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RESUMO

Nas ultimas décadas, os tratamentos de superficie dos implantes dentarios
osseointegraveis sofreram diversas modificagdes com o objetivo de melhorar tanto a
estabilidade primaria quanto a estabilidade secundaria (osseointegracdo). Entre as
alteracdes da superficie implantar, chamam a atencao as que recebem deposicao de
ions, como fluor, calcio e magnésio. Estes ions possuem baixa taxa de degradacao
nos fluidos corpéreos e Otima interagcdo bioldgica com o tecido 0sseo
periimplantares. No presente trabalho, as superficies de implantes de Ti G4 foram
alteradas mediante a deposicéo de F, Ca e Mg e através de ensaios in vitro e in vivo,
avaliaram-se o0s efeitos destas alteracbes na osseointegracdo. Os torques de
insercéo e remocao apods 2, 4 e 8 semanas em tibias de coelhos foram medidos. Os
ensaios in vivo foram complementados pela medida da rugosidade, molhabilidade,
difrac@o de raios-x, fluorescéncia de raios-x e andlise da superficie em microscopia
eletrbnica de varredura. Os dados obtidos foram comparados com os obtidos com
implantes com a superficie tratada com acido (superficie Porous®). Os resultados
encontrados mostraram que o grupo tratado com fldor apresentou melhores
resultados quanto ao torque de remocéao (17,93 + 4,47 N.cm) da tibia de coelhos e
que a superficie com Ca e Mg foi a que apresentou a interface osso-implante com
menor resisténcia em todos os tempos apods a cirurgia. Além disso, a superficie com
Ca e Mg apresentou ligeira modificacdo na topografia superficial.
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ABSTRACT

The surface treatments of osseointegrated dental implants have undergone
various modifications in order to improve both the primary sTAB.ility as the
secondary sTAB.ility. Among the various modifications of the implant surface, they
draw attention those receiving deposition of ions, such as fluorine, calcium and
magnesium. These ions have a low rate of degradation in body fluids and great
biological interaction with the peri-implant bone tissue. This paper, through in vitro
and in vivo testings, aims to assess the effects of the presence of F, Ca and Mg in
osseointegration. Was defined insertion and removal torque after 2, 4 and 8 weeks
by inserting implants into the tibia of rabbits. In vivo testing was complemented by
measuring the roughness, wetTAB.ility, diffraction of x-rays, x-rays fluorescence and
surface analysis with scanning electron microscopy. The data obtained were
compared with those obtained with implants with the acid treated surface (Porous®
surface). The results showed that the group treated with fluoride showed better
results on the removal torque (17.93 = 4.47 N.cm) of the tibia of rabbits and that the
surface with Ca and Mg was the one with the bone-interface implant with lower
resistance at all times after surgery. Furthermore, the surface with Ca and Mg
showed slight change in the surface topography.
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1 INTRODUCAO

Os materiais metélicos sao utilizados na fabricacdo de diversos tipos de
implantes desde o século XVI. O primeiro metal desenvolvido especificamente para
implantes em seres humanos foi usado na fabricacdo de placas e parafusos para
reparo de fratura éssea (PARK & LAKES, 2007).

O titdnio comercialmente puro € o principal biomaterial utilizado na fabricagéo de
implantes dentarios osseointegraveis devido a sua excelente biocompatibilidade e
Otimas propriedades conhecidas para tal aplicabilidade (ALBREKTSSON &
WENNERBERG, 2004). Devido as restricbes quanto as propriedades fisica,
quimicas e mecéanicas para as aplicacdes em outra area biomédica, outras ligas
metalicas tém sido utilizadas, e o Ti CP (comercialmente puro) tem aplicabilidade
restringida na area odontolégica (PARK & LAKES, 2007).

O professor Per Ingvar Bréanemark é conhecido como o precursor da
implantodontia e foi o principal divulgador das diferentes técnicas cirdrgicas de
implantacdo. Apés a divulgacdo de seus trabalhos, foram realizados estudos para
melhorar as propriedades das superficies dos implantes dentarios osseointegraveis
com o objetivo de aumentar o indice de sucesso do tratamento e permitir a
instalacdo de implantes em areas consideradas criticas devido a qualidade
inadequada do osso no local de insercdo (ANNUNZIATA et al, 2010; SUBRAMANI et
al, 2012; BRESSAN et al, 2013). Paralelamente, surgiram novos desafios,
destacando-se as exigéncias estéticas e funcionais para mimetizar a denticdo
natural (LEBLEBICIOGLU et al, 2007). Com essas mdultiplas exigéncias dos
pacientes, houve a necessidade de reducdo do tempo de tratamento, através da
reducado do periodo cicatricial anterior ao carregamento protético e a longevidade do
tratamento (RAGHAVENDRA et al, 2005).

Para melhorar a resposta de cicatrizacdo 6ssea, diversos tipos de tratamentos
de superficies de implantes foram desenvolvidos. As superficies dos implantes
atuais, sdo as chamadas de osteoindutoras (KIM et al, 2013; BRESSAN et al, 2013;
MINTS et al, 2014; LE GUEHENNEC et al, 2015). Neste caso, além de ocorrer a

formacdo e crescimento 0sseo na dire¢do osso-implante, ha deposigédo de “novo
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0sso”, também, na direcdo implante-osso; este principio leva a um reparo mais
rapido da interface entre a superficie do implante e o tecido ésseo (MORRA et al,
2003).

Alguns estudos demonstraram que o revestimento e/ou adicdo de ions na
superficie dos implantes aumenta a resisténcia da interface osso-implante apés a
cicatrizacdo e osseointegracdo, melhora a resisténcia a corrosdo (MARIEB, 1995;
NELSON et al, 2003), e altera os mecanismos envolvidos na osseointegracao
(ELLINGSEN et al, 2004).

A estabilidade da interface osso/implante é fundamental para o sucesso do
tratamento com implantes, pois favorece a realizacdo de eventos necessarios para a
reparacdo Ossea, tais como: adsorcdo de proteinas; liberacdo de fatores de
crescimento; vasoconstriccdo; interacdo dos fatores de coagulacdo; producédo de
fibrilas; e todas as etapas de neoformacédo 6ssea (DAVIES, 2005; ALBERTS et al,
2008). Portanto, a estabilidade da ligagdo osso/implante depende da rugosidade, da
composicao quimica e de outras propriedades da superficie dos implantes.

Grande parte dos estudos de sequenciamento e de natureza descritiva envolve
a analise de dados basicos obtidos em ensaios in vitro e in vivo (MORRA et al, 2003;
MONJO et al, 2008; SUL et al, 2010). Nao obstante, mais analises de dados séo
necessarias para compreender plenamente o significado biolégico dos dados e
explorar todo o seu potencial.

A resposta dos tecidos na fase de instalacdo do implante determina 0 sucesso
do processo de cura. Esta resposta ndo € dependente apenas da morfologia
superficial, mas também da molhabilidade e da composi¢do quimicas da superficie
do implante (RAMIS et al, 2012). Por isso a importancia de se estudar a influéncia de
diferentes tratamentos de superficies na reacao tecidual.

N&o obstante, as explicacdes atuais dos mecanismos envolvidos no processo de
interacdo implante/tecido 6sseo sdo insuficientes e a identificagdo dos fendmenos
envolvidos nestas agfes é fundamental para o avango cientifico (ELIAS, 2011). Além
disto, ndo h& na literatura dados que possam ser utilizados para a reproducdo dos
tratamentos das superficies mediante a deposicédo destes ions, uma vez que estas
informacdes sdo de carater tecnoldgico e envolvem interesses comerciais

patenteaveis.
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No presente trabalho, foram desenvolvidas metodologias de tratamentos de
superficies de implantes dentarios osseointegraveis com mudancas na composi¢ao
quimica, rugosidade e molhabilidade. Foram empregados métodos de tratamento
com a adicao de flior, magnésio e célcio na forma de revestimento superficial com

caracteristicas nanométricas.
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivos:
a) Desenvolver, caracterizar e analisar novas superficies de implantes
dentarios osseointegraveis;
b) Analisar a influéncia da adicdo de Ca, Mg e F na osseointegracéo;
c) Comparar o desempenho com outros tipos de tratamentos superficiais;

d) Analisar a interacéo celular com as superficies.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O TITANIO

O titanio é o quarto metal mais abundante na crosta terrestre depois de aluminio,
ferro e magnésio. Os principais minérios para obtencdo do titdnio sdo a ilmenita
(FeTiOs) e o rutilo (TiO,) (LUTJERING G & WILLIAMS JC, 2007). Este metal é muito
utilizado, principalmente, nas industrias aeronauticas (LUTJERING G & WILLIAMS
JC, 2007).

O titAnio comercialmente puro é o biomaterial que apresenta as melhores
propriedades para aplicacdes em implantes dentarios osseointegraveis (BRUNETTE
et al, 2001). Este comportamento esta associado a algumas propriedades
importantes que permitem sua aplicacdo como biomaterial, entre elas estdo: a)
formacdo espontanea de uma camada de diéxido altamente biocompativel
favorecendo a adesao de células (BRUNETTE et al, 2001); b) resisténcia a corroséo
em ambientes corpéreos (PROBSTER et al, 1992); c) capacidade de atuar nas
reacoes de redox na interface tecidual influenciando no comportamento dos tecidos
(BRUNETTE et al, 2001); d) adequada resisténcia mecéanica (RYU et al, 2013) e €)
biocompatibilidade (ALLEGRINI et al, 2014).

Quando um material metalico é implantado num corpo humano, imediatamente
ocorrem varios eventos em cascata entre a superficie e os tecidos biolégicos
(WILLIAMS, 2001).

A biocompatibilidade do implante de titanio garante a compatibilidade biologica,
evitando assim que haja uma reacdo de corpo estranho, o que levaria a falha do
mesmo (PARK & LAKES, 2007). Nao obstante, o conceito de biocompatibilidade
esta, também, relacionado a capacidade de um material desempenhar uma funcao
especifica, podendo esta funcéo variar de acordo com o local implantado (ELIAS,
2011).

A formacdo da camada de O0xido na superficie do implante quando exposta ao ar

ou a uma atmosfera oxidante confere ao titanio uma barreira protetora a qual
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proporciona excelente resisténcia a corrosdo (TEXTOR, 2001). No entanto, esta
camada de 6xido de titanio que se forma espontanemante ndo apresenta qualidades
adequadas para garantir a biocompatibilidade do titanio. Ainda em relacdo a camada
de Oxido de titanio, € necessario alterar as propriedades quimicas e fisicas da
superficie do implante para modificar a energia superficial e obter mecanismos
adequados nas etapas dos processos celulares, como a adeséo (FENG et al, 2004)
e sinalizacao celular (ZREIQAT et al, 2005).

A matéria prima utilizada na fabricacdo dos implantes devem ter excelente
resisténcia a corrosdo, uma vez que esta degradacao pode levar a liberagédo de ions
gue comprometem o desempenho do implante, e os produtos oriundos desse evento
modificam os tecidos na regido circunvizinha, resultando em efeitos indesejaveis
para o organismo humano, o qual € conhecido como metalose (PARK & LAKES,
2007).

A literatura cita, também, outro fator que influéncia na resposta tecidual 6ssea
que é a alteracdo da estrutura cristalina da superficie dos implantes (SUL et al,
2005). A presenca das fases rutilo e anatasio influenciam positivamente na resposta
celular quando comparado a presenca apenas de anatdsio ou fase amorfa (SUL et
al, 2001; SUL et al, 2002a; SUL et al, 2002b).

3.2 RUGOSIDADE E MOLHABILIDADE

As influéncias da morfologia (WENNERBERG & ALBREKTSSON, 2009), a
rugosidade (HE et al, 2011) e a molhabilidade (ELIAS et al, 2008) no processo de
osseointegracdo sao parametros de constantes estudos. A modificacdo da
superficie € uma alternativa importante para obter um carater biofuncional dos

metais para uso biomédico, incluindo a area da odontologia (HANAWA, 2010).

ELIAS et al, em 2008, analisaram as propriedades que o Ti CP deve apresentar
para o uso na implantodontia odontoldgica, destacando a importancia da rugosidade
e da molhabilidade na osseointegracédo. As morfologias e rugosidades de superficie
dos implantes (avaliadas através do S, que corresponde a média 3D da rugosidade
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superficial) sdo divididas em 4 grupos: usinada (Sa<0.5um); pouco rugosa (Sa 0,5-
1um); moderadamente rugosa (Sa 1-2um) e rugosa (Sa>2um) (WENNERBERG &
ALBREKTSSON, 2009; ALBERTINI et al, 2015). Superficies moderadamente
rugosas (Sa 1-2um) apresentam algumas vantagens clinicas sobre superficies mais
lisas ou mais rugosas (ALBREKTSSON & WENNERBERG, 2004; WENNERBERG
& ALBREKTSSON, 2009).

Entre os processos de tratamentos para promover a rugosidade adequada das
superficies de implantes destacam-se: ataque &cido, jateamento e anodizacdo. Os
mais utilizados sdo os duplo condicionamentos &acidos (Elias et al, 2012), o
jateamento seguido de ataque acido (KIM et al, 2015); a anodizacdo (SALOU et al,
2015) e os implantes conhecidos como bioativos (aqueles que recebem algum tipo
de modificacdo na superficie como, por exemplo, deposicao de elementos quimicos

com o intUito de aumentar sua interacéo biolégica) (ANIL et al, 2011).

A superficie implantar condicionada com ataque acido apresenta morfologia
superficial que varia de acordo com as condi¢des de tratamento como: tipo de acido,
composicdes das solucdes acidas usadas nas misturas, tempo e temperatura do
tratamento. Através do tratamento acido é possivel controlar a rugosidade, numero,
tamanho e distribuicdo dos poros em escalas micrométricas e nanométricas (ELIAS,
2011). ApGs os tratamentos com acidos, a rugosidade superficial do implante
apresenta uma caracteristica mais homogénea. Além disso, ha um aumento da area
superficial promovento uma melhor adeséo celular. Um dos tratamentos sugeridos
indica a imerséo dos implantes durante 72 horas em banhos de solu¢des contendo
HCI/H,SO4, HF/HNO3; e HNO3 (LIMA et al, 2003).

O aumento da area de superficie aumenta a energia de superficie dos implantes
de titanio, o qual esta diretamente relacionado ao grau de molhabilidade superficial.
A molhabilidade é considerada pela literatura como o fator de grande influéncia no
BIC (Bone Implant Contact) (ALBREKTSSON et al, 1981; LEE et al, 2015). A
guantidade e qualidade de osso peri-implantar em contato com a superficie do
implante € avaliada pelo BIC.

Uma das maneiras de quantificar a energia de uma superficie € através do
angulo de contato do liquido com a superficie (HIEMENZ, 1997). Por meio de um

modelo matematico, conhecido como método de Young, é possivel obter a energia
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da superficie. O resultado obtido é representado pela EQ.
YSL = ySV - yLV cos6 (3.1)

Nesta equacdo o termo ySL indica a energia da interface solido-liquido, ySV
representa a energia entre soélido e vapor e yLV representa a energia da interface
liquido-vapor (HIEMENZ, 1997).

Os tratamentos superficiais promovem um aumento da rugosidade da superficie
dos implantes levando a um aumento da energia superficial. Quando ocorre
aumento da energia superficial dos implantes h& redug¢do do angulo de contato
(BATHOMARCO, 2004), que é representativo de uma melhor interacdo com o leito

receptor 0sseo, principalmente a nivel celular (ANIL et al, 2011).

Outro aspecto a ser considerado em relacdo ao efeito microestrutural da
superficie na adesao celular € o tipo de célula estimulada. ELIAS, em 2011, relata a
caracteristica de rugofilia apresentada pelas células 6sseas. A literatura relata que
superficies rugosas sado preferidas por células como osteoblastos, macrofagos,

células epiteliais e leucécitos sdo mais atraidas por superficies lisas.

3.3 TORQUE DE INSERCAO E DE REMOCAQO

Andlises de torque de insercdo (Tl) e de torque remocdo (TR) tém sido
comumente utilizados para avaliar a resisténcia mecanica da interface implante-osso
(MARIN et al, 2008, KIM et al, 2013) e da estabiilidade mecéanica do implante
(TABASSUMet al, 2013). O BIC esta diretamente relacionado com a resisténcia a
remocdo dos implantes 6sseos (MARIN et al, 2008) e com a estabilidade implantar
(ELIAS et al, 2010).

A estabilidade de um implante depende da ligacdo mecéanica da superficie do
implante com o 0sso circundante. Para fins de estudos a estabilidade é dividida em
estabilidade primaria, secundaria e terciaria. Todas elas influenciam a manutencao
da osseointegracdo (ELIAS, 2011). A estabilidade primaria dos implantes dentarios é
determinada imediatamente ap0s a insercdo. Ela pode ser mensurada por uma
analise de torque de insercéo e, em conjunto com a morfologia superficaial, auxilia o

processo de osseointegracdo. O tratamento da superficie favorece a realizagdo de
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eventos necessarios para a reparagdo 0ssea, tais como: adsor¢cdo de proteinas,
liberacdo de fatores de crescimento, vasoconstriccdo, interacdo dos fatores de
coagulacdo, producdo de fibrilas e todas as etapas de neoformacdo Ossea
(DAVIES, 2005; ALBERTS et al, 2008; TABASSUMet al, 2013).

Alguns pesquisadores demonstraram que a rugosidade superficial de um
implante aumenta a ancoragem biomecéanica no tecido 6sseo (CHO E PARK, 2003;
YUAN et al, 2014). Segundo estudo realizado por SANTOS et al, (2011), este
travamento € influenciado em parte pelo coeficiente de atrito existente entre a

superficie implantar e 0 0sso nativo.

3.4 RESPOSTA TECIDUAL NOS BIOMATERIAIS

O termo biomaterial é definido como sendo qualquer substancia ou combinacéo
de substancias de origem sintética ou natural, utilizada para uma funcéo especifica e
por um periodo de tempo determinado ou indeterminado, para melhorar, aumentar
e/ou substituir, de maneira parcial ou total, os tecidos ou os érgaos de um individuo
sem ou com reduzida toxicidade para a funcao especifica (PARK & LAKES, 2007).

A resposta biolégica apos a implantacdo de um biomaterial esta relacionada a
velocidade e a qualidade do processo de reparo da superficie osso/implante. A
biologia local, o reparo peri-implantar, e a manutencéo e longevidade dos resultados
dependem fortemente das propriedades fisico-quimicas das superficies implantares
(RAMIS et al, 2012).

Os implantes dentarios apresentam diversos niveis de escala geométrica, indo
desde a macro, que dizem a respeito a forma e dimensbes dos implantes, até
escalas menores conhecidas como micro e nanométricas que caracterizam a
morfologia da superficie. Todos os tipos de escalas influenciam de alguma forma no
desempenho dos implantes (ELIAS & MATTOS, 2009).

Apo6s a implantacdo de um biomaterial, a superficie entra em contato com
proteinas, ions e outros componentes presentes no sangue e nos fluidos teciduais
(ZHAO et al, 2004).
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Multiplas caracteristicas superficiais afetam o processo de osseointegragado
incluindo topografia (ELIAS, 2011), quimica (ABURAYA, 2011), carga elétrica (PARK
et al, 2010), molhabilidade (ISA et al, 2006; PARK et al, 2010) e energia de
superficie (PEGUEROLES et al, 2008).

A osseointegracéo foi definida, segundo o professor BRANEMARK (1969), como
sendo “a conexao, direta, estrutural e funcional entre o 0sso vital organizado e a
superficie de um implante de titanio, capaz de receber carga funcional”’. Este
conceito foi alterado apos longos anos. Atualmente, a definicdo de osseointegracao
esta relacionada “ao intimo contato de células 6sseas com a superficie do implante”
(ISO 16443: DENTISTRY — TERMINOLOGY).

A osseointegracdo tem como principal célula de atuacdo o osteoblasto. Estas
células sao responsaveis pela secrecdo da matriz 6ssea. As atividades
osteoblasticas sao essenciais tanto na formacao 6ssea como na manutencdo deste
tecido (esta segunda caracteristica é realizada pelos osteoblastos maduros,
conhecidos como ostedcitos) (ALBERTS et al, 2008). As células osteoblasticas
podem ser estimuladas de diversos modos, pela superficie dos implantes, tais como:
nivel adequado de rugosidade (ELIAS, 2011), ja citado anteriormente, pela presenca
de ions (PARK et al, 2010) e pela energia de superficie (PEGUEROLES et al, 2008).

Alguns estudos mostraram que o revestimento do Ti com adicdo de calcio
(COELHO & LEMONS, 2009), magnésio (SUL et al, 2010) e flaor (ISA et al, 2006;
HE et al, 2011) na superficie dos implantes aumenta a resisténcia da interface osso-
implante apo0s a cicatrizacdo, melhora a resisténcia a corrosdo (MARIEB, 1995;
NELSON et al, 2003) e altera os mecanismos envolvidos na osseointegracao
(ELLINGSEN et al, 2004).

3.5 TRATAMENTO ELETROQUIMICO

Os métodos dos tratamentos eletroquimicos sdo utilizados no tratamento da
superficie dos implantes para melhorar a osseointegracdo. Variando o eletrélito e
alguns dos parametros do processo como: potencial do eletrodo, temperatura (BAN

et al, 1996) intensidade e voltagem de corrente, o tratamento induzirq a formacao de
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superficies de implantes com caracteristicas diferentes (LAUSMAA, 2001).

Neste tipo de tratamento, 0os espécimes a serem tratados sdo inseridos na
posicdo de anodos em um circuito eletroguimico. Quando a fonte elétrica é ligada, a
corrente flui através do circuito devido as reacfes de oxidacdo e reducdo nos
eletrodos e conducéo idnica no eletrdlito (DENARO, 1974).

ZHU et al, em 2001, analisaram a influéncia da densidade de corrente e da
voltagem na rugosidade superficial do titanio. Observaram que com o aumento da
corrente e/ou da voltagem ocorre uma elevacdo da rugosidade, sendo que a
voltagem tem maior influéncia. O mesmo foi apresentado pela variacdo da
concentracdo do eletrdlito (glicerofostato de calcio).

SUL et al (2001) observaram aumento da resposta 6ssea proporcinalmente ao
aumento da espessura da camada de Oxido na superficie de implantes de titanio
submetidos ao tratamento eletroquimico. Ndo obstante, os autores perceberam que
mudancas de rugosidade e/ou mudancas de cristalinidade parecem ser as razdes
mais plausiveis para a melhorar a resposta 0ssea dos implantes com diferentes
espessura de 6xido. Varias propriedades da superficie como: espessura da camada
de oxido, diferenca de cristalinidade, rugosidade, morfologia, ou a combinagéo entre
elas (SUL et al, 2002) podem explicar as diferengcas no comportamento dos
implantes .

A literatura mostra que a utilizacdo da eletrodeposicdo como método de
cobertura de superficies de titanio é efetiva (HEREDIA et al, 2007) e apresenta bons
resultados quando aplicado em estudos de nanotecnologia (WANG et al, 2014; LI et
al, 2015). Implantes submetidos a este tipo de tratamento sdo conhecidos como
implantes bioativos por serem capazes de promover uma conexdao com o tecido

0sseo por meio de pontes de calcio e fésforo (ELIAS, 2011).

3.6 SUPERFICIES COM CARACTERISTICAS NANOMETRICAS

Além da rugosidade (ELIAS & MEIRELLES, 2010) h& necessidade da superficie
do implante apresentar caracteristicas em escala nanométrica, as quais melhoram a

osseointegracdo (SALOU et al, 2015). Caracteristicas micro/nanométricas,
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normalmente, apresentam uma melhor molhabilidade e hidrofilidade superficial
(WANG et al, 2013).

As nanotecnologias englobam a caracterizacdo, a produgéo e a aplicacao de
estruturas, dispositivos e sistemas com controle da forma e tamanho em escala
nanometrica. A faixa de tamanho nanométrico de interesse na implantodontia situa-
se entre 100 nm até aproximadamente 0,2 nm (DOWLING, 2004).

O tratamento da superficie dos implantes mediante a combinacdo de &cidos é
efetiva na obtencdo de morfologias com nanorugosidade com espessura de 6xido
entre 20-100 nm. Por exemplo, o emprego de solu¢des contendo H,SO,4 e H,0; a
temperatura constante permite a obtencdo de superficies com nanorugosidades. O
namero e a profundidade das nanorugosidades podem ser controlados pela
alteracdo dos parametros do tratamento (BRESSAN et al, 2013).

As rugosidades nanométricas tém a capacidade de melhorar a adsorcdo de
proteinas (SUBRAMANI et al, 2012), aumentar a energia da superficie, melhorar a
bioatividade, promover maior adesédo e crescimento de osteoblastos (WANG et al,
2013).

O grande desafio € conseguir controlar as propriedades da superficie dos
implantes ao nivel das interacdes protéicas e celulares (escala nano) (SUBRAMANI
et al, 2012). Esta comunicacao celular € bastante estudada através de pesquisas
cientificas que utilizam superficies osteoindutoras como principal ponto de partida
(GRAVINA, 2010; RYU et al, 2013; DAVISON et al, 2015).

Superficies osteoindutoras sdo capazes de incitar a atividade osteoblastica do
tecido 6sseo do leito receptor (MARQUES, 2007). Segundo DAVIES (2005) este tipo
de resposta Ossea € de extrema importancia para a reducdo do tempo de
esTAB.ilizacdo do implante, este fenébmeno é conhecido como osteogénese de
contato.

Implantes que apresentam deposicdo de ions, como por exemplo, de fllor,
magneésio e calcio na superficie possuem caracteristicas osteoindutoras
(ANNUNZIATA et al, 2010; SUL et al, 2010; DERKSEN et al, 2014).

As alteragcbes na composicdo quimica da camada de 6xido tém, também, a

capacidade de influenciar o tipo de ion a ser adsorvido (HANAWA, 1991).
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3.7 SUPERFICIES TRATADAS COM FLUOR

O uso do flior € conhecido na literatura por sua capacidade de auxilio na
formacdo O6ssea devido ao seu estimulo a proliferacdo osteoblastica (RAMIS et al,
2012). Por isso, a modificacdo das superficies pela presenca deste ion apresenta
melhora na osseointegracdo (ISA et al, 2006; YEO, 2014). Esta estimulagcdo da
diferenciac@o de células 6sseas também foi citado por RAMIS et al, em 2012, em um
estudo de analise da resposta génica neste tipo de superficie.

O fluoreto tem a capacidade de estimular a fosfatase alcalina (FARLEY et al,
1983), a qual por sua vez esta envolvida na producdo de cristais de apatita
(ROBISON, 1923), logo, esta relacionada diretamente com o aumento a atividade
dos osteoblastos (RAMIS et al, 2012).

Peguenas quantidades de fluoreto facilitam a cinética da formacéo de cristais de
fluorapatita (EANES et al, 1978). Esta forma de apatita € mais estavel do que a
hidroxiapatita (MORENO et al, 2003). O aumento da taxa de precipitacdo de
fluorapatita pode influenciar favoravelmente a biomineralizacdo 6ssea (MEIRELLES
et al, 2008).

Em uma andlise in vivo, a modificacdo de uma superficie de implante, através da
deposicao de flior, aumentou a formacéo éssea na interface tecido/implante. Uma
matriz 6ssea mais madura e mineralizada também foi observada (MONJO et al,
2008). A ancoragem Ossea aumenta (ELLINGSEN et al, 2004) e melhora as
propriedades biomecéanicas da interface implante-osso (MONJO et al, 2008).

ANNUNZIATA et al (2010) compararam a resposta de células da medula 6ssea
em superficies de titanio jateadas e modificadas com flior com a superficie de titanio
jateada. Diversas diferencas foram observadas (fosfatase alcalina, osteocalcina,
osteoprotegerina, matriz mineralizada e colageno tipo I) e todos os melhores
resultados foram obtidos no grupo que recebeu flior na superficie do implante. Os
autores também observaram adesdo e proliferacdo celular superior no grupo

contendo fltor.
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3.8 SUPERFICIES TRATADAS COM ADICAO DE CALCIO

A cobertura das superficies de implantes com célcio tem sido estudada em
virtude da sua similaridade quimica com o osso mineral (YANG, 2001; PARK et al,
2005; HAGI et al, 2010; DERKSEN et al, 2014). Este elemento é encontrado em
grandes proporc¢des na hidroxiapatita [Cas(PO,4)3(OH)] presente no tecido ésseo, que
€ o principal componente deste tecido (KARAPILIS, 2008). A deposicado de Ca nas
superficies de titdnio € indicada para mimetizar o ambiente in vivo e favorecer a
osseointegracao (PARK et al, 2005).

A adicdo de Ca apresenta bons resultados em relacdo a melhora na
osseointegracado (SUL, 2002; PARK et al, 2005; DERKSEN et al, 2014) tanto na
neoformacédo 6ssea (RIBEIRO et al, 2015) quanto no que diz respeito ao aumento
da estabilidade do implante (ISA et al, 2006).

Além disso, a resisténcia as forcas de cisalhamento em ensaios de insercao de
implantes é superior em implantes revestidos com calcio e fosfato de Ca em relacéo
ao nao revestido (HAGI et al, 2010).

Existem indicios de que a presenca de ions de célcio na superficie do implante
esta diretamente relacionada ao aumento da capacidade de atracéo e de ligacdo de
proteinas a superficie do titanio (HAGI et al, 2010). Estudos como o de SUL (2002),
XUEREB et al (2015), RIBEIRO et al (2015) e LE GUEHENNEC et al (2015)
comprovam esta melhora efetiva no emprego de ions de célcio nos resultados in
vitro e in vivo.

ABRAHAMSSON et al (2013) avaliaram, em cées, a cicatrizagdo de tecidos
0sseos e mucosa ao redor de implantes com superficie tratadas com duplo ataque
acido e com deposicdo de fosfato de Ca (NanoTite) e sem fosfato de Ca
(Osseotite). ApOs quatro semanas o0 grau de contato osso/implante foi maior em

implantes com fosfato de calcio.

30



3.9 SUPERFICIES TRATADAS COM MAGNESIO

Outro possivel elemento quimico que pode ser usado nas superficies bioativas
do titanio € o magnésio. O magnésio € um dos elementos mais abundantes no
tecido 6sseo humano, e tem grande importancia na absorcdo de calcio e do sddio
(SUL et al, 2010). O Mg nado é somente essencial para 0 meTAB.olismo humano,
como também inibe a cristalizacdo da apatita em solucdo. Varios estudos in vivo
(SUL et al, 2006; PARK et al, 2010; SUL et al, 2010) mostraram que a incorporacao
de ions de Mg no Ti melhora significativamente as respostas 0sseas em relacdo aos
implantes usinados.

Assim como o flior (RAMIS et al, 2012) e o calcio (RIBEIRO et al, 2015), a
presenca do magnésio (SUL et al, 2006) apresenta 6timos resultados quando se
trata de estimular células do tecido 6sseo. E a associacao entre ions, similarmente,
promove uma aceleracdo da resposta tecidual comparado com superficies ndo
bioativas (LOZANO et al, 2013).

PARK et al (2010) investigaram as caracteristicas superficiais e a
osteocondutividade em ensaios in vitro de uma superficie de Ti CP contendo Mg
incorporado por processo hidrotérmico. Foram avaliadas a adeséo e a proliferacéo
de células pré-osteoblasticas, a atividade da fosfatase alcalina e a andlise
guantitativa dos genes de expressao osteoblastica. Foi concluido neste estudo que o
tratamento com Mg promove aumento da atividade das células osteoblasticas,
aumento na diferenciacdo de células pré-osteoblasticas, crescimento das células
com maior atividade da fosfatase alcalina, assim como da expressdo de varias
integrinas, maior expressdo do DIx5 (regulador da osteogénese) que induz a
diferenciacdo osteoblastica pelo controle da expressdo dos genes do fendtipo
osteoblastico.

Implantes contendo Mg na superficie apresentam melhor resposta 0ssea em
relacdo aos implantes que as superficies anodizadas e/ou com duplo ataque acido.
A modificacdo da composicdo quimica da superficie através da adicdo deste
elemento indica aumento da velocidade e da resisténcia ao torque de remocao da
osseointegracdo do Ti CP (SUL et al, 2006). Os resultados dependem das

propor¢cdes de magnésio na solucao eletrolitica, os quais séo capazes de modificar a
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superficie quanto ao carater morfologico e em relacdo a homogeneidade da
cobertura (HEREDIA et al, 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

No presente trabalho foram utilizados 30 discos de 15,0 mm de diametro (10
para cada grupo) e 45 implantes de Ti CP (ASTM G4) (15 para cada grupo) com 2,0
mm de diametro, 5,0 mm de comprimento e 1,0 mm de perfil transmucoso.

Os discos foram utilizados na realizacdo dos ensaios in vitro (medida da
rugosidade, molhabilidade, analise DRX, XRF e em MEV) e os implantes nos
ensaios in vivo mediante a instalacdo e remocao cirargica de tibias de coelhos
(histologia, torque de insercao e remocgao).

Os implantes e discos foram cedidos pela empresa Conexdo® Sistemas de

Protese.

4.2 TRATAMENTO SUPERFICIAL

Os tratamentos das superficies dos implantes foram iniciados pelo duplo ataque
acido. Esse tratamento € feito pela imersdo das amostras em um primeiro banho de
solucdo contendo HNO3; + H,SO, + HCIl e uma segunda imersdo em HNOs. No
preparo da amostra, a solucdo é mantida em agitacdo para garantir que o oxigénio
liberado na reacdo com o titdnio ndo forme uma pelicula protetora. Este tratamento é
o mesmo adotado pela empresa Conexdo® Sistemas e Prétese (Aruja, SP) para
preparar as superficies dos implantes odontolégicos, o qual possui a designacao
comercial superficie Porous®. Este tratamento proporciona melhor condicdo para a
proliferacdo celular. Além disso, ha aumento da éarea superficial e induz melhor
estabilidade primaria e bioadesao celular.

ApOs os tratamentos com acido, foram realizados os tratamentos eletroquimicos
das superficies dos implantes e discos mediante a deposicao de ions de Ca, Mg e F

para que uma nova superficie fosse desenvolvida.
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As amostras foram divididas em trés Grupos, a saber:
Grupo I: somente com tratamento com &cido (Porous®)
Grupo II: Porous + tratamento com fluoretos (Porous Nano®)

Grupo llI: Porous + tratamento com Ca e Mg (Porous CaMg)

Através do tratamento da superficie dos implantes e dos discos, foi possivel
modificar a rugosidade, o tamanho e a distribuicdo das porosidades em escala micro

e hanomeétrica.

Os desempenhos dos novos tratamentos das superficies foram comparados com o

tratamento com acido.

4.3 TRATAMENTO ELETROQUIMICO

Neste método, os espécimes (implantes e discos) a serem tratados foram
colocados na posicao de anodo e uma placa de platina foi utilizada como catodo, em
um circuito eletroquimico (FIG. 4.1).

Solucgdes eletroliticas contendo fluor (grupo Porous Nano) e/ou contendo calcio e
magneésio (grupo Porous CaMg) foram utilizadas neste estudo como eletrdlito.

O tratamento CaMg esta em fase de estudo e possivelmente sera solicitado o
pedido de patente.

|

>
+d
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CATODO ANODO
_J

FIG. 4.1: Esquematizagédo da metodologia utilizada no tratamento eletroquimico das
superficies.
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4.4 MICROSCOPIA ELETRONIA DE VARREDURA (MEV)

Antes dos ensaios in vivo, as morfologias das superficies das amostras dos
diferentes grupos foram analisadas no MEV (FEI Quanta FEG250).

Duas amostras de cada grupo foram selecionadas para esta analise em alto
vacuo no microscopio eletronico de varredura. N&o houve nenhum tipo de

recobrimento prévio dos implantes e placas.

4.5 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

A influéncia dos tratamentos das superficies nas fases presentes nas superficies
dos discos foi determinada pela técnica de incidéncia rasante por difracdo de raios-X
ou GIXRD (do inglés, grazing incidence x-ray diffrection). O emprego desta técnica
teve como objetivo melhorar o sinal difratado pela camada superficial de 6xido.
Foram analisados os angulos de incidéncia até 5°. Dessa forma os raios-x incidem
paralelamente a superficie da amostra intensificando apenas o material depositado
no revestimento do 6xido de Ti. Para escolher o melhor &ngulo de incidéncia, fez-se
ensaios preliminares com varias posicées de angulo incidente. A faixa de angulos
gue apresentou sinal difratado pela camada depositada maior que o sinal difratado
pelo substrato foi a escolhida para as anéalises (melhor angulo = 3°).

As analises de difracdo de raios-X foram feitas no difratbmetro do CBPF, modelo
Panalytical PRO XPD, equipado com espelho intensificador para analises de filmes
finos com mascara de 4mm, fenda incidente de 0,5°, colimador de 0,27° para filmes
finos e monocromador de placa plana de grafite. O tubo de raios-x usado foi o de
anodo de cobre (1,54A). As varreduras foram realizadas com parametro de 2 8 (20-
100°) com tempo de coleta de 2 segundos e passo de 0,05°.

Foi utilizado o programa HighScore v 3.0e (3.0.5) PANalitical 2012 (licienciado
para a UERJ) para analise qualitativa das amostras e o programa TOPAS-Academic

V5 (Licenciado para o CBPF) para avaliacdo quantitativa pelo método de Rietveld.
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4.6 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X (XRF)

Como o objetivo de identificar os elementos quimicos nas amostras foi utilizada
a técnica de fluorescéncia de raios-X com o equipamento do CBPF, modelo Axios
mAX da Panalytical (FIG. 4.2). Esse espectrometro sequencial é baseado em
andlises de espalhamento dispersivo por comprimento de onda (WDS), com tubo de
raios-X com anodo de rodio (Rh), que pode chegar a uma poténcia maxima de 3kW.

FIG. 4.2: Modelo Axios mAX da Panalytical utilizado para analise por fluorescéncia

de raios-x.

O diferencial do equipamento do CBPF é possuir ampla capacidade de andlise.

Este é capaz de identificar e quantificar elementos quimicos do flior ao uranio com a
técnica WDS. A técnica de WDS ¢é baseada na dispersao dos sinais dos cristais
analisados e cada um pode analisar diferentes tipos de elementos. O equipamento
utilizado apresenta quatro cristais analisadores:

- cristal LIF200: tem alta eficiéncia para analisar elementos de peso atdmico

maior que 18 (potassio);

- cristal de Gell1l: adequado para a analisa com eficiéncia P, S e Cl;

- cristal PE002: adequado para a analise do Al e Si;

- cristal PX1: adequado para a analise do Mg, Na, F e O.
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O equipamento apresenta dois tipos de detectores de radiagbes, um tendo a
funcéo de detectar Raios-x fluorescente de elementos leves e outro para elementos
pesados: Flow (Proporcional a gas) e Scintillation counter (Cintilador). O CBPF nao
possui o cristal que analisa elementos mais leves que 0 nitrogénio e mais pesados

gue o uranio.

4.7 RUGOSIDADE

Alguns parametros que caracterizam a rugosidade da superficie, como Ra, Rq,
Rz e Rmax foram determinadas em discos com tratamento de superficie idéntico ao
dos implantes estudados.

i) Ra representa a rugosidade média aritmética (um), cuja medida € a média
aritmética das areas acima e abaixo da linha média do perfil dentro do
percurso de medicéo I, (ou comprimento de avaliacdo). Este parametro é
insensivel a variagdo de perfil.

i) Rq € a rugosidade média quadratica, cuja medida é a média quadratica das
areas acima da linha média do perfil, dentro do percurso de medicao |,,. Este
parametro apresenta maior sensibilidade a variacdo de perfil que o Ra.

i) Rz é a rugosidade média total, a qual compreende a média aritmética das
alturas e vales das asperezas Zi medidas em cada comprimento amostral do
perfil. Corresponde a diferenca em altura (ordenada) das médias dos 10
valores de rugosidade parcial (5 maiores picos e 5 vales mais profundos),
sendo que rugosidade parcial (Zi) € a soma dos valores absolutos das
ordenadas (eixo y) dos pontos de maior afastamento, acima e abaixo da linha
meédia, existentes dentro de um comprimento de amostragem.

iv)Rmax é a rugosidade total. Corresponde a distancia vertical entre o pico mais
alto e o vale mais profundo no comprimento de avaliacdo (Im),

independentemente dos valores de 24 rugosidades parciais (Zi).

A rugosidade foi determinada com o rugosimetro de contato (Mitutoyo SJ 201P)

(FIG. 4.3). Para esta analise foram avaliados 5 perfis de rugosidade para cada uma
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das 10 amostras analisadas de cada grupo. Foi obtido e plotado, somente, a média
dos 5 perfis de cada disco.

FIG. 4.3: Rugosimetro de contato Mitutoyo SJ 201P.

As medidas das rugosidades com o perfilbmetro Mitutoyo foram
complemantadas pela do perfil de rugosidade 3D dos espécimes estudados. O perfil
de cada grupos foi determinado por interferometria com o equipamento NewView
7100 (Zygo UMI 807).

4.8 MOLHABILIDADE

A molhabilidade foi determinada através do angulo de contato de uma gota de 8
UL de agua deionizada (Sistema purificador de agua Osmose Reversa, GEHAB
0S10 LX) com a superficie dos discos.

Foi utilizado o gonidmetro FTA 100 (First Ten Angstroms) (FIG. 4.4) para analise
das amostras. Em cada disco foi determinado 1 angulos de contato.

A leitura da gota foi realizada imediatamente apds a colocagdo da mesma sobre
a superficie. N&o foi realizado nenhuma limpeza prévia dos discos. A avaliagéo foi

realizada no centro do disco.
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FIG. 4.4: Gonidmetro FTA 100 (First Ten Angstroms).

4.9 ENSAIOS IN VIVO

4.9.1 Comité de ética

O presente estudo envolveu ensaios in vivo que foram realizados com a
colaboracdo do Instituto Vital Brasil (IVB — Niter6i/RJ). Para tanto, a tese foi

submetida & avaliagdo e aprovada pelo Comité de Etica Animal do IVB no dia
14/01/2014, através do numero de protocolo 002/2014.

4.9.2 Amostra

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados em 9 coelhos, fémea Nova
Zelandia (Oryctolaguscuniculus), com peso entre 2900g a 3400g, todos com 6
meses, selecionados aleatoriamente como modelo animal. O meTAB.olismo do

coelho, por ser mais acelerado que o dos seres humanos, permite uma analise em
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menor tempo da resposta dos eventos in vivo.

Todos os coelhos utilizados neste trabalho foram doados pelo IVB, local onde a
parte experimental foi desenvolvida nas dependéncias do IVB (Instituto Vital Brasil,
Niter6i/RJ).

Os animais foram mantidos em gaiolas, no biotério do IVB, sendo uma gaiola
para cada animal. A eutandsia foi realizada pelo método de saturagdo do ar

inspirado com CO, em camera de CO..

4.9.3 Delineamento Experimental

Um total de 9 implantes para cada grupo foram instalados (TAB.ela 4.1). Nas
tibias do lado direito, os implantes foram instalados com os objetivos de: avaliar o
torque de insercao (no ato da cirurgia) e o torque de remocédo (ap0s a eutanasia); e
analisar a regido de contato osso/implante no MEV, nos periodos de
2, 4 e 8 semanas.

Para a histologia foram analisadas amostras inseridas nas tibias esquerdas dos
animais e apds a eutanasia nos diferentes tempos apds a insercdo (2, 4 e 8
semanas). Para cada semana foram avaliados dois animais. Foram usados 6
implantes por grupo (TAB.ela 4.2).

A posicéo de insercéo de cada grupo de implante (grupo I, grupo II e grupo Iil)

foi realizada apartir de um sorteio do sitio operatorio.

TAB.ela 4.1: Divisdo dos animais por grupos nos periodos de 2, 4 e 8 semanas para
a avaliacdo do torque de remocdao e insercéo e MEV.

GRUPOS Animais por Semanas Total de

semana Implantes
| — Implantes Porous (duplo atague acido) 3 2,4e8 9
Il — Implantes Porous + Flaor 3 2,4e8 9
[Il — Implantes Porous + Ca e Mg 3 2,4e8 9
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TAB.ela 4.2: Divisao dos animais por grupos nos periodos de 2, 4 e 8 semanas para
a avaliacdo histoldgica.

GRUPOS Animais por Semanas Total de

semana Implantes
| - Implantes Porous (duplo ataque acido) 2 2,4e8 6
Il — Implantes Porous + Fluor 2 2,4e8 6
[l — Implantes Porous + Ca e Mg 2 2,4e8 6

4.10 CONDICOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTACAO DOS ANIMAIS

Todos os coelhos receberam agua filtrada e clorada. A dieta alimentar foi
baseada na oferta de racao industrializada balanceada para a espécie em questao,
sendo oferecida por demanda assim como a ingestdo de agua potavel.

A lotacédo foi do tipo um animal por gaiola com intuito de minimizar o estresse
durante a manipulacdo pos-operatéria. Nao houve contato direto do animal com as
fezes ou urina. Foi utilizada exaustdo do ar constante e o ambiente foi mantido em
temperatura variando de 21°C a 24°C (SOUZA, 2010).

4.11 PROCEDIMENTO ANESTESICO DOS ANIMAIS

Todas as cirurgias foram realizadas sob anestesia geral utilizando cetamina
50mg/kg (DOPALEN®), administrado intramuscularmente (IM).

O isoflurano a 1,5% foi inalado no transcorrer do procedimento para auxiliar na
anestesia. Como medicagdo pré-anestésica para reduzir a secrecdo do trato
respiratério e para bloquear o reflexo inibitério vagal no coracdo, o sulfato de
stropina 0,1 mg/kg, 1V, foi aplicado.

Foi administrada xilazina 5 mg/kg (ANASEDAN®), IM, com finalidade sedativa,
relaxante muscular e principalmente analgésica. O farmaco meloxican foi utilizado

durante o procedimento para alivio da dor e para o controle inflamatorio na dosagem
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de 0,1mg/kg, por via subcutanea (SC).

Para analgesia transoperatdria foi empregado o citrato de fentanila a 0,005
mg/kg, IV. ApOs a cirurgia, 0s animais receberam para analgesia, meloxican gotas
durante 2 dias de 24/24h, por via SC (TRANQUILLI et al, 1996; HEARD ,2001;
CARPENTER, 2005).

4.12 PROCEDIMENTO CIRURGICO DOS ANIMAIS

Foi realizada a tricotomia da tibia dos coelhos (FIG. 4.5A) e, em seguida, foi
realizada a anti-sepsia da regido com solucéo de povidona (FIG. 4.5B).

As incisdes lineares de 5 cm, nas porg¢des internas dos membros inferiores dos
animais (lados direito e esquerdo), foram realizadas com cabo de bisturi n® 3
(Schwert, Tuttlingen) e com lamina 15 C (Swann Morton-Sheffield).

Os tecidos foram afastados, com o auxilio de uma cureta Molt n° 4 (Medesy,
Maniago - Italia) e de uma pinca Dietrich (Medesy, Maniago - Italia), expondo 0 0sso
tibial (FIG. 4.5C) (HEARD ,2001; HE et al, 2011; MAXIMO, 2011; RESENDE, 2014;

SALOU et al, 2015).

FIG. 4.5: A) Face interna da pata do coelho apds tricotomia; B) Anti-sepsia realizada
na tibia do coelho; C) Exposicao da tibia como o auxilio da cureta Molt n° 4; D)
Preparos realizados com a sequéncia de brocas para a inser¢éo dos implantes; E)
Implantes instalados na tibia do coelho.
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Foram, entdo, preparados os leitos 0sseos bicorticais, nas tibias dos coelhos
(FIG. 4.5D), por intermédio de sequéncia de brocas do kit cirGrgico da empresa
Conexao®, onde, posteriormente foram instalados os implantes (FIG. 4.5E).

Os preparos dos leitos dos implantes foram realizados por intermédio de um
contra-angulo 20:1 e motor cirtrgico, a 600 rpm, e irrigacdo abundante, com soro
fisiologico a 0,9%.

Um grupo de 9 coelhos receberam na tibia do lado direito, 3 implantes com
diferentes tratamentos de superficie, um com duplo ataque acido (grupo I) (FIG.
4.6A), um com duplo ataque acido e tratado com fldor (grupo 1) (FIG. 4.6B) e o
terceiro implante com duplo ataque acido contendo deposicao de calcio e magnésio
(grupo 1) (FIG. 4.6C).

Estes mesmos 3 tipos de implantes foram inseridos nas tibias esquerdas dos

animais, porém em apenas 6 dos 9 coelhos para avaliacao histoldgica.

FIG. 4.6: Esquematizacdo das areas de insercao dos implantes avaliados. A) parte

proximal do osso tibial; B) terco medial do osso tibial; C) por¢éo distal do osso tibial.

4.13 TORQUES DE INSERSAO E DE REMOCAO

Um dos métodos para quantificar o desempenho dos novos tratamentos de
superficie foi através da insercdo e remocéo de implantes na tibia de coelhos. Foram
determinados os torques de inser¢ao e remogéo (Ncm) (SUZUKIA EY & SUZUKI B,
2011).

Foram determinados os torques maximos (picos) tanto na inser¢cdo quanto na
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remocao dos implantes apds 2, 4 e 8 semanas. Foram usadas 9 amostras de cada
grupo. Os torques foram quantificados com o torquimetro digital Lutron (TQ 8800)
(FIG. 4.7).

V TORQUE METER

FIG. 4.7: Torquimetro digital Lutron (modelo TQ 8800).

Os torques de insercao e de remocao foram medidos durante os procedimentos
cirdrgicos. Os torgues de remocdo dos implantes foram avaliados imediatamente
apos a eutanasia dos animais.

Os testes com cobaias foram realizados nas instalacdes do Instituto Vital Brasil
(IVB — Nitero6i/RJ).

4.14 MICROSCOPIA ELETRONIA DE VARREDURA IN VIVO

Apods a remocao das tibias, os blocos 6sseos com implantes dos 3 grupos em
analise foram mantidos em hipoclorito de soédio a 10% por 24 horas, e apos
armazenado em alcool 70% até o momento da analise no MEV. Apos limpeza, as
amostras receberam uma sequéncia de desidratagcédo através de imersdao total por 15
minutos em solugBes com porcentagem crescente de alcool (30, 50, 75, 80 e 95%).
A Ultima parte dessa etapa foi a imersé&o em alcool anidro PA durante 30 minutos.

Em seguida, foi realizada a clivagem do conjunto bloco dsseo/implante (FIG.

4.8). A clivagem foi realizada no sentido do longo eixo do implante com o objetivo de
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expor a interface osso/implante. Nesta etapa, buscou-se analisar, em MEV, o
aspecto superficial do implante e a interacdo tecido organico/implante. Os

espécimes ndo receberam nenhum tipo de recobrimento prévio.

A B

FIG. 4.8: (A) Possicao para clivagem do conjunto bloco ésseo/implante. (B)
Espécime apds clivagem pronto para anélise em MEV.

4.15 HISTOLOGIA

4.15.1 Técnica de Preparo e Coloracao

Os implantes foram trefinados com cuidado para conter tecido peri-implantar. As
amostras foram mantidas em potes plasticos contendo formol tamponado a 4%
durante 48 horas para a fixacdo. Apdés o periodo de fixacdo, as amostras foram
desidratadas através de trocas diarias de solu¢cdes com concentracdo crescente de
alcool (etanol 60, 80, 96, 100%) (SARTORETTO et al, 2015).

Finalizada a desidratagdo, as amostras foram submetidas ao processo de
infiltracdo com resina Technovit (7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co.,
Wehrheim, Germany) através de trocas diarias das solu¢cbes com concentracéo
crescente de resina (30, 50, 70 e 100%).

Apbs o processo de infiltracdo, as amostras foram colocadas em bases plasticas
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e cobertas com resina Technovit (7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co.,
Wehrheim, Germany) para o corte implante-0sso.

ApoOs o corte no longo eixo do bloco (FIG. 4.9) foi possivel expor a superficie
central do implante (FIG. 4.10), essa regiédo foi, entdo, colada numa segunda lamina,
a qual foi posicionada no centro da plataforma inferior da maquina de colagem
(EXAKT-precision adhesive system; Apparatebau, Germany) e a cola (Technovit
Light Hardening Adhesive 7210) foi espalhada na superficie do bloco.

FIG. 4.9: Corte da amostra implante-osso para obter um fragmento de

aproximadamente 200 um colado na lamina.

FIG. 4.10: Implante incluido em resina Technovit e cortado no centro ao longo do

comprimento da amostra.

A espessura do conjunto lamina—cola—fatia foi mensurada com paquimetro

digital com o intuito de facilitar a obtengcdo de fatias com espessuras precisas
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durante a etapa de lixamento.

ApGs a obtencdo do conjunto bloco de resina/laminas, o mesmo foi adaptado
na maquina de corte (FIG. 4.11) com o objetivo de reduzir para a segunda lamina
um fragmento da amostra de aproximadamente 200 um. Os fragmentos obtidos
foram lixados até a espessura final de ~30 ym através de polimento usando uma
série de lixas abrasivas, como mostrado na TAB.ela 4.3 (EXAKT 310 CP series;
Apparatebau, Germany) (SARTORETTO et al, 2015).

FIG. 4.11: EXAKT Micro Grinding System 400 CS. Equipamento em que 0S
fragmentos foram lixados com auxilio de lixas d’agua com granulacéo decrescente,

com o objetivo de reduzir a espessura dos fragmentos e polir a superficie.

Os cortes histolégicos obtidos foram corados com azul de toluidina e cobertos
com laminula de vidro aderidas com Entellan® (Merck©, Darmstadt, Alemanha).

TAB.ela 4.3 — Sequéncia utilizada de lixas d’agua para reduzir a espessura dos

fragmentos.
Espessura da Amostra Limite de Desgaste
250 pm K800 130 um
120 pm K1000 40 pm
80 um K1200 40 um
40 pm K2500 10 pm
30 um P4000 3 um

47



4.15.2 Analise Histolégica

As analises foram realizadas em microscépio 6tico de luz High Power Scholar da
empresa Apex Microscopes para avaliacdo do reparo tecidual na regidao ao redor da
juncdo osso/implante. Foram analisados os 3 primeiros filetes de rosca dos
implantes.

Foi utilizado um sistema de analise de imagem computadorizada que consiste de
microscopio de luz acoplado com uma camera Fotografica, DEM 130 eyepiece,
CMOS chip (ScopeTek), conectada a um microcomputador que utiliza o software de
andlise de imagem MiniSee e ScopePhoto (ScopeTek). Foram determinadas as
espessuras (um) do tecido 6sseo neoformado e a quantidade de medula Gssea
remanescente.

As secOes foram avaliadas individualmente utilizando objetiva de 4x.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a quantidade de dados, ainda insuficientes, e divergéncia de resultados
encontrados na literatura em relacdo aos mecanismos de osseointegracdo, este
estudo desenvolveu e investigou o tratamento da superficie dos implantes e suas

influéncias sobre a rugosidade, molhabilidade e biocompatibilidade.

5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Mostra-se na FIG. 5.8 as morfologias das superficies dos implantes Porous (A),
Porous Nano (B) e Porous CaMg (C), previamente a inser¢do dos mesmo nas tibias
de coelhos.

Esta morfologia e rugosidade com a relagdo do tamanho pico/vale é mais
adequada a osseointegracdo em relacdo ao implante usinado ou submetido apenas
a imersdo em um 4&cido. Nesta avaliacdo, ficou evidente uma leve alteracdo na
morfologia superficial das amostras do grupo Porous CaMg em relacdo as outras
duas superficies (FIG. 5.1).

FIG. 5.1: Morfologias das superficies dos implantes. (A) Grupo I, (B) Grupo Il e (C)
Grupo 1l (10.000x).
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Nestas mesmas FIG.s, observa-se que a morfologia da superficie Porous Nano
(FIG. 5.1B) mesmo ap6és imersdo em solucdo contendo fllor, apresenta cavidades
com bordas proeminentes e agudas como no grupo controle (FIG. 5.1A).

Em maior aumento, como observado na FIG. 5.2, é possivel perceber outros
detalhes sobre a morfologia dos grupos estudados como micro e nanorugosidades
apresentadas nas amostras dos grupos Il e lll. Nota-se, também, a deposi¢do de

elementos quimicos no interior das microcavidades (FIG.s 5.2 B e 5.2 C).

FIG. 5.2: Morfologias das superficies dos implantes. (A) Grupo |, (B) Grupo Il e (C)
Grupo Il (50.000x).

O problema experimental € que, quando as superficies séo alteradas
nanometricamente com diferentes técnicas, ocorre simultaneamente alteracédo
microestrutural, por isso, é dificil analisar a contribui¢cdo individual dos dois niveis de
rugosidade separadamente (WENNERBERG & ALBREKTSSON, 2009). Além disso,
embora os resultados in vitro sejam de interesse cientifico, tém aplicabilidade, por
vezes, limitada, uma vez que frequentemente contrastam com as observacoes in
vivo (ABRAHAMSSON et al, 2013).

Ainda em relacdo a micrografia, pode-se afirmar que as superficies avaliadas
apresentaram semelhanca morfolégica superficial. Contudo, este aspecto ficou mais
evidente entre os grupos Porous e Porous Nano. O grupo Porous CaMg apresentou
ligeiro arredondamento dos picos e das arestas das microcavidades. Estas
modificacdes podem estar relacionadas a boa reatividade dos ions flaor, célcio e
magnésio e a susceptibilidade quimica da camada de 6xido de titanio a estes ions.
Estes resultados corroboram com os encontrados em trabalhos de ELLINGSEN et
al (2004), FENG et al (2004) e SUL (2006), que demonstraram que superficies de
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tithnio tratadas com estes ions apresentam microtopografias mais lisas e reducéo

nos valores de rugosidade.

Os resultados mostraram que a alteracdo topogréfica (rugosidade) e a variacao
da energia de superficie (molhabilidade) ndo apresentam um efeito sinérgico entre

si. Resultado que se divergem dos achados obtido por ZHAO et al em 2007.

5.2 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Mostra-se na FIG. 5.3 a 5.5 os espectros obtidos através de difragdo de raios X.
Foi possivel identificar as fases cristalinas da superficie das pastilhas de titanio apos
os tratamentos Porous (FIG. 5.3), Porous Nano (FIG. 5.4) e Porous CaMg (FIG. 5.5).

Nas andlises dos espectros de diracdo nao foi encontrado, nos espécimes
avaliados, o oOxido de titdnio na forma anatase e/ou rutilo, com o programa de
refinamento pelo método de rietveld (TOPAS®). Estes resultados sugerem nao haver
presenca ou quantidade acima do limite de deteccdo (inferior a + 1%) destes

compostos.
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FIG. 5.3: Espectro de difracao de raios X da superficie Porous.

A presenca de duas fases cristalina do 6xido de titanio (Ti e TisN4) foi identificada

pela difracdo de raios X nas amostras Porous, Porous Nano e Porous CaMg.

Em 35,30° 40,99° e 59,36° foi identificado um provavel composto TisNg4
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(Osbornite). Este composto foi sugerido apds analise qualitativa no programa
Highscore. O nitrogénio (N), por sua vez, ndo foi identificado pela analise XRF
devido a limitacdo do equipamento.

O composto TiN, identificado pela difrcdo de raios-X, nas superficies estudadas
€ oriundo do processamento dos espécimes. Os parametros e 0s meios utilizados
para o processamento dos implantes utilizados neste estudo sédo sigilosos pois

fazem parte de um processo de pedido de patente.

5 T
|

oTl

® TIN

FIG. 5.4: Espectro de difracdo de raios X da superficie Porous Nano.
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FIG. 5.5: Espectro de difragdo de raios X da superficie Porous CaMg.

Os espectros de difracdo de raios-X obtidos no presente trabalho foram

realizados com o objetivo de verificar o sucesso da deposicdo de ions nas
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superficies de titanio com duplo atague acido. Por apresentar uma camada de
deposi¢cdo aumentada, esperava-se encontrar alguma fase do titanio.
Provavelmente, o tratamento, por imersdo em solu¢do contendo ions de fluor,
calcio e magnésio por adicionar pequena quantidade destes elementos a superficie
de titanio, torna—se impossivel a deteccao do titdnio pela técnica de DRX (técnica de

incidéncia rasante).

5.3 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X POR (XRF)

Os valores das composicdes quimicas semiquantitativas (%) obtidas por
difracdo de Raios-x por fluorescéncia estao apresentados na TAB.ela 5.1.

Nesta andlise, ficou evidente a diferenga do percentual de oxigénio (O) na
superficie dos implantes avaliados. O grupo CaMg apresentou percentual de O

superior aos demais grupos.

TAB.ela 5.1: Composicédo quimica, obtidas por XRF das superficies Porous, Porous

Nano e Porous CaMg.

Composicéo Quimica (% atdmico)
Ti @] F Mg Ca Na Fe
Porous 97,43 2,57 - - - - -
Porous Nano 96,80 3,03 0,09 - - 0,08 -
Porous CaMg 74,71 | 24,90 - 0,27 0,08 - 0,04

A analise de XRF confirmou a presenca de ions de fllor nas amostras do grupo
Porous Nano e a presenca de ions de calcio e magnésio nos espécimes do grupo
Porous CaMg, comprovando assim, a eficacia das deposic¢des realizadas em ambos

0S grupos.

Nas superficies dos implantes Porous Nano e Porous CaMg foram encontrados
o sodio e o ferro, respectivamente. O Na e o Fe sdo considerados contaminantes

provavelmete oriundos do eletrolito usado no tratamentode superficie. Estes
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contaminantes sdo oriundos do processo de manipulacdo e confecgdo das
amostras.

A presenca do nitrogénio ndo foi identificada na analise de XRF devido a
limitacbes do equipamento. Ainda assim, foi observado na DRX e confirmado a

presenca deste por intermédio de programas especificos de refinamento.

5.4 RUGOSIDADE

Os valores dos parametros da rugosidade Ra, Rq, Rz e Rmax dos diferentes
grupos sao mostrados na TAB.ela 5.2. Os parametros de rugosidade entre os trés
grupos avaliados apresentaram-se muito similares. Foram realizadas cinco medidas

de cada parémetro e calculada a média e o desvio padréo.

TAB.ela 5.2: Parametros da rugosidade de superficie (um) dos implantes.

Porous Porous Nano Porous CaMg
Ra 1,60+ 0,04 1,53+0,02 1,54 + 0,02
Rq 1,94 + 0,04 1,86 + 0,03 1,88 + 0,03
Rz 9,40 £ 0,45 9,05+0,35 9,39+ 0,36
Rmax 11,01 + 0,87 10,94 £ 0,97 11,43 +0,28

Apesar de existir uma diferenca de rugosidade entre os grupos, a reducéo foi
muito infime. Este aspecto estd relacionado com a morfologia superficial que
apresentou poros em escala micro e nanométrica, e, devido a deposicao ter sido
realizada no interior dos poros em escala micro e nanométrica (GRAVINA, em
2010).

A rugosidade obtida, com os tratamentos deste estudo, foi de 1,54 1,6 um, a
qual literatura classifica como uma microrugosidade moderada (SALOU et al, 2015).

A superficie Porous CaMg apresentou amplitude de rugosidade menor dentre as

avaliadas. O tratamento com ions de fldor, calcio e magnésio influenciou na reducao
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da altura dos micropicos. Estes resultados corroboram com os estudos de GRAVINA

em 2010.

Os perfis de rugosidade 3D dos grupos Porous, Porous Nano e Porous CaMg

sdo mostrados nas FIG.s 5.6, 5.7 e 5.8, respectivamente. Apds os tratamentos

acidos, a rugosidade superficial do implante € mais homogénea em relacdo a

superficie usinada (LIMA et al, 2012). O tratamento superficial utilizado € um dos

mais adequados, segundo a literatura (ELIAS, 2012), para melhorar
homogenidade superficial dos implantes dentarios.

Peak M \ o )

FIG. 5.6: Representacdo em 3D da rugosid sperficial dos implantes Porous.
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FIG. 5.7: Representacdo em 3D da rugosidade superficial dos implantes Porous
Nano.

a

Rugosidades nanométricas tém sido consideradas de grande importancia,

embora pouco se saiba além de dados de observacgdes in vitro (WENNERBERG &

ALBREKTSSON, 2009).
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CaMg.

5.5 MOLHABILIDADE

Os dados relativos a molhabilidade das superficies estudadas neste estudo

estédo plotados na TAB.ela 5.3 abaixo.

TAB.ela 5.3: Parametros da molhabilidade superficial (um) dos grupos I, Il e Ill.

Disco Porous Porous Nano Porous CaMg
1 125,76 119,83 78,33
2 108,88 123,96 75,71
3 103,89 124,24 87,41
4 110,35 125,42 98,92
5 99,92 123,07 68,27
6 110,88 113,45 79,32
7 132,52 121,86 64,94
8 131,63 100,72 76,02
9 130,72 98,24 82,48
10 132,34 88,91 69,21
DMF?:cil?go 118,69 + 13,07 113,97° £ 13,20 78,06° + 9,99
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A média de angulo de contato apresentada pelo grupo | (118,69° + 13,07) e
pelo grupo Il (113,97° £ 13,20) foram superiores ao do grupo lll que apresentou
menores médias do angulo de contato (78,06° + 9,99) (FIG. 5.9).

As FIG.s a seguir sdo representativas dos grupos estudados e foram

selecionada de maneira aleatodria.

Angle = 110,35 degrees Angle = 100,72 degrees Angle = 76,02 degrees
Base Width = 1,3328mm Base Width = 1,5632mm Base Width = 2,0296mm

A B C

FIG. 5.9: Molhabilidade da superficie dos implantes. (A) Porous; (B) Porous Nano e
(C) Porous CaMg.

A presenca dos elementos depositados (F, Ca e Mg) sobre os implantes
aumentou a molhabilidade, corroborando os resultados de LOZANO et al 2013 e
ANIL et al (2011).

Pdde-se observar que os angulos de contato dos espécimes estudados,
utilizando com parametro a agua destilada, tiveram valores maiores do que 0s
obtidos em trabalhos anteriores (ELIAS et al, 2011). Comparando os valores de
molhabilidade das superficies tratadas com acido, flior, calcio e magnésio verifica-
se gue as superficies tratadas apenas com acido e as tratadas com fllor sdo menos
hidrofilicas que as superficies que receberam Ca e Mg, as quais possuem baixos
angulos de contato.

Uma superficie que apresente um angulo de contato superiores ao limite de 90°
€ citado, na literatura, como hidrofébica. J& a superficie que produza um angulo de
contato inferor a 90° é considerada hidrofilica (SARTORETTO et al, 2015).

Os grupos | e Il apresentaram caracteristica hidrofébica na analise de
molhabilidade. Do outro lado, o grupo Il demonstrou cunho hidrofilico. Entretanto,
apesar da superficie do grupo lll apresentar hidrofiidade em relacdo aos demais
grupos e rugosidade moderada (similar ao grupo | e Il), ndo foi possivel observar

aumento da resisténcia da interface osso-implante nos 3 periodos considerados.
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5.6 MICROSCOPIA ELETRONIA DE VARREDURA - IN VIVO (MEV - IN VIVO)

Apbés a remocdo das cobaias, os espécimes contendo osso aderido na
superficie foram analisados em alto vacuo no MEV (Jeol, JSM-5800LV, Toquio,
Japao).

O objetivo foi comparar as morfologias superficiais e a regido da interface
osso/implante. Nas FIG.s 5.10 A, 5.11 A e 5.12 A pode-se observar que a morfologia
do tratamento superficial foi mantido apés a remocédo dos implantes com contra-

torque.

FIG. 5.10: Morfologia das superficies (A) (2000x) e relacao da interface
osso/implante (B) do grupo | em 2 semanas (250x).

As superficies apresentaram material organico aderido nas regides que foram
inseridas nas corticais e medulares.

E notéria a grande afinidade do biomaterial com o tecido 6sseo (FIG.s 5.10B,
5.11B e 5.12B). A presencga deste tecido sobre a plataforma do implante demonstra
a Otima relacdo entre as duas estruturas apés 4 semanas (FIG.s 5.13 A e B).

Superficies de implantes com caracteristicas micrométrica e sub-micrométricas

tém uma maior probabilidade de formacéo de osso novo (ALBERTINI et al, 2015).
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FIG. 5.11: Morfologia das superficies (A) (2000x) e relacdo da interface
osso/implante (B) do grupo Il (A e B) em 2 semanas (250x).

FIG. 5.12: Morfologia das superficies (A) (2000x) e relacao da interface
osso/implante (B) do grupo Porous CaMg (A e B) em 2 semanas (250x).

FIG. 5.13: Relacdo tecido 6sseo/superficie do implante na regido cervical dos
implantes (A e B) apds 4 semanas de avaliagcao.
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Tanto os implantes Porous quanto os Porous Nano apresentaram boa interacao

0ssea na parte cortical e 6tima comunicacdo com o tecido 6sseo medular ao serem

analisados por microscopia eletrénica de varredura. Nao obstante, a superficie com

flior apresentou diversos tracos de interacdo bioldgica como pode ser observado
nas FIG.s 5.13e5.14 Ae B.

5.7 TORQUE DE INSERCAO E DE REMOCAO

m 10 G, LFD| 5.0
FIG. 5.14: Relacgdo tecido 6sseo/superficie Porous Nano apds 4 semanas com
aumento de 3000x (A) e 10.000x (B).

Os valores dos torques de inser¢cdo e remocao das amostras do grupo controle

com a superficie Porous® para os periodos de analise (2, 4 e 8 semanas) sdo

mostrados na TAB.ela 5.4.

TAB.ela 5.4: Torque de insergéo e de remocao (Ncm) dos implantes Porous (grupo 1)

para 2, 4 e 8 semanas ap0s a cirurgia.

2 semanas 4 semanas 8 semanas
Torque de
Insercéo 10,4+0,53 10,23 +0,12 10,10 + 0,17
Torque de
Remoc3o 6,56 £ 1,86 15,63 + 1,58 16,96 + 1,32




O grupo | apresentou torque de insercdo médio de 10,4 + 0,53 Ncm em 2
semanas, 10,23 + 0,12 Ncm em 4 semanas e média de 10,10 + 0,17 Ncm em 8
semanas. O torque de remocao dos implantes com superficie Porous foi de 6,56 +
1,86 Ncm em 2 semanas, 15,63 + 1,58 Ncm em 4 semanas e 16,96 = 1,32 Ncm em

8 semanas.

TAB.ela 5.5: Torque de insergéo e de remogao (Ncm) dos implantes com tratamento

nano com Fldor (grupo Il) para 2, 4 e 8 semanas de vida.

2 semanas 4 semanas 8 semanas
Torque de
Insercéo 10,26 + 0,30 10,33 +£0,21 10,06 + 0,05
Torque de
RemogAo 12,15+0,32 15,83 + 3,07 17,93 + 4,47

Os torques de insercao e remocao para o grupo Il sdo apresentados na TAB.ela
5.5. Os implantes Porous Nano ap0s 2 semanas foram inseridos com torque de
10,26 + 0,30 Ncm, média de 10,33 + 0,21 Ncm em 4 semanas e meédia de 10,06 +
0,05 Ncm apdés 8 semanas.

Na analise do torque de remocéo, a superficie Porous Nano apresentou média
de 12,15 + 0,32 Ncm em 2 semanas, 15,83 = 3,07 Ncm em 4 semanas, em 8
semanas o valor médio geral foi de 17,93 + 4,47 Ncm.

Os torques do grupo tratado com CaMg sdo mostrados na TAB.ela 5.6. A média
dos torque de insercdo do grupo CaMg para os implantes que foram inseridos ap6s
2 semanas foi de 10,43 + 0,60 Ncm, média de 10,56 + 1,87 Ncm em 4 semanas e
9,20 £ 1,21 Ncm em 8 semanas.

O torque de remocado dos implantes com calcio e magnésio foi de 5,43 + 0,32
Ncm em 2 semanas, 5,73 = 0,15 Ncm em 4 semanas e 10,83 + 1,20 Ncm em 8
semanas. Este grupo apresentou uma reducdo no desempenho biomecanico em

relagéo ao grupo Il e ao grupo I,
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TAB.ela 5.6: Torque de insercdo e de remoc¢ao (Ncm) dos implantes do grupo

Porous CaMg (grupo Ill) para 2, 4 e 8 semanas de vida.

2 semanas 4 semanas 8 semanas
Torque de
Insercio 10,43 + 0,60 10,56 + 1,87 9,20+ 1,21
Ueli[Ho0]s 5,43 + 0,32 573+0,15 10,83 + 1,20
Remocéo g oY, 00 = 1,

Apos 4 semanas de cicatrizacdo, os implantes de teste do grupo Il mostraram
equivalente desempenho biomecéanico ao do controle, apesar de um valor de Ra
menor. O grupo Il apresentou um atraso no processo de reparo 0sseo,
provavelmente, devido a quantidade de material depositado que influencia
diretamente na concentracao de ions local.

Apés 8 semanas, observou-se aumento do torque de insercdo em relacdo ao
torque de remocao de 67,98%, 78,14% e 17,75% para os grupos I, Il e Ill,
respectivamente. Este resultado indica que a neoformacao do sitio com o implante
Porous foi mais rapida que a do implante CaMg.

A presenca de célcio e magnésio na superficie do implante e sua realacdo com
a baixa resisténcia da interface osso-implante parece estar relacionado a quantidade
desses ions na superficie, pois a concentracdo desses é capaz de promover um
atraso no processo de reparo 6sseo (COOPER et al, 2005).

Os valores obtidos dos torques de remocao dos implantes Porous e Porous
Nano estdo na ordem de grandeza considerada adequada para a osseointegragao.
(SUZUKIA & SUZUKI, 2011).

Os resultados deste estudo mostraram que apOs as primeiras semanas a
superficie com a presenca de flior em escala nanométrica na superficie do implante
foi capaz de aumentar o torque de remocdo em relacdo ao torque de insercéo,
confirmando os dados obtidos por HE et al (2011). Estes resultados indicam que em
relacdo aos demais grupos, a adicdo de fluor aumenta a resisténcia da interface
osso/implante, principalmente duas semanas apés a cirurgia. Estudos realizado por
ELLINGSEN et al (2004), com estes mesmos tipos de analises, mostraram sultados

semelhantes.
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Ainda sobre o grupo que recebeu tratamento com deposicao de flior observou-
se que apos a insergdo dos implantes, apesar da perda da estabilidade priméria nas
primeiras semanas, a remodelacdo 0ssea nos sitios deste grupo apresentou-se
acelerada, ou seja, a estabilidade secundaria inicia em tempos menores e a

estabilidade total (priméria mais a secundéria) aumenta.

Considerando que nédo foi observada diferenca entre a rugosidade dos
implantes entre os grupos e, houve diferenca no torque de remocdo, é possivel
afirmar que a rugosidade nédo foi a responsavel na diferenca do torque de remocéo
entre 0s grupos, logo, a interferéncia estad relacionada a presenca dos ions
associados ou ndo a cada superficie analisada. Fato este também observado por HE
et al (2011), SALOU et al (2015) e DERKSEN et al (2014). Estas alteracdes da
composi¢do quimica da camada de Oxido tém a capacidade de influenciar o tipo de
ion adsorvido sobre a superficie implantar (HANAWA, 1991).

5.8 HISTOLOGIA

N&o houve, clinicamente, exposi¢cdes ao meio externo dos materiais implantados

em nenhum dos animais durante o periodo de analise até a eutanasia.

ApOGs 2 semanas, as amostras apresentaram neoformacao incipiente e parcial.

Nas quais observou-se tecido 6sseo imaturo mais evidente no grupo Porous Nano
como observado nas FIG.s a seguir (FIG.s 5.15A, 5.15B e 5.15C).

FIG. 5.15: Corte histolégico apos 2 semanas do grupo Porous (A), Porous Nano (B)
e Porous CaMg (C) 40x.
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e histolégico do grupo Porous apds 4 semanas (A) e 8 semanas (B)

40x.

FIG. 5.16: Cort

Apos 4 semanas de analise, 0s espécimes mostraram-se parcialmente
preenchidos por tecido 6sseo imaturo (FIG.s 5.16A, 5.17A e 5.18A). Neste periodo,
foi observada a presenca de células O6sseas (osteoblastos) em contato com a
superficie do implante, de maneira discreta para o grupo Porous e mais sutil ainda
para o grupo Porous CaMg.

Observou-se um preenchimento 6sseo maior relacioado a superficie dos
implantes com deposicdo de flior em 4 semanas (FIG. 5.17A) em relacdo as

amostras de 2 semanas.

Nao foram encontrado células inflamatérias em nenhuma das amostras de

nenhum dos grupos. Este evento se repetiu nas analises realizadas apos 8

semanas.
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(B) 40x.

semanas (B) 40x.

No grupo Porous CaMg de 8 semanas, o defeito mostrou-se parcialmente
preenchido por tecido 6sseo imaturo e com maior presenga de osteoblastos na

borda do defeito 6sseo do que na superficie do implante (FIG. 5.18B).

As supericies dos implantes Porous, neste mesmo periodo, apresentaram uma
menor presenca de tecido neoformado (FIG. 5.16B), comparados com 0 grupo
Porous Nano. N&o obstante, demonstraram neoformacdo 6ssea com um tecido
0sseo maduro. Este grupo apresentou maior quantidade de reparo 6sseo do que o
grupo que recebeu calcio e magnésio (FIG. 5.18B).

O tecido 6sseo, no grupo Porous Nano, apresentou-se com preenchimento
quase gque total da area medular (FIG. 5.17B) ap6s 8 semanas.

Em sintese, observou-se um preenchimento parcial em periodos mais
incipientes para todos os grupos. Observou-se um neoformacédo 6ssea mais efetiva
na superficie que recebeu deposicdo de ions fluor, o que reforca os dados da
literatura (YEO, 2014).

Os dados favoraveis apresentados pelo grupo Porous com fllor, relativos a
cicatrizagdo, provavelmente estdo realacionados ao fato desse ion favorecer uma
maior proliferacdo celular, além de apresentar uma maior expressao de BMP-2 e
sialoproteina 6ssea (COOPER et al, 2005).
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O fldor promove, de modo mais precoce, uma diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos tornando possivel uma maior
densificacdo 6ssea; reduzindo, com isso, o tempo de permanéncia do 0sso imaturo
Além disso, esse ion pode promover uma precipitacdo de fosfato de calcio o que
leva a uma modificagdo do comportamento celular devido a alteragdo da
concentracédo local de célcio (COOPER et al, 2005).

Os resultados deste estudo indicam que a cicatrizagdo do sitio com o implante
Porous é significativamente mais rapida que a do implante CaMg. Ja a superficie
Porous com fllor apresentou, nesta analise, um nivel de estabilidade/travamento

superior ao grupo controle neste mesmo periodo cicatricial.

Os resultados deste trabalho mostram que o periodo mais critico para
carregamento do implante com superficie Porous ocorre até a segunda semana
apos a cirurgia (em coelhos), o que esta de acordo com os encontrados na literatura
(GRAVINA, 2010). Por isso, deve-se evitar colocar em fungéo os implantes com este
tipo de tratamento de superficie quando utilizados para reabilitacbes em osso de

baixa densidade ou quando a estabilidade primaria foi inadequada.

Apesar dos mecanismos que envolvem a interagcdo das células com a
superficie do implante ndo serem totalmente explicados, existem evidéncias que as
caracteristicas nanométricas influenciam na energia de superficie e, portanto, na
interacdo superficie/proteinas. Os resultados obitidos no presente trabalho
corroboram com os disponivel na literatura (COELHO & LEMON, 2009).

Por existir uma lacuna na literatura sobre a influéncia da nanoestrutura, bem
como 0Ss mecanismos envolvidos na osseointegracdo dos implantes com estas
caracteristicas, s&80 necessarios novos estudos para determinar a melhor
combinacdo das caracteristicas da superficie em escala macro, micro e
nanomeétrica. Alguns tipos de resposta 0ssea ainda precisam ser esclarecidas, e
novas modificacbes de rugosidade, com diferentes técnicas, podem acelerar a

aposicao 0ssea para os implantes.
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6 CONCLUSAO

Com base no desenvolvimento e andlise realizada entre superficies com

tratamento de duplo ataque acido (Porous), duplo ataque acido mais flor (Porous

Nano

F) e duplo ataque acido mais céalcio e magnésio (Porous Nano CaMg) é

possivel concluir que:

a)

Foram desenvolvidas superficies de implante através da eletrodeposi¢do de
ions de Ca e Mg. Esta apresentou caracteristicas silmilares nas analises de
DRX, rugosidade e molhabilidade. A superficie com Ca e Mg (Porous Nano
CaMg) apresentou caracterisitcas morfologicas distintas das outras
superficies analisadas. Sua principal modificacdo foi o arredondamento das

arestas dos microporos.

b) A adicdo em escala nanométrica de fldor (Porous Nano F) na superficie do

implante tratado com acido apresentou maior resisténcia a remocéao das tibias
dos coelhos, principalmente 2 semanas ap0s a cirurgia. Ja a adicdo de Ca e
Mg ndo melhorou a osseointegracao em relacdo a superficie Porous e Porous
Nano F. Fato este demonstrado pelos resultados de torque de remocao e pela

andlise histologica.

c) As superficies das amostras dos trés grupos (ataque acido — Porous, Porous

Nano - flor e Porous + CaMg) avaliadas apresentam rugosidade superficial
(Ra, Rg, Rz e Rmax) semelhantes. Entretanto, a deposicdo de Ca e Mg
aumentou a molhabilidade da superficie em relagdo as amostras Porous e

Porous Nano.

d) As analises histolégicas confirmam os achados do torque de remocdo 0s

qguais apontam uma interacdo celular superior no grupo Porous Nano F em
realacdo aos de mais (principalmente nas 2 primeiras semanas) e uma pior
for,acdo de tecido 6sseo ao final do periodos de 8 semanas de analise
apresentada pelo grupo Porous Nano CaMg.

Diante do exposto, novos trabalhos devem ser realizados para determinar a
influéncia dos diferentes parametros para melhor elucidar tais

guestionamentos.
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APENDICE 8.1: DADOS COMPLETOS DA ANALISE DE RUGOSIDADE

AMOSTRA - Ra POROUS POROUS F POROUS MGCA
1 1,583 1,586 1,552
2 1,605 1,559 1,538
3 1,681 1,508 1,575
4 1,547 1,525 1,555
5 1,621 1,537 1,509
6 1,551 1,53 1,531
7 1,612 1,528 1,521
8 1,641 1,509 1,589
9 1,614 1,514 1,578
10 1,573 1,553 1,529
média 1,6028 1,5349 1,5477
desv pad 0,041092849 0,024776557 0,026612654

2 8,669 9,644 9,601
3 10,011 8,718 9,289
4 9,383 8,673 8,998
5 9,244 8,929 9,652
6 8,833 8,851 9,251
7 9,831 8,596 9,213
8 9,866 9,393 9,488
9 9,114 9,202 10,089
10 9,375 9,301 8,781
média 9,406 9,0586 9,3923
desv pad 0,453422785 0,352924669 0,369076039

78



AMOSTRA - Rq POROUS POROUS F POROUS CaMg

1 1,923 1,915 1,886
2 1,921 1,908 1,874
3 2,041 1,832 1,902
4 1,908 1,833 1,896
5 1,947 1,855 1,859
6 1,862 1,843 1,855
7 1,978 1,835 1,841
8 1,984 1,842 1,922
9 1,958 1,861 1,927
10 1,924 1,899 1,839

média 1,9446 1,8623 1,8801

desvpad 0,049166836 0,032615777 0,031715576

AMOSTRA - Rzmax POROUS POROUS F POROUS CaMg

1 11,679 11,26 11,139
2 9,389 11,717 11,327
3 11,203 11,154 11,196
4 10,83 9,842 11,257
5 11,792 9,94 11,862
6 10,726 9,95 11,458
7 12,097 9,837 11,589
8 11,882 12,034 11,641
9 10,221 12,333 11,351
10 10,352 11,424 11,554

média 11,0171 10,9491 11,4374

desvpad 0,871395107 0,973250619 0,225648301
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APENDICE 8.2: DADOS COMPLETOS DA ANALISE DE TORQUE DE INSERCAO

COELHO POROUS POROUS F POROUS CaMg  SEMANAS
1 10,2 10,2 11 2
2 10 10,6 10,5 2
3 11 10 9,8 2
4 10,3 10,4 9,2 4
5 10,1 10,1 9,8 4
6 10,3 10,5 12,7 4
7 10 10,1 7,8 8
8 10 10 9,8 8
9 10,3 10,1 10 8
8.1 DADOS COMPLETOS DA ANALISE DE TORQUE DE REI\/IOQAO
COELHO POROUS POROUS F POROUS CaMg SEMANAS
1 6,8 12,7 5,3 2
2 4,6 12,1 5,2 2
3 8,3 12,2 5,8 2
4 16 17,3 5,6 4
5 13,9 12,3 5,9 4
6 17 17,9 5,7 4
7 16,7 15,3 9,6 8
8 18,4 23,1 12 8
9 15,8 15,4 10,9 8
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ANEXO 9.1: FICHA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA ANIMAL
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A comissio de Stea ne Uso de Animais e nstitute Vil Brasl - OFUa VITal

TRART corlilivn gue v prajeto sub s conrdzemzin, Totitnlado *Avaliacho histoldgica

da proliferaviie v dilferenviacio eclular de dois tipes de tratamento de superficies
de nuind fmplantes instalados em s de ooelhios™ onde & provises o utilizagdo de (2
coeThis, lod wprovacda por st comissio no o din RO, g0l o 0 de proleenla

002200, wende validade até 120

Adanclasamente,

i L-rf(
| V\_F.’-;;ng
Claudia .\"ldllllnﬁﬁﬂ

Cooedenador «:‘:ﬂq"m MRAZI

.
a
INITEE
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