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Resumo

Introducdo: Diferentes metodologias tem sido utilizadas para avaliagdo histolégica da osseointegracio,
levando a diferentes resultados. Objetivo: O objetivo é comparar diferentes metodologias de analise
histomorfométrica da osseointegracdo de implantes com diferentes superficies, instalados em tibias de ratos.
Material e método: 24 ratos foram aleatoriamente divididos em 3 grupos (n = 8) para a instalacdo dos
implantes. Esses grupos foram divididos de acordo com o tipo de implante instalado na tibia: Grupo
Hidrofilico - HFL (instalacdo de implante com superficie modificada por jateamento de 6xidos e ataque acido
e mantida em solugdo de cloreto de s6dio), Grupo Hidrofébico - HFB (instalacdo de implante com superficie
modificada por jateamento de 6xidos e ataque acido) e Grupo Usinado - U (instalagdo de implante com
superficie usinada). No periodo de 45 dias ap6s os procedimentos cirtirgicos de instalagdo dos implantes, os
animais foram submetidos a eutanasia, e as tibias foram removidas, sendo realizado o processamento
histolégico para amostras ndo descalcificadas. Apdés a obtencdo das laminas, foi realizada a anadlise
histomorfométrica para avaliar as porcentagens de contato osso-implante (% BIC) e da drea dssea entre as
espiras (% BBT). As mensuragdes foram realizadas em duas diferentes regides: 1) as roscas do implante na
regido do osso cortical e 2) todas as roscas do implante inseridas no osso (cortical e medular). A analise
estatistica foi feita por meio de ANOVA One-Way, seguida pelo teste de Tukey para analise inferencial dos
dados. Resultado: Quando o BIC e o BBT foram analisados de forma independente nas regides cortical e
trabecular/total, observou-se uma diferen¢a no comportamento histolégico dos implantes de acordo com o
tratamento de superficie. Os implantes HFL apresentaram BIC (%) trabecular 16,85% maior (p = 0,02) do
que os implantes HFB e 26,12% maior (p < 0,0001) do que os implantes usinados. Contudo, a regido cortical
de todos os grupos apresentou valores de BIC cortical significativamente maiores ao redor dos implantes,
independentemente da superficie. Conclusao: Os resultados obtidos demonstraram que a formagio 6ssea
peri-implantar foi superior nas andlises realizadas apenas em osso cortical, se comparados aos valores
obtidos na mensuragdo total (osso cortical somado ao medular). Também foi possivel observar que, dentro
da mesma superficie, os valores de BIC (%) foram superiores em osso cortical. Em relagdo as limitagdes do
estudo, pode-se concluir que diferentes metodologias de analise histométrica da osseointegracdo ao redor de
diferentes superficies de implantes instalados em tibias de ratos podem interferir nos resultados de
osseointegracdo, independentemente da superficie analisada.

Descritores: Osso; implante dentario; histometria.

Abstract

Introduction: Different methodologies were used for histological evaluation of osseointegration, leading to
different results. Objective: The objective is to compare different methodologies for histomorphometric
analysis of the osseointegration of implants with different surfaces, installed in rat tibias. Material and
method: Twenty-four rats were randomly divided into 3 groups (n=8) for implant installation. These groups
were divided according to the type of implant that will be installed in the tibia: Hydrophilic Group
(installation of an implant with a surface modified by oxide blasting and acid attack and maintained in a
sodium chloride solution), Hydrophobic Group (installation of an implant with surface modified by oxide
blasting and acid attack) and Machined Group (implant installation with machined surface). Within 45 days
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after the surgical procedures to install the implants, the animals were euthanized and the tibias were
removed, and histological processing was carried out for non-decalcified samples. After obtaining the slides,
histomorphometric analysis was performed to evaluate the percentages of bone-implant contact (%BIC) and
the bone area between the turns (%BBT). Measurements were carried out in two different regions: 1) the
implant threads in the cortical bone region and 2) all implant threads inserted into the bone (cortical and
medullary). Statistical analysis was performed using One-Way ANOVA followed by Tukey's test for
inferential data analysis. Result: The BIC and BBT were analyzed independently in the cortical and
trabecular/total regions, a difference was observed in the histological behavior of the implants according to
the surface treatment. HFL implants showed trabecular BIC (%) 16.85% higher (p=0.02) than HFB implants
and 26.12% higher (p<0.0001) than machined implants. However, the cortical region of all groups showed
significantly higher cortical BIC values around the implants, regardless of the surface. Conclusion: the
results obtained demonstrated that peri-implant bone formation was superior in analyzes carried out only
on cortical bone, compared to the values obtained in the total measurement (cortical bone plus medullary
bone). It was also possible to observe that, even within the same surface, the BIC(%) values were higher in
cortical bone. Within the limitations of the study, it can be concluded that different methodologies for
histometric analysis of osseointegration around different surfaces of implants installed in rat tibias can
interfere with the results of osseointegration regardless of the surface analyzed.

Descriptors: Bone; dental implants; histometric.

INTRODUGAO

A utilizacdo de implantes osseointegrados tem se tornado um dos principais tratamentos
para o edentulismo, sendo indicada, atualmente, a diversas situacdes clinicas, justamente por
conta da sua alta taxa de sucesso no tratamento reabilitador??. A literatura apresenta centenas
de artigos in vitro, in vivo e em humanos que avaliam a osseointegracdo. Estudos em animais
tém sido realizados para avaliar histologicamente a osseointegracido, por meio de anadlises
histoldgicas, histométricas e imunoldgicas.

A interface entre o osso e os implantes osseointegrados esta diretamente relacionada com
varios fatores, como superficie do implante, tipo de osso e metodologia de instalagdo dos
implantes. O processo de osseointegracdo pode incluir dreas mineralizadas, parcialmente
mineralizadas (osteoides) e ndo mineralizadas3. A diferenca nas proporgdes relativas de areas
mineralizadas e ndo mineralizadas também significa que a natureza do limite osso-implante
difere entre osso cortical e trabecular. Um aspecto importante que deve ser considerado é a
porcentagem de contato entre a superficie do implante e o 0sso, uma vez que esta diretamente
relacionado com a estabilidade mecanica dos implantes.

Os estudos em animais tém utilizado a andlise histométrica em cortes histolégicos nao
descalcificados como metodologia para avaliar o contato osso-implante. Os estudos diferem na
metodologia em relacdo a regido analisada, sendo que alguns avaliam as primeiras roscas dos
implantes*7 ou todas as roscas*812, Esta diferenca na metodologia faz com que os resultados sejam
diferentes quando se comparam os mesmos implantes e superficies. Assim, a diferenca nos resultados
pode levar a indicacdo dos implantes osseointegraveis em condig¢des clinicas ndo adequadas. Desta
forma, o estudo buscou elucidar as possiveis divergéncias existentes entre metodologias de analise
histométrica da osseointegragdo em torno das superficies de implantes inseridos na tibia de ratos.

O objetivo deste estudo é comparar diferentes metodologias de andlise histométrica da
osseointegracdo ao redor de diferentes superficies de implantes instalados em tibias de ratos.

MATERIAL E METODO

Distribuicdo dos Animais e Grupos

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara da UNESP, dentro dos regulamentos exigidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA).
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Neste estudo, foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus), variagdo albinus,
Holtzman, de aproximadamente 13 semanas de idade, com massa corporal entre 280-300
gramas, mantidos no Biotério da Faculdade, alimentados com ragdo s6lida e com acesso a dgua
ad libitum, antes e no decorrer de todo o periodo experimental, em ambiente com agua, luz e
temperatura controladas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos com 8 animais cada e avaliados apds
45 dias de instalagdo dos implantes. Os grupos foram separados de acordo com o tipo de
superficie de implante instalado:

e Grupo Hidrofilico (HFL): instalacdo de implante com superficie modificada por jateamento
de 6xidos e ataque acido e mantida em solucdo de cloreto de sédio (Implante ACQUA,
Neodent®, Curitiba, PR, Brasil).

e Grupo Hidrofébico (HFB): instalagio de implante com superficie modificada por
jateamento de 6xidos e ataque acido (Implante NeoPoros, Neodent®, Curitiba, PR, Brasil).

e Grupo Usinado (U): instalacdo de implante com superficie usinada (Implante Neodent®,
Curitiba, PR, Brasil).

Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados por uma combinacao de quetamina (Agener Unido Ltda., Sdo
Paulo, SP, Brasil) na dosagem de 0,08 mL/100 g de massa corporal com xilazina (Rompum,
Bayer S.A., Sado Paulo, SP, Brasil) na dosagem de 0,04 mL/100 g de massa corporal
Posteriormente, foram submetidos a tricotomia da regido interna das tibias direita e esquerda e,
entdo, foi realizada a antissepsia.

Uma incisdo de aproximadamente 10 mm foi feita, em planos, sobre a tuberosidade da tibia.
Ap6és a disseccdo delicada, preparou-se a regido para a instalacdo dos implantes por meio da
fresagem com uma fresa lanca de 2,0 mm (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) para acomodar um
implante de titinio com 4 mm de altura por 2,2 mm de didametro (Implantes NeoPoros e Acqua
Neodent®, Curitiba, PR, Brasil). Todas as perfuracdes foram realizadas com o auxilio de um
motor elétrico, ajustado a 1.200 rpm, sob abundante irrigagdo com solucdo salina estéril. O
implante foi instalado com a ajuda de uma chave digital (Chave digital hexagonal 1,2 mm -
Neodent, Curitiba, PR, Brasil).

O tecido foi suturado por planos internamente com fio reabsorvivel 5,0 (Vicryl Ethicon,
Johnson & Johnson, Sio José dos Campos, SP, Brasil) e externamente com fio de seda 4,0 (Ethicon,
Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brasil). Os animais receberam, em dose tnica,
penicilina associada a estreptomicina na dosagem de 0,1 mL/100 g de peso (Pentabi6tico®,
Wyeth-Whitehall Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) por via intramuscular e de 0,03 mL/100 g de peso de
cetoprofeno (Ketoflex, Mundo Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil) por via subcutanea.

No periodo de 45 dias apds os procedimentos cirdrgicos de instalagdo dos implantes, os

animais foram submetidos a eutandsia por aprofundamento da dose de anestésico, com
posterior remog¢ao das tibias.

Processamento Histolégico Nao Descalcificado

As tibias foram desidratadas em uma série crescente de etandis (60 - 100%), infiltradas e
polimerizadas em resina fotopolimerizavel 13 (Technovit 7200 VLC, Kultzer Heraus GmbH &
CO, Wehrheim, Alemanha). Os blocos contendo o implante e o tecido dsseo foram cortados em
um ponto central usando um sistema de corte e desgaste (Exakt Apparatebeau, Hamburgo,
Alemanha). As se¢des apresentaram aproximadamente 50 um de espessura e foram coradas
com azul de Stevenel’s associado a fucsina acida.
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Analise Histomorfométrica

Apo6s a obten¢do das laminas, imagens obtidas foram observadas por meio de um
microscépio 6ptico (DIASTAR - Leica Reichert & Jung Products, Wetzlar, Alemanha). As
avaliacdes histométricas foram realizadas com o software Image ] (San Rafael, CA, EUA) para
andlise de imagem. As porcentagens de contato osso-implante (% BIC) e as porcentagens de
area 6ssea entre as roscas (% BBT) foram avaliadas separadamente, compreendendo as regides:
osso cortical superior (Figura 1) e osso cortical superior somado ao osso medular (Figura 2).
Essas analises foram realizadas por um examinador cego e treinado.

Figura 1. Imagem representativa de corte histoldgico obtido de implante instalado em tibia de ratos (% BIC)
e (% BBT), contendo a cortical superior (A).

Figura 2. Imagem representativa de corte histoldgico obtido de implante instalado em tibia de ratos (% BIC)
e (% BBT), contendo a cortical superior somada ao osso medular (B).
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Analise Estatistica

O software GraphPad Prism 9 (San Diego, CA, EUA) foi usado para andlise estatistica. Os
dados obtidos na andlise histométrica foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk, demonstrando, em todas as avaliagdes, distribuicio normal (o« = 0,05). As
diferencas entre os grupos foram examinadas por meio do teste paramétrico One-Way ANOVA,
seguido do teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADO

Quando o BIC e o BBT foram analisados de forma independente nas regides cortical e total,
observou-se uma diferenca no comportamento histolégico dos implantes de acordo com o
tratamento de superficie.

Os resultados obtidos foram capazes de demonstrar que, em implantes com o mesmo
tratamento superficial, tanto os valores de BIC (%) quanto os valores de BBT (%) foram
superiores em o0sso cortical, se comparados aos valores totais (osso cortical somado ao osso
medular). Ja observando as diferentes superficies, o valor de BIC (%) foi superior no grupo
HFL/C se comparado aos grupos HFB/C e U/C, e também foi superior no grupo HFL/Total se
comparado ao HFB/Total (Tabela 1).

Logo, a regido cortical de todos os grupos apresentou valores de BIC cortical
significativamente maiores ao redor dos implantes, independentemente da superficie.

Tabela 1. Valores da média e desvio-padrédo na regido do osso cortical e total do BIC (%) e BBT (%) nos
implantes Usinado, HFB e HFL no periodo experimental de 45 dias

Grupo/ Cortical Total
Implante
BIC (%) BBT (%) BIC (%) BBT (%)
Usinado 57,36 + 3,44AH 65,45 + 30,588 39,34 £11,224A 47,02 + 23,988
HFB 66,63 * 21,9066 61,55 + 22,26P 37,65 £ 10,93¢! 30,2 +10,51P
HFL 83,49 + 2,68EGH 68,24 + 16,17F 49,93 + 8,20E! 30,79 + 12,24F

Letras iguais indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). BIC: porcentagens de contato osso-implante; BBT:
porcentagens de area 6ssea entre as roscas.

DISCUSSAO

O objetivo do estudo foi comparar diferentes metodologias de andlise histométrica da
osseointegracdo ao redor de diferentes superficies de implantes instalados em tibias de ratos.
Com os resultados obtidos, pode-se observar que a metodologia histométrica para avaliar a
osseointegracdo em estudos com ratos pode afetar os resultados e que a formagio 6ssea peri-
implantar foi superior nas andlises realizadas apenas em osso cortical, em comparagdo aos
valores obtidos na mensuracdo total. Também foi possivel observar que, dentro da mesma
superficie, os valores de BIC (%) foram superiores em osso cortical.

Esses resultados obtidos demonstraram que a formagdo 6ssea peri-implantar foi superior
nas andlises realizadas apenas considerando o osso cortical, sendo significativamente reduzida
quando analisado o osso cortical somado ao osso medular.

3

A colocacdo de implantes em modelos animais é uma abordagem utilizada para avaliar a
biocompatibilidade, a osseointegracdo e a estabilidade dos dispositivos médicos, incluindo
implantes dentdrios e ortopédicos. No caso especifico de implantes na tibia de ratos, é
importante considerar as diferencas entre as estruturas trabeculares e corticais do 0sso, pois
essas caracteristicas podem afetar os resultados e a interpretacdo dos estudos.
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A tibia dos ratos é uma estrutura dssea longa e tubular que consiste em duas principais
regides: a cortical, que é a camada externa densa e resistente do o0sso, e a trabecular, que é o
interior esponjoso composto por uma rede de trabéculas Osseas. Ambas as regides tém
propriedades biomecanicas distintas, desempenhando papéis diferentes na carga e absorg¢ao de
forgas. Logo, a dimensdo dos implantes utilizados também ¢é selecionada de forma especifica
para cada animal, como é possivel observar em estudos como o de Bergamo et al.13, que usaram
miniporcos, e o de Soares et al.14, que utilizaram coelhos.

Ao realizar estudos de implantes na tibia de ratos, é essencial considerar as limitacdes
associadas a cada regido do osso: 0 0sso trabecular tem uma maior taxa de turnover 6sseo e uma
rica rede vascular, o que pode influenciar a taxa de cicatrizacdo e osseointegracdo dos implantes; a
densidade das trabéculas pode variar significativamente entre diferentes ratos, o que pode levar a
resultados variaveis e dificultar comparagdes entre grupos experimentais; e a escolha do tamanho
e geometria do implante pode afetar a estabilidade e a resposta 6ssea, tornando importante
considerar o tamanho da regido trabecular disponivel para a fixagdo do implante?>.

Ja o osso cortical possui menor taxa de turnover 6sseo em comparacdo com a trabecular, o
que pode influenciar a resposta 6ssea ao implante a longo prazo. Em relacdo a resisténcia
mecanica, a camada cortical é mais densa e resistente, mas também menos porosa, o que pode
afetar a capacidade de osseointegracdo do implante e a capacidade de adaptagido ao estresse
biomecanico. Por fim, a fixacdo primaria do implante na cortical é crucial, pois o osso trabecular
pode oferecer menor resisténcia inicial a carga mecanica. Portanto, em nosso estudo, devemos
considerar que ha limitacdes tanto no modelo do implante (geometria e dimensdo) quanto no
local de inser¢do na tibia do rato.

E fundamental avaliar outras analises apropriadas, como anélise histolégica, imuno-
histoquimica, microtomografia computadorizada e testes biomecanicos, para avaliar
adequadamente a osseointegracdo e a estabilidade do implante ao longo do tempo.

A técnica EXAKT é uma abordagem comumente utilizada para obter se¢des histolégicas finas
e precisas de amostras 6sseas em modelos de tibia de ratos!6. No entanto, como qualquer
método, também possui algumas limitacdes que devem ser consideradas ao interpretar os
resultados, sendo elas:

a) Geracdo de artefatos: o corte por meio do sistema EXAKT pode levar a geragdo de artefatos nas
secdes histoldgicas, como rachaduras, rasgos ou deformacdes. Esses artefatos podem interferir
na andlise precisa e dificultar a interpretacdo adequada das caracteristicas histolégicas;

b) Dimensao das amostras: o tamanho e a forma das amostras podem influenciar os resultados
do corte. O sistema EXAKT requer amostras de tamanho adequado e forma regular para
obter cortes consistentes e de alta qualidade. Se as amostras ndo atenderem a esses critérios,
os resultados podem ser variaveis e menos confiaveis;

c) Ossos muito densos: em casos de ossos densos, como 0ssos com cortical muito espessa, o
corte por meio do sistema EXAKT pode ser mais dificil e exigir um ajuste cuidadoso dos
parametros de corte. Isso pode aumentar o risco de danificar a amostra ou resultar em
se¢des inadequadas;

d) Limitagdes da técnica de corte: a técnica de corte em si pode ndo ser capaz de revelar todas
as caracteristicas microestruturais do osso medular em sua totalidade. Algumas estruturas
microscopicas podem ser dificeis de visualizar ou podem ser parcialmente removidas
durante o processo de corte;

e) Avaliacdo especifica do osso medular: a técnica de corte por meio do EXAKT é util para
andlises histolégicas gerais, mas pode ndo fornecer informagdes detalhadas sobre
caracteristicas especificas do osso medular, como células estaminais, vasos sanguineos ou
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componentes da matriz extracelular. Nesses casos, técnicas adicionais, como imuno-
histoquimica ou analise molecular, podem ser necessarias para complementar os resultados
obtidos pela técnica de corte.

CONCLUSAO

Dentro das limitagdes do estudo, pode-se concluir que diferentes metodologias de andlise
histométrica da osseointegra¢do ao redor de diferentes superficies de implantes instalados em
tibias de ratos podem interferir nos resultados de osseointegracio, independentemente da
superficie analisada.
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