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“O que sabemos € uma gota; o que
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Resumo

Esse estudo avaliou a osseointegracdo de implantes com superficie triplamente
ativada (STA) em animais submetidos a administragéo de bifosfonatos por meio de
analises biomecanicas. Foram utilizados 64 ratos distribuidos aleatoriamente em 4
grupos (n=16): MAQ/CTR - Implantes maquinados instalados em animais controles;
STA/CTR — Implantes STA instalados em animais controles; MAQ/BIF — Implantes
maquinados instalados em animais submetidos ao desafio com bisfosfonatos;
STA/BIF — Implantes STA instalados em animais submetidos ao desafio com
bisfosfonatos. Os tratamentos com o alendronato de sddio (1mg/kg/semana) ou
solucéao salina iniciou-se por um més previamente a instalagado dos implantes, sendo
que o mesmo ocorreu por administragdo semanal por via subcutanea. Entdo, os
animais foram submetidos a instalagdao de implantes nas tibias e eutanasiados nos
periodos de 15 e 45 dias apds o procedimento cirurgico. Foi executado analise
biomecanica para avaliacdo do contra-torque de remoc¢do dos implantes. Foi
observado aumento do contra-torque de remocao dos implantes no periodo de 45
dias em comparacao ao de 15 dias (p<0.05) em ambos os grupos (p<0.05). Além
disso, em animais CTR foi notado um maior contra-torque de remog¢ao dos implantes
STA em comparacédo aos implantes MAQ aos 15 dias (p<0.001). Implantes MAQ
instalados em animais BIF apresentaram maior contra torque de remocdo em
comparagao ao mesmo tipo de implantes instalados em animais CTR no periodo de
15 dias (p<0.05). Pode-se concluir que a utilizacdo de implantes STA contribui para
um aumento de contra-torque em animais CTR em comparagao aos implantes
MAQ.

Palavras-Chaves: Bisfosfonatos, Implantes dentarios, Osseointegracao



Abstract

This study evaluated the osseointegration of implants with triply activated surface
(STA) in animals submitted to administration of bisphosphonates through
biomechanical analysis. Sixty-four rats were randomly alocated into 4 groups (n=16):
MAQ/CTR — Machined implants installed in control animals; STA/CTR — STA
implants installed in control animals; MAQ/BIF — Machined implants installed in
animals challenged with bisphosphonates; STA/BIF — STA implants installed in
animals challenged with bisphosphonates. Treatments with sodium alendronate
(1mg/kg/week) or saline solution began for one month prior to implant placement by
a weekly subcutaneous administration. Then, the animals were submitted to implant
placement in the tibias and euthanized in the periods of 15 and 45 days after the
surgical procedure. Biomechanical analysis was performed to evaluate the removal
torque of implant. An increase in implant removal torque was observed within 45
days compared to 15 days (p<0.05) in both groups (p<0.05). In addition, in CTR
animals, a greater removal torque of STA implants compared to MAQ implants was
noted at 15 days (p<0.001). MAQ implants installed in BIF animals showed higher
removal torque forces compared to the same type of implants installed in CTR
animals within 15 days (p<0.05). It can be concluded that the use of STA implants
contributes to an increase in the removal torque in CTR animals compared to MAQ
implants.

Keywords: Bisphosphonates, Dental implants, Osseointegration
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1. INTRODUGAO

A utilizacdo de implantes osseointegrados revolucionou a histéria da
odontologia reabilitadora, pois, devido as suas altas taxas de sucesso, as proteses
sobre implantes tém sido preferencialmente escolhidas para a reabilitacdo de areas
edéntulas (Moraschini et al., 2015). No entanto, na literatura alguns trabalhos tém
demonstrados limitagdes relacionadas a perda de implantes (Howe et al., 2019), pois
alguns fatores de risco podem prejudicar o processo de osseointegragdao e/ou
aumentar a susceptibilidade a peri-implantite, levando a perda de implantes
dentarios (Schimmel et al., 2018). Dentre os fatores de risco, destaca-se o uso de
medicamentos antiresorptivos de tecido 6sseo, como os bifosfonatos (French et al.,
2019).

O envelhecimento crescente da populagdo brasileira contribui para o
progressivo aumento na incidéncia de doengas cronicas que requerem tratamento
medicamentoso continuo (Ramos et al., 2016). E, a utilizagdo destes medicamentos
requer uma atengcdo especial dos cirurgides dentistas em procedimentos
odontoldgicos, em especial os bisfosfonatos (BFs) contendo nitrogénio, como o
zoledronato e o alendronato de soédio, que tém sido utilizados no tratamento de
osteoporose, artrites, cancer e metastase éssea com o objetivo de reduzir as taxas
de remodelacéo esquelética (Center et al., 2020; Prisinoto et al., 2020).

Os BFs tém como principal alvo areas de ligagdes de calcio e atuam na
inibicdo da enzima fernesil sintetase, membro importante da via do mavelonato,
sendo que essa supressao induz perda de funcdo e apoptose dos osteoclastos,
prejudicando, assim, processos de remodelagdo em tecido 6sseo (Center et al.,
2020). Na cavidade oral, em que processos de reparo sdo normalmente de taxa de
metabolismo rapido, pode levar a retardo na cicatrizagdo de areas enxertadas,
aumento no tempo de reparo de alvéolos pos-extracao dentaria, e, em casos mais
graves, induzir osteonecrose nos maxilares (Pichardo et al., 2020; Prisinoto et al.,
2020). Para o processo de osseointegragao, a utilizagdo continua de BFs expde o
paciente ao risco de retardos na cicatrizacdo e maior susceptibilidade a perda do
implante (French et al., 2019).

Para acelerar o processo de osseointegracdo em condigdes clinicas
desafiadoras, as modificagdes de superficie tém sido consideradas uma boa
estratégia descrita na literatura. Isso porque, as modificacbes favorecem a adesao e



a estabilidade do coagulo, guiando o inicio do processo de osseointegragao (Pinotti
et al., 2018). Entretanto, a maior parte dos estudos refere-se apenas ao tratamento
de pacientes saudaveis (Barbosa et al., 2021). Assim, grande parte das informagdes
sobre superficies modificadas ndo podem ser totalmente aplicadas em uma
consideravel parcela da populagcdo a qual apresentam importantes fatores de risco
para perda de implantes, como o uso de BFs (French et al., 2019), o que representa
uma importante lacuna de conhecimento visto que os BFs estdo entre os
medicamentos mais prescritos do mundo (Cummings et al., 2020).

Um novo tipo de condicionamento acido que resulta em implantes com
superficie triplamente ativada (STA) foi desenvolvido com o intuito de promover uma
melhor osseointegracdo de implantes, de maneira mais acelerada e com melhor
qualidade em areas criticas, e, consequentemente, oferecer um tratamento de
melhor qualidade aos pacientes. A superficie STA apresenta rugosidade entre 1.9 -
2.2 um que esta dentro da faixa que possibilita a aceleracdo da osseointegracao
(Pontes et al., 2015). No entanto, de acordo com a busca dos autores, ha um unico
estudo pré-clinico executado que avaliou essa superficie, o qual demonstrou um
aumento no torque de remocgao em areas de nativo em tibias de ratos saudaveis
com o aumento do tempo de avaliagdo (Pontes et al., 2015). Os autores relataram
que essa superficie teoricamente pode acelerar a osseointegracdo dos implantes,

propriedade essa que pode ser benéfica em condicdes clinicas desafiadoras.



2. OBJETIVO

Considerando, os desafios abordados na introducdo, esse estudo teve como
objetivo avaliar a osseointegragdo de implantes com superficie triplamente ativada
(STA) em grupos experimentais submetidos a administracdo de bifosfonatos por

meio de analises biomecanicas.
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3.HIPOTESES

Foram consideradas como hipoteses iniciais deste estudo:

e HO- Implantes com superficie STA nao apresentam torque de remogao
diferente em relagdo aos implantes com superficie maquinada instalados em
animais controle e/ou submetidos ao desafio com Bisfosfonatos;

e Ha- Implantes com superficie STA apresentam torque de remocgao diferente
em relacdo aos implantes com superficie maquinada instalados em animais

controle e/ou submetidos ao desafio com Bisfosfonatos;
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4. MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi inicialmente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica na
utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) — CEUA-UFU
014-21. Foram utilizados 64 ratos (Rattus Novergicus, variagdo Wistar) com 3 meses
de idade, com peso entre 250-300g, mantidos em um ambiente com temperatura
(21£1°C), humidade (65-70%), e ciclos de luz (12 horas) controlado. Os animais
foram alimentados com ragéo apropriada e foi oferecido agua e ragdo ad libitum.
Esse estudo foi conduzido de acordo com o protocolo ARRIVE para conduta de

estudos pre-clinicos.

4.1 Grupos Experimentais
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos com 16 animais
cada, divididos de acordo com o tipo de superficie e da condigao sistémica que os
animais apresentaram:
= MAQ/CTR - Implantes com superficie maquinada instalados em area de 0sso
nativo em animais controles;
= STA/CTR - Implantes com superficie STA instalados em area de osso nativo
em animais controles;
» MAQ/BIF — Implantes com superficie maquinada instalados em area de osso
nativo em animais submetidos ao desafio com bisfosfonatos;
= STA/BIF — Implantes com superficie STA instalados em area de osso nativo
em animais submetidos ao desafio com bisfosfonatos;
Decorridos 15 e 45 dias apds a instalagdo dos implantes os animais foram

eutanasiados por meio de sobredosagem anestésica.

4.2 Tratamento dos Animais

Para aplicagao do desafio com os bisfosfonatos, os animais foram submetidos
a administragdo semanal de alendronato de sodio (Novartis Biociéncias S.A., Séo
Paulo, SP, Brasil) por via subcutédnea (1mg/kg/semana) por um més previamente a
instalacao dos implantes (Verzola et al., 2015). Os animais dos grupos controles
receberam administragdes de soro fisioldgico semanalmente com o mesmo volume

de aplicagdo do alendronato de sdédio. Apds o procedimento cirurgico, tanto a
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aplicacao do bisfosfonato como a aplicacédo de soro fisiolégico continuaram da

mesma maneira até os periodos de eutanasia (15 e 45 dias).

4.3 Procedimento Cirargico

Os animais foram anestesiados por uma combinagdo de Quetamina (Agener
Uniao Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) na dosagem de 8 mg/Kg de massa corporal com
Xilazina (Rompum, Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) na dosagem de 4 mg/Kg de
massa corporal. Posteriormente, os animais foram submetidos a tricotomia da regiao

interna das patas posteriores direita e esquerda e foi realizada a antissepsia.

Imagem 01. A- Tecido delicadamente dissecado apds a incisdo; B- Preparacdo do osso
nativo para instalacdo do implante com uma sequéncia progressiva de fresas (Dentfix®); C- Osso
nativo preparado com as medidas correspondentes para instalagdo do implante; D- Instalagdo do

implante com o auxilio de uma chave digital; E- Implante instalado; F- Sutura.

Uma incisdo de aproximadamente 10 mm foi realizada, em planos, sobre a
tuberosidade das tibias. Ap6s disseccao delicada (Imagem 01.A), o osso nativo foi

preparado para instalagao dos implantes (Imagem 01.B e C) por meio da aplicagao
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de uma sequéncia progressiva de fresas (fresa langa -Dentfix®) para acomodar um
implante de titanio com 4 mm de altura por 2.2 mm de didmetro (Dentifix) com
superficie maquinada ou STA. Todas as perfuracdes foram realizadas com auxilio
de um motor elétrico, ajustado a 1200 rpm, sob abundante irrigagdo com solugéo
salina estéril. O implante foi instalado com a ajuda de uma chave digital (Imagem
01.D e E). O tecido foi suturado (Imagem 01.F) por planos internamente com fio
reabsorvivel 5.0 (Vicryl Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil)
e externamente com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, S&o José dos
Campos, Brasil). Os animais receberam, em dose Unica, penicilina associada a
estreptomicina na dose 0,1 ml/kg de peso (Multibiético Small, Vitalfarma, Sé&o
Sebastido do Paraiso, MG, Brasil) e 0.1 ml/kg de peso de cetoprofeno (Ketoflex;
Mundo Animal, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular.

Nos periodos de 15 e 45 dias apos os procedimentos cirurgicos de instalagao
dos implantes, os animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento da
dose de anestésico. As tibias foram separadas de acordo com o tipo de metodologia
a ser aplicada para avaliagdo de osseointegragao de forma aleatéria (uma tibia para
analise biomecanica e a outra tibia para analise microtomografica e histométrica).
Esse trabalho se refere a analise biomecanica. As analises microtomografica e

histométrica serao abordadas em outros trabalhos.

4.4 Avaliacao Biomecanica

Imagem 02. A- Torquimetro; B- Torquimetro com tibia em posigéo.

As tibias foram estabilizados em uma pequena morsa para permitir a fixacédo

da amostra. Uma chave hexagonal foi conectada tanto no implante como no
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torquimetro (Tohnichi, modelo ATG24CN-S -com escala graduada de 0.05 N/cm,
medindo a for¢ca de 3 a 24 N/cm) e foi realizado um movimento anti-horario com o
objetivo de desrosquear o implante (Imagem 02.A e B). O pico maximo necessario

para movimentar o implante foi anotado como o valor do torque de remogao (N/cm).

4.5 Analise estatistica

O software GraphPad Prism 8.4 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para
execugao da analise estatistica desse estudo. Os dados gerados pelas analises
biomecanicas foram submetidos ao teste de Normalidade de Shapiro-Wilk para
avaliar se os dados se distribuiram de acordo com o teorema da distribuigao central.
Como o teste de normalidade comprovou a distribuicdo normal desses dados, o
teste de two-way Anova complementado pelo teste de Tukey foi utilizado para a
comparagao entre os grupos em cada periodo experimental levando-se em
consideragao a relagcao das diferentes superficies dos implantes e as condigdes
sistémicas dos animais. O teste t-ndo pareado foi aplicado dentro de cada grupo
para comparagao entre os diferentes periodos experimentais. Todos os testes

estatisticos deste estudo foram aplicados ao nivel de confianga de 95%.
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5. RESULTADOS

Foi observado em todos os grupos experimentais um aumento no contra-
torque de remocao dos implantes no periodo de 45 dias em comparagao ao periodo
de 15 dias (p<0.05). Também foi notado um maior contra torque de remogao dos
implantes com superficie STA instalados em animais CTR em comparagdo aos
implantes MAQ instalados em animais CTR aos 15 dias (p<0.001). Por fim, foi
observado um maior contra-torque de remogao de implantes com superficie MAQ
instalados em animais BIF em comparagdo ao mesmo tipo de implantes instalados
em animais CTR no periodo de 15 dias (p<0.05). A tabela 01 e o grafico 01 expde os
dados de média e desvio padrdo provenientes da analise de contra-torque de

remogao dos implantes em todos os grupos e periodos experimentais.

Resultados da analise de contra-torque por grupo e por périodo

Grupos/Periodos 15 dias 45 dias
MAQ-CTR 3.65+0.70 16.17 £ 8.41
STA-CTR 7.40 +1.63 24.24 + 4.08
MAQ-BIF 594 + 2.41 13.04 £ 6.45

STA-BIF 6.28 +4.78 21.01 £ 11.97

Tabela 01: Dados de média e desvio padrdo provenientes da anadlise de contra-torque de

remocgao dos implantes em todos os grupos e periodos experimentais.

40
3 15 days

E 45 days

) ##t
30 #ittt
#

20- ##

Removal Torque (N.cm2)

10 e :l_ T
oL ]

MAQ STA MAQ STA

CTR BIF

Grafico 01: Dados de média e desvio padrao provenientes da analise de contra-torque de
remocéo dos implantes em todos os grupos e periodos experimentais. ## p <0.01; ###p<0.001 —
Maior contra torque de remocao do que nos periodos de 15 dias; *p<0.05; ***p<0.001 — Maior contra
torque de remocédo do que os implantes do grupo MAQ-CTR aos 15 dias. — Two-way Anova

complementado pelo teste de Tukey.
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6. DISCUSSAO

Nos resultados obtidos nesse estudo, os implantes com superficie STA
tiveram maior torque de remocao que os implantes de superficie maquinada, em
animais controles. Esse achado pode ser explicado pelo fato de que implantes que
receberam tratamento de superficie com aplicagdo de condicionamento acido
apresentam maiores valores de rugosidade superficial. Além disso, a técnica reduz
concentragdes superficiais de carbono e nitrogénio, e, por outro lado, aumenta a
concentragcao de oxigénio, tornando a tenséo de superficie maior que a da superficie
maquinada (Pontes et al., 2015). Essas caracteristicas permitiram, assim, um
aumento de contra-torque em implantes STA.

E importante destacar que esse estudo se trata de um trabalho inicial que
apresentou algumas limitagdes importantes como a auséncia de analise histoldgica.
Apesar das limitagbes do estudo, observou-se que os implantes maquinados
instalados no grupo submetido ao desafio com bifosfonato resultou em maior contra-
torque que implantes com a mesma superficie instalados no grupo controle, no
periodo de 15 dias. A justificativa para esse resultado pode estar relacionada a
estabilidade primaria do implante, e, a acdo dos bifosfonatos como supressores de
osteoclastos (Center et al., 2020).

A estabilidade primaria esta mais relacionada a propriedades como a
quantidade e a qualidade 6ssea da regidao e a geometria do implante (Lorenzoni et
al., 2016). Os osteoclastos, no entanto, tém sua agao voltada para os processos de
remodelacdo Ossea, consequentemente estdo mais relacionados a estabilidade
secundaria. Nesse sentido, o efeito do uso de BIF ndo interferiria de forma
acentuada na estabilidade primaria (15 dias), e sim na estabilidade secundaria (45
dias). Entretanto, esse maior travamento dos implantes em animais consumidores de
BIF podem estar suportados por tecido 6sseo desvitalizado e a analise histologica
sera necessaria para observar esses achados.

Em relagdo aos implantes STA, ndo houve diferengas significativas entre os
grupos STA-CTR e STA-BIF, em ambos os periodos. Uma vez que o uso de
implantes com uma superficie triplamente ativada contribuiu para a aceleracdo do
processo de osseointegragdo, mesmo em uma condi¢do desafiadora como o uso

continuo de BIF. Na literatura, explica-se a aceleragdo porque as modificagdes
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realizadas na superficie do implante colaboram para a adesado e a estabilidade do
coagulo, guiando o inicio do processo de osseointegracao (Pinotti et al., 2018).

O processo de osseointegragdo do implante € muito importante para o
progndéstico da reabilitagdo, se insatisfatorio ha um aumento da susceptibilidade a
perda de implantes (Howe et al.,, 2019). Condi¢des sistémicas como o uso de
bifosfonatos podem contribuir para maior desafio no processo de osseointegragao
de implantes na cavidade oral, no qual o processo de reparo 0sseo seria
predominantemente rapido, em condigdes normais (Prisinoto et al., 2020). A
superficie triplamente ativada (STA) poderia acelerar o processo de osseointegracao
tornando o prognostico de pacientes consumidores de BIF semelhantes a nao
consumidores.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a agdo dos BIF na
osseointegracao de implantes e a possibilidade do uso da superficie STA como
acelerador desse processo. Uma das limitagdes do presente estudo € que realizou-
se apenas a analise biomecanica, e, € importante também realizar outras analises
como a Micro tomografia computadorizada (Micro-CT) e analises histolégicas para
avaliar com mais detalhes a osseointegragdo. Outra limitagdo, € que o trabalho
comparou apenas a superficie maquinada com a STA, outros tipos de superficie

tratadas disponiveis no mercado também devem ser avaliadas em outros estudos.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a utilizagdo de implantes STA contribui para um
aumento de contra-torque em animais CTR em comparag¢ao aos implantes MAQ. No
entanto, mais estudos s&o necessarios para comparar O processo de

osseointegracao de implantes STA e MAQ em conjunto com a administracao de BIF.
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ANEXOS

ANEXO I- Certificado de aprovagdo na Comissdo de Etica na utilizacdo de Animais
(CEUA)

@ Universidade Federal de Uberlandia FCEUA

Comiss&o de Etica na Utllizacso de Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliaciio da ossecintegracio de
implantes com superficie STA em dreas de osso nativo e enxertadas™,
protocolo n® 014/21, sob a responsabilidade de Guilherme José Pimentel
Lopes de Oliveira - que envolve a producido, manutencio e/ou utilizacio
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n”
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n” 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foir APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 25 de
Junho de 2021.

(We cerify thet the project entited “Awaliacio da ossecintegracéo de implantes com
superficle 5TA em A&reas de osso nativo e enxeradas”, protocol 014/21, under the
responsibllity of Guilherme José Pimentel Lopes de Olivelra - involving the producton,
maintenance andor use of animats belonging to the phylum Chordata, subphylum Venebrata, for
purposes of scientfic research - is in accordance with the prowvisions of Law n® 11.784, of October
Bth, 2008, of Decres n® 6899 of July 15th, 2000, and the rules issued by the Mational Cowncil for
Control of Animal Expenmentation (COMCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION
OM AMIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNINERSITY OF UBERLANDIA, in mesting of Juna

25th, 2021).

Wigéncia do Progeto Imicie: 012021 Teémmino: 3171272022
Espécic | Linhagem / Grupos Taxondmacos Rato heterogénsco Wislar

Miumers de ammus Td animais

Peso | Idade 25ig a 30g' 3 meses

Sexo Macho

Crrigem | Local REBIE

Local onde serdo manbdos os animais: REBIE

Uberdandia, 29 de Junho de 2021.
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Prof. D‘r LI.III F nza:ln Moreira lzidoro
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Comissldo de Bt as Unhzacio de Animmais
Cimdermdor da CELIA
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