franck et al., 2017).

Por outro lado, o RANKL, um promotor classico da osteoclastogénese, tende a
apresentar aumento na sua expressao mediante a exposi¢do aos produtos do cigarro, 0 que
contribui negativamente para a relacio RANKL/OPG (Cyprus et al., 2018, Giorgetti et al.,
2010). Segundo Biguetti et al., 2018, em estudo realizado ap0s a instalacdo de implantes em
area alveolar edéntula de camundongos com periodos de andlise de 3, 7, 14 e 21 dias, esta
expressdo tende a ser maior nas fases mais tardias da cicatrizagdo 0ssea (14 dias e 21 dias).
Este estudo apresentou menor média de RANKL para o grupo NANO aos 7 Dias, e maior
para 0 mesmo grupo no periodo de 30 Dias. Entretanto, quando realizada a analise da relacéo
RANKL/OPG, o grupo NANO foi o que apresentou melhor taxa relativa, indicando um

melhor equilibrio entre reabsor¢do/formagéo 0ssea.
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Os resultados obtidos pelo conjunto de todos esses genes de forma associada indicam
uma maior atividade osteogénica, com estimulo a maior formacéao futura de 0sso ao redor dos
implantes com nanoestrutura. Entretanto, como a maioria dessa maior atividade foi no periodo
de observacdo de 30 dias, talvez o tempo do estudo tenha sido insuficiente para estas
diferencas ndo se apresentarem estatisticamente significantes nos achados microtomograficos
e histomorfométricos (embora em varios deles os resultados em 30 dias tenham favorecido
numericamente o grupo NANO). A analise de um “n” maior de animais e/ou periodos
observacionais mais longos (60, 90 ou 120 dias) talvez pudessem mostrar significancia nas
diferencas entre grupos para os parametros de analise morfométrica; além disso, é também
limitacdo do presente estudo a ndo realizacdo de analise da expressao das proteinas da cascata
osteogénica avaliadas por expressdo génica, para quantificar quanto da ativacdo genética

realmente foi transcrito em proteina, em tempos mais longos (60 ou 90 dias).

O presente estudo ndo utilizou um grupo controle com ratos ndao expostos a fumaca do
cigarro. Estudo recente do nosso grupo de pesquisa avaliou as mesmas superficies de
implantes do presente estudo, com a mesma metodologia experimental, em um modelo de
cicatrizacdo Gssea deficiente constituido por ratos diabéticos e contando com um grupo
controle de ratos saudaveis. Os resultados foram expressivamente superiores para a superficie
NANO nas analises de microtomografia, histomorfometria e expressdo génica (Oliveira et al.,
2018), principalmente no modelo 6sseo deficiente, e mostraram ainda que 0s animais
saudaveis tiveram reparo 6sseo significantemente superior aos diabéticos. Desse modo, como
uma continuidade de linha de pesquisa, tendo em vista varios estudos prévios na literatura
mostrando resultados de superficie nanotexturizada em animais saudaveis, e ainda levando em
conta principios éticos de experimentacdo animal, que recomendam o uso do menor nimero
de espécimes necessarios, optou-se por trabalhar apenas com animais submetidos a aspiracao
de fumaca do cigarro, qualificando os grupos de superficies como controle negativo (LISA),
positivo (DAA) e experimental (NANO).

Finalmente, é importante ressaltar que os resultados encontrados no presente estudo,
de relativa superioridade da superficie NANO em relacdo as outras estudadas, em animais
com reparo 0sseo comprometido pela inalacdo de fumaca de cigarro, de modo algum
significam uma justificativa para a continuidade do habito de fumar. Como promotor de
salde, o profissional deve sempre estimular o paciente a abandonar o tabagismo, que é
deletério a salde como um todo, e ao longo do tempo tende a diminuir o sucesso e

sobrevivéncia de implantes, independente do tipo de superficie utilizada. Além disso, a
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extrapolagdo clinica dos resultados aqui encontrados ndo é recomendada: os achados do
presente estudo sugerem e dao suporte a uma superioridade da superficie NANO em
individuos tabagistas, mas sdo necessarios estudos clinicos controlados aleatorizados para

testar se esta hipotese se sustenta em humanaos.
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6. Conclusao
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6. Conclusdo

Os resultados demonstraram superioridade da superficie NANO em relagdo as
superficies DAA e LISA, em ratos submetidos a inalacdo da fumaca de cigarro como um
modelo de reparo 6sseo deficiente, principalmente em relacdo aos parametros avaliados nas
analises de expressdo génica. Entretanto, os resultados morfométricos (microCT e
histomorfometria) apontaram um ndmero limitado de parametros com diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos mesmo na analise apds 30 dias da instalacdo do
implante, 0 que sugere um atraso no processo no processo de reparo 4sseo em todos oS
animais, que ndo foi totalmente compensado por nenhuma superficie até este periodo de

tempo.
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