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RESUMO

As pesquisas realizadas com implantes procuram melhorar a qualidade
dos produtos com o objetivo de reduzir o tempo de espera apds a cirurgia para
submeter os implantes as cargas mastigatorias com seguranga. Para atender
esta expectativa deve-se considerar que o organismo tem um tempo minimo
para realizar as reagdes que levam a osseointegracdo. O presente estudo foi
realizado com o objetivo de caracterizar a camada de 6xido de titanio existente
em implantes comerciais anodizados (Vulcano Actives® ) e tratado com &cido
(Master Porous®) e comparar com o implante nao comercial com deposicao de
ions na superficie (Porous Nano®). O estudo consistiu em alterar as
morfologias da superficie dos implantes de titdnio para acelerar o processo de
osseointegracao. Foram feitas analises “in vitro” das superficies (rugosidade,
composicao quimica, molhabilidade) e “in vivo” (medida indireta da
osseointegracao). Os implantes foram inseridos em tibias de coelhos que foram
sacrificados 90 dias apds implantacdo. A composi¢cdo do filme passivo foi
analisada por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS),
espectroscopia RAMAM, microscopia eletronica e difracdo de raios X. Os
resultados mostraram que nas superficies dos implantes tratados por
anodizagdo ha predominio do 6xido de titanio do tipo anatase. As demais
superficies apresentam filmes de 6xido com pequena espessura dificultando a
caracterizacdo e identificacdo da forma alotrépica do 6xido de titanio. Os
resultados dos ensaios mostraram que quanto maior o valor da rugosidade,
maior o angulo de contato e maior o torque de remogéao da tibia de coelhos. Os
resultados mostram que é possivel reduzir o tempo de ativagao do implante
com seguranga, sendo possivel obter uma interface osso-implante com
resisténcia mecanica adequada para suportar as forgcas orais em situacdes
clinicas criticas, como 0sso de baixa qualidade. A incubacio de neutréfilos nas
diferentes superficies mostrou que em tempos curtos de interagédo (15 minutos)
nao foi possivel identificar qual efeito € mais importante, a morfologia da

superficie ou a composicdo quimica, enquanto em tempos maiores (60
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minutos) a composi¢cao quimica apresentou um efeito positivo na interacéo
celular. A espectrofotometria revelou que a adsorg¢ao da fibronectina (FN) nas
superficies Porous e dopada com Na e F apresentam comportamento
semelhante (80%). Os indices de associagdo de células osteoblasticas nas
amostras com e sem FN e os valores de radioatividade das amostras sugerem
que a incorporagdo de FN é determinante na citocompatibilidade das
superficies. O recobrimento da superficie de titdnio com FN mostrou ser uma
6tima opcao de tratamento dos implantes dentarios para otimizar e acelerar o

processo de osseointegracao.
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IN VITRO AND IN VIVO STUDY OF THE OSSEOINTEGRATION OF
TITANIUM IMPLANT WITH BIOMIMETICS SURFACES

ABSTRACT

The researchrs conducted with implants are seek to improve the quality
of products in order to reduce the waiting time after the surgery to undergo
implants on chewing loads safely. To meet this expectation it must be
considered that the body has a minimum time to perform the reactions that lead
to osseous integration. This study was conducted to characterize the existing
titanium oxide layer in commercial implants anodized (Vulcano Actives ®) and
treated with acid (Master Porous ®) and compare with a non-commercial
implant with ion deposition on the surface (Porous Nano ®). The study
consisted of changing the surface morphologies of titanium implants to
accelerate the process of osseous integration. In vitro analyses of surfaces
were performed, as well as, (roughness, chemical composition, wettability) "in
vivo" (indirect measure of osseointegration). The implants were inserted in
rabbit’s tibia and the rabbits were sacrificed 90 days after implantation. The
composition of the passive film was analyzed by x-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), RAMAM spectroscopy, electron microscopy and x-ray
diffraction. The results showed that implants treated by anodizing there is
predominance of anatase type of titanium oxide on the surface. The others
surfaces of implants have very thin oxide and the characterization techniques
available have not been able to identify the allotropic form of titanium oxide. The
results of the tests showed that the higher value of roughness, the greater
contact angle and removal torque of implants was reached at anodized surface
implants. Surface treatments show that it is possible to reduce the time of
activation of the implant with security, you can get a bone-implant interface with
mechanical strength appropriate to support the oral critical forces in clinical
situations, such as bone of low quality. Incubation of neutrophils in the different
areas showed that in short time of interaction surface morphology is the most

important feature, while at longer time chemical composition has a positive
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effect on cellular interaction. Spectrophotometry revealed that the adsorption of
fibronectin (FN) in Porous surfaces and those Doped with Na and F is similar
(80%). The association indexes of osteoblastics cells in the samples with and
without FN and the values of radioactivity of samples suggest that the
incorporation of FN is conclusive citocompatibility of surfaces. The surface
coating of titanium with FN proved to be a great option for the treatment of

dental implants to optimize and accelerate the process of osseointegration.



PUBLICACOES

[1] BUSQUIM T.P.; KURI S.E.; ELIAS C.N.; LIMA JH.C.; MULLER C.A.
Caracterizagao dos oxidos de titdnio das superficies de implantes dentarios com
diferentes tratamentos. Revista ImplantNews, Vol 9, n. 1, p. 49-54, 2012.

[2] ELIAS C.N.; GRAVINA P.A; BUSQUIM T.P.; KURI S.E.; SILVA F.C.
Biomimetizacao da superficie de implantes dentarios. Revista ImplantNews,:vol 8,
p. 47-55, 2011.

[3] BUSQUIM T.P.; ROVERE C.A.D.; KURI S.E. Avaliacdo da resisténcia a
corrosdo de acgos inoxidaveis utilizados na fabricagdo de instrumentais cirurgicos.
19° Congresso CBECIMat 2010, Campos do Jordao — SP, 21 — 25 Nov.

[4] HIGA S.M.; ROVERE C.A.D.; BUSQUIM T.P.; KURI S.E. Avaliagdo comparativa
da corrosao localizada de agos inoxidaveis através de medidas eletroquimicas em
altos potenciais. 19° Congresso CBECIMat 2010, Campos do Jordao — SP, 21 —
25 Nov.

[5] BUSQUIM T.P.; ROVERE C.A.D.; KURI S.E. The effect of passivation on the
localized corrosion resistance of laser engraved stainless steel. SBPMat
Congress. 2010; Ouro Preto — MG, 24 — 28 Ouit.

[6] BUSQUIM T.P.; ELIAS C.N.; KURI S.E. Surface Characterization of Titanium
Oxide of Dental Implants. 11nd International Conference on Advanced
Materials VIl Encontro SBPMat - ICAM. Rio de Janeiro. 20-25 de Set. 2009.

[71 BUSQUIM T.P.; ELIAS C.N.; KURI S.E.; MEIRELLES L. Surface
characterization of micro arc oxidized dental implants. 22nd European
Conference of Biomaterials 2009. Lausanne, Switzerland. 7-11 de Set. 2009.

[8] BUSQUIM T.P.; ELIAS C.N.; MAY J.E.; KURI S.E.; NASCENTE P.A.P. Titanium
Oxide Layer on the Surface of Anodized Dental Implants. Materials & Processes
for Medical Devices Conference 2009. Minneapolis, MN — USA. J. Gilbert, Ed., p.
60-65, 10-12 de Ago. 2009.

[9] ELIAS C.N.; BUSQUIM T.P.; LIMA J.H.C.; MULLER C.A. Caracterizagdo e
Torque de Remocgao de Implantes Dentarios com Superficie Bioativa. Revista
Brasileira de Odontologia. Rio de Janeiro, V.65, n. 2, p. 273-279. Jul/Dez 2008.

[10] MAY J.E.; BUSQUIM T.P.; KURI S.E.; NASCENTE P.A.P; ELIAS C.N.
Caracterizagdo do Oxido de Titanio Formado nas Superficies Vulcano Activese e
Tiunitee. Revista Brasileira de Implantodontia. Pag 6-10, Out-Dez — 2007.






Xi

SUMARIO

Pag
BANCA EXAMINADORAL. ... .ottt e e e e e e e e aaaaeeeans i
AGRADECIMENTOS ...ttt a e ii
RESUMO ... ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e s e e eeeaaeeeeaanns v
ABSTRACT ettt e e e e e e s et r e e e e e e e e e e e nnarraeraaaaeeeaaanns vii
PUBLICAGOES. ...ttt iX
SUMARIO ...ttt ettt e, Xi
INDICE DE TABELAS ...ttt ettt eteeeeeans Xiii
INDICE DE FIGURAS ...ttt XV
SIMBOLOS E ABREVIACOES ......oovieoeieeeee oot XiX
T INTRODUGAO ...ttt eae s 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o, 3
2.1 Titanio e Suas Propriedades ..........ccoooreiiiiiiiiiii e 3
2.2 A Superficie dos Implantes de Titanio............ccooeieiiiiiiiiiii e 7
2.2.1 Tratamentos de Superficie, Rugosidade e Molhabilidade...................... 7
2.2.2 Formacao do teCidO OSSEO........cuuuieiiiiiiieeeeie e 37
2.2.3 Caracteristica ToOpOgrafiCa..........cccooviiiiiiiiiiii e 43
2.3  Caracteristica Fisico-Quimico da Agua...........c..cccoeeeevecreeeeeeeeenn, 50
3MATERIAL E METODOS ...ttt 57
I Tt B B 1Yo g o= To J €= - | RPN 57
3.2 Preparacao das AMOSIIas........cooiiiiiiiiiiiiiie e 58
3.3 Caracterizagdo MorfolOgiCa............cooevviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 60
K [ Y/ (o SRRSO 61
3.4.1 Ensaio de Rugosidade.............uiiiiiiiiiiiiiicee e 61
3.4.2 Ensaio de Molhabilidade...............ccoooiiiiiiii 62
3.5 TIN VIVO ..o aaaean 63
3.5.1  CONSIAEragies ELCAS ........cvoviveeeeeiee e, 63
3.5.2  ANIMAIS ..eiiiiei e a e e r e 64

TR T O 14 U1 (o ] = PSR 65



Xii

3.5.4 Ensaio de RemogGao por TOrQUE.........cuuiiiiiiiiiee et 67
3.6 Preparacdo dos Neutrofilos ........oooei i 69
3.6.1 Separacao dos Neutréfilos em Gradiente de Percoll........................... 69
3.6.2 Incubacao dos Neutrdfilos nas Diferentes Superficies......................... 71
3.7 Preparagao da Fibronectina ...........cccooviii i, 71
3.7.1  Incorporacgdo de Fibronectina............ooooiiiiiiiii i 72
3.7.2 Cultura de OsteoblastOS ..........ccoviiiiiiiiiiiicce e 72
3.7.3 Interacao das Células com as Amostras Recobertas por FN............... 73
3.7.4 Radioatividade das Superficies com Osteoblastos .............cccccceunn. 73
4 RESULTADOS E DISCUSSOES ..., 75
4.1 Preparagdo das AMOSEIas .......ccooeiiiiiiiiiie e 75
4.2 Caracterizagdo MorfolOgiCa .........ccuvveiiiiiiieieeeece e 77
4.3 Ensaio de RugoSidade...........ccouuiiiiiiiiiiieieee e 98
4.4 Ensaio de Molhabilidade............coooeiiiiiiiiiee e 100
4.5 Ensaio de RemMOGAO POr TOMQUE .......cuuuuiiieeeeeeeeeeiiiiee e e et 101
4.51 Incubacao dos Neutrofilos nas Diferentes Superficies...................... 102
4.5.2 Interagao das Células com as Amostras Recobertas por FN............ 105
5 CONCLUSOES ...ttt 109
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........cooeoiieeeeeeee e 111

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooveviiiiicieieeeeeee e 113



xiii

INDICE DE TABELAS

Pag.

Tabela 2.1 Composi¢cao quimica da superficie de Ti cp, Ti6Al4V, e Ti50Ni
imersos em solugao contendo Ca, P e O. O “*” significa a composi¢éo quimica
da superficie imediatamente antes da imersao [3].........cccccceeeieeiieiiiieiicieeee e, 6
Tabela 2.2 Caracteristicas de diferentes superficies de implantes comerciais
quanto a rugosidade [31]. oo 18
Tabela 2.3 Fabricantes de implantes x Tratamento de superficie e nomes
(oTo] 11T o = TE T £ 1C R 31
Tabela 2.4 Valor médio e desvio padrdo do angulo de contato de liquidos com
p] o] =T a1 (=T £ 15 ) APPSR 32
Tabela 3.1 Grupos com os tratamentos superficiais, os tempos de cicatrizacao,

as quantidades de amostras e o0 ensaio realizado. ...............cccoeveeieiiiiieeeeenn. 60
Tabela 3.2 Gradientes de Percoll [95]........oooueeiiiiiieece e 69
Tabela 4.1 Percentual e energia determinada por XPS dos componentes
presentes na superficie dos implantes Vulcano Actives®..............cccccceeenunnn.... 89
Tabela 4.2 Picos caracteristicos de espectroscopia RAMAN para fase rutilo e
ANALASE [A5]. i 98
Tabela 4.3 Parametros de rugosidade medidos (um) nas superficies tratadas.
......................................................................................................................... 99

Tabela 4.4 Valores médios e desvios padrbes dos angulos de contato das
superficies em dois meios, agua destilada e soro fisiol0gico. .................uueeee 100
Tabela 4.5 Valores médios e desvios padrdes dos torques de remogao (N.cm)
AOS IMPIANTES. ..o e 101
Tabela 4.6 Associacdo de células as superficies Porous, Porous com FN,
Dopadacom Nae F, DopadacomNaeFeFN. ......cccccoooiiiiiiiiiiece, 106



Xiv



XV

INDICE DE FIGURAS

Pag.

Figura 2.1 Camada de oxido de titanio em fungdo do tempo de exposigdo ao
gL o I= o a1 o 1= o) (= TN I ] U 4
Figura 2.2 Representacdo esquematica da composi¢cdo da camada de éxido de
uma superficie de titanio PUro [1]. ..oeeeeereiiii e 5
Figura 2.3 Influéncia da topografia da superficie no comportamento das células
(2] o 10
Figura 2.4 Diminuicdo da estabilidade primaria e aumento da estabilidade
secundaria o que resulta num diminuicdo da estabilidade total entre a semana
2 €496 - AdAptado]......ooeeeeeeeieeie e 12
Figura 2.5 Estabilidade secundaria precoce (entre 2 e 4 semanas) em fung¢ao
do tempo para implante com tratamento de superficie [96 - Adaptado]........... 13
Figura 2.6 Esbogo representando os parametros da rugosidade Ra, Rv, Rz e
R 28] i 16
Figura 2.7 Perfil da superficie oxidada do titanio imersa em eletrolitos. (A)
interface metal-6xido. (B-C) camada defeituosa de elétrons. (C) interface éxido-
eletrdlito. (D) linha da distribuicdo do gradiente de concentragédo. (D-E)
concentragao excessiva de anions. Legendas: (m) metal, (c) cations [36]. ..... 21
Figura 2.8 Superficies caracteristicas de implantes de titanio. (A) Usinado. (B)
Plasma Spray. (C) tratado com laser. (D) jateado com 6xido de titénio e ataque
acido. (E) duplo ataque acido (Master Porous®). (F) anodizado (Vulcano
ACHIVES®). .. 26
Figura 2.9 Superficie jateada e tratada com fluor antes da imersdo na solugao
de SBF. A direita, ap6s @ imers@o em SBF [2].......coooviieioeeeeeeeeeeeee e, 27
Figura 2.10 Método estatico de avaliagdo da molhabilidade da superficie dos
MALEIIAIS [D6]...eeereeiiie e e et e e e e e e e e e e e e e e enenne 33
Figura 2.11 Valores da porcentagem de contato osso/implante em fungéo do
tempo de implantacdo dos implantes com superficie tratada com base (B) e
superficie apenas usinada (M) [B4]. .....coovvieiiiiiiiiee e 36
Figura 2.12 Modelos atébmicos espaciais das moléculas de agua e dos radicais
hidroxilicos na superficie do titanio [1]. ....ccooveeiriiiieii e, 40



XVi

Figura 2.13 Avaliagdo por MEV da superficie dos implantes. (a) superficie
jateada com TiO2. (b) superficie jateada com TiO2 e atacada com HF,
mostrando particulas com dimensao de 50 — 200 nm [76]........ccccceeeevvirnneeeennn. 46
Figura 2.14 Medidas de PCR em tempo real dos niveis de mRNA de células
aderidas na superficie de discos de titanio. Expressdo de RUNX-2 mRNA
incubada de 1 — 14 dias. O maior nivel de RUNX-2 mRNA foi observado para a
superficie TIO2/HF em todos os periodos avaliados [76]. .........cccceevvveeeeeeennnn... 47
Figura 2.15 Medidas de PCR em tempo real dos niveis de mRNA de células
aderidas na superficie de discos de titAnio. Expressdo de Osterix mRNA
incubada de 1 — 14 dias. O maior nivel de Osterix mMRNA foi observado para a

superficie TIO2/HF em todos os periodos avaliados [76]. .........ccccevvvveeeeeeennnn... 48
Figura 2.16 Ligagao de hidrogénio (linhas interrompidas) entre moléculas de
agua e aformagao de rede [84]......ccooeiiiiiiiiiii e 52

Figura 3.1 Desenho técnico dos implantes com 3,3 mm de didmetro por 7,0 mm
de comprimento total, comprimento da area ativa do implante com 5,15 mm.. 58
Figura 3.2 Disco de Titdnio ASTM Grau 4. .........oovveiiiieiieeeeeeeeee e 59
Figura 3.3 Ra calculado dentro do comprimento total medigao (Im)................. 62
Figura 3.4 Imagem mostrando uma gota usada na para determinar o angulo de
contato entre o liquido e a superficie do disco de titanio..............cccovveeeeeeennnn... 63
Figura 3.5 Compartimento com filtragem de ar, controle de temperatura e de
iluminagdo, com capacidade para seis gaiolas individuais (a). Gaiola em
detalhe, com agua, ragado € maravalha (b). ........ccooovmmiiiiii e, 64
Figura 3.6 Osso da tibia exposto para insergdo do implante (a); Perfuragbes
Osseas ja executadas (b); Implantes ja instalados (c); Sutura executada (d)... 66
Figura 3.7 Tibias dissecadas (a), implantes expostos (b). ......ccceeveeeeivviiiinnnnnn. 67
Figura 3.8 Maquina de ensaios EMIC — Equipamentos — Brasil (a). Aparato
utilizado nos ensaios de remocgéao por torque dos implantes inseridos na tibia

dOS COEINOS (D). .eeviiii i e e 68
Figura 3.9 Inicio da separagao, apds primeira centrifugagdo. Observar “halo”,
onde ha concentragao de neutrdfilos (Seta) [95 - Adaptado]. .........cceeeeeeeees 70

Figura 4.1 Implantes osseointegraveis com diferentes tratamentos de superficie
(a) Porous®, (b) Vulcano Actives® e (c) Deposicao Nanométrica. .................. 75
Figura 4.2 Implante estéril com tratamento Porous® - Conexdo Sistema de
Préteses na embalagem blister. ..........coooiiiiiiii 75
Figura 4.3 Embalagem do implante com suporte especifico para o tubo que
contém o produto e monta implante. ...........ccccoeeiiiiiiiiii 76
Figura 4.4 Discos de titanio tratados superficialmente. .................ccceviiiiinnnnnnn. 76



XVii

Figura 4.5 Micrografias eletrbnicas de varredura da superficie Porous®......... 77
Figura 4.6 Micrografias eletrbnicas de varredura da superficie Vulcano
ACHIVES®. ... s 78
Figura 4.7 Micrografias eletrbnicas de varredura da superficie com deposi¢cao
de nanoparticulas (Na/F). ... 80
Figura 4.8 Espectro de EDS de implantes tratados com ataque acido —
Porous® (a), anodizados - Vulcano Actives® (b) e dopados com
NANOPAMTICUIAS (C). iieeeiieiiiice et e e e e e e e e e e e e e e eeennnnes 83

Figura 4.9 Espectro de alta resolugao de XPS mostrando o pico duplo do Ti 2p
em 459eV e 464eV para o implante Porous® indicando que a camada de 6xido
formada na superficie do implante € composto por TiO2...........ccoovveeieiiinnnnn... 88
Figura 4.10 Espectro completo de XPS para uma ampla faixa de energias da
superficie VUICano ACHIVES®. .........coooeiiiiiiiiiiiee e 89
Figura 4.11 Espectro de alta resolugao de XPS mostrando o pico duplo do Ti 2p
em 459eV e 464eV para o implante Vulcano Actives® indicando que a camada
de o6xido formada na superficie do implante anodizado € composto por TiO2. 90
Figura 4.12 Espectro de alta resolugdo de XPS mostrando o pico referente ao
elemento Ca 2p em 348 eV e 351 eV contido na superficie do implante Vulcano
ACLVES®. ...ttt e e e aaas 91
Figura 4.13 Espectro de alta resolugdo de XPS mostrando o pico referente ao
elemento P 2p em 133,7 eV contido na superficie do implante Vulcano
ACLVES®. ...ttt e e e e e aaaaes 91
Figura 4.14 Espectro de alta resolugao de XPS mostrando o pico duplo do Ti 2p
em 459eV e 464eV para o implante dopado com nanoparticulas de Na e F
indicando que a camada de Oxido formada na superficie do implante é

COMPOSEA POF TIOZ....coeeeeeeee et e e 92
Figura 4.15 Espectro de difracdo de raios X da superficie Porous®. [93-
Yo =T o] = Lo (o] FAr PSP 93
Figura 4.16 Difratograma de raios X da superficie Vulcano Actives® Conexao
Sistemas de Protese ( titdnio; anatase; rutilo).........eeeiiiiiiiiiiiiiiienn, 94
Figura 4.17 Espectro de difragdo de raios X da superficie dopada com
nanoparticulas de Na e F [93-Adaptado]. .......ccvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 95
Figura 4.18 Espectro RAMAN mostrando bandas caracteristicas da fase
anatase na superficie do implante Vulcano Actives®. ............cccceeeevevvniieeennnnnn. 97

Figura 4.19 Micrografias eletrénicas da superficie Porous® (a), dopada com
nanoparticulas de Na e F (b) e Vulcano Actives® (c) apds 15 minutos de
incubacao em solugao contendo Neutrofilos. .......oooovvvveiiiiiiiiic 103



XViii

Figura 4.20 Micrografias eletrénicas da superficie Porous® (a), dopada com
nanoparticulas de Na e F (b) e Vulcano Actives® (c) apdés 60 minutos de
incubagao em solugao contendo Neutrofilos. .......ooovvvveeiiiiiiiiiiiii 104
Figura 4.21 Radioatividade associada as superficies Porous, Porous com FN,
Dopado com Na e F, Dopado com Na e F com FN, num intervalo de tempo de
0L g0 ] = 1P PRPPPTTRUTIN 108



XiX

SIMBOLOS E ABREVIACOES

ASTM — American Society for Testing and Materials

DRX - Difracao de raios x

EDS - Espectroscopia por Energia Dispersiva

HA — Hidroxiapatita

IME — Instituto Militar de Engenharia

kV — kilo Volts

MEV — Microscopio Eletrénico de Varredura

mA — Milidmpere

mA/cm® -  Densidade de corrente elétrica

um — Micrémetro (107°)

nm — Nandmetro (10°)

N - Newton

Ncm — Medida de Torque

PGE; — Prostagladina E;

pH — Potencial Hidrogeniénico

SBF — Simulated Body Fluid — Solugéo de plasma sanguineo simulado
Ticp— Titanio comercialmente puro

TiO, - Didxido de titanio

TGF- 1 Fatores Transformantes de Crescimento

XPS - Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
FN — Fibronectina

Fibrina — Proteina esbranquigada, insoluvel, que constitui a parte essencial

do coagulo sanguineo.

Neutréfilos Sao as primeiras células do sistema imunolégico que chegam ao
local inflamado.

Ad libitum  E uma expresséo latina que significa "a vontade",

Maravalha sao aparas de madeira, maior que a serragem, produzidas por

raspadores e/ou outras ferramentas de trabalhar madeiras


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latim

XX



1 INTRODUCAO

A implantodontia tem interesse em reduzir o tempo de espera apos a
cirurgia para submeter os implantes as cargas mastigatérias com segurancga.
Para atender esta expectativa deve-se considerar que o organismo tem um
tempo minimo para realizar as reagdes que levam a osseointegragdo. A
estratégia consiste em alterar a biocompatibilidade das superficies dos
implantes de titdnio, modificar a técnica cirurgica e selecionar a forma (design)
adequada do implante para a situagao existente.

Ainda, na tentativa de aumentar o indice de sucesso dos implantes, tem-
se adotado o controle da rugosidade da superficie com o objetivo de selecionar
o tipo de célula que ira interagir com o implante. Sabe-se que as células
osteoblasticas aderem mais rapidamente em superficies rugosas de titanio
onde ha proliferacdo mais acentuada da sintese da matriz extracelular, do que
em superficies lisas. A nanotecnologia oferece a engenheiros e profissionais da
area de biologia e saude novos meios para entender e otimizar funcdes e
respostas especificas de células. Mesmo assim, apesar dos avangos da
implantodontia, a explicacdo da influencia da superficie dos implantes na
osseointegracdo permanece incompleta. As novas superficies melhoram os
resultados das aplicagdes clinicas em casos com baixa qualidade e quantidade
de osso. No entanto, ainda existem perdas inexplicaveis de implantes.

Dentre as varias propriedades fisicas e quimicas que conferem a
biocompatibilidade ao titanio, as propriedades da camada de Oxido da
superficie, se destacam como das mais relevantes [1].

Nesse contexto o presente trabalho tem como objetivo principal
introduzir modificagbes quimicas, topograficas e cristalograficas na superficie
dos implantes dentais de titanio através da deposicdo discreta de ions em
escala nanométrica e avaliar a influéncia destas modificacbes na resisténcia da
interface osso/implante (osseointegragao) com o intuito de diminuir o tempo
para aplicagdo de cargas mastigatérias e comparar os resultados com

implantes comerciais disponiveis no mercado.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Titanio e Suas Propriedades

Estudos atuais buscam materiais apropriados para a substituicdo de
dentes perdidos, restabelecendo a estética, fonética e fungao, da melhor forma
possivel. Alguns materiais sdo citados em documentos, ao longo da histéria da
humanidade, como tentativas de exercer a fungcdo dos elementos dentarios,
entre eles a madeira, dentes de outros animais, marfim e pinos dos mais
diversos metais. O desenvolvimento da implantodontia, na tentativa de
solucionar os problemas existentes de rejeigédo, do tipo corpo estranhos, perda
do tecido 6sseo e infecgdes, passou a utilizar novos sistemas de implantes
fabricados de titanio.

O titdnio é um material metalico que possui propriedades de
biocompatibilidade, alta resisténcia a corros&do, baixo médulo de elasticidade
em relagdo a outros metais como o ago, e permite a osseointegragao.

A excelente resisténcia a corrosao do titanio e suas ligas esta associada
a presenca de um filme de 6xido superficial com grande estabilidade, denso,
continuo e altamente aderente. O titdnio € um metal altamente reativo com
extrema afinidade pelo oxigénio. Por isso os filmes de éxido da superficie se
formam espontaneamente e instantaneamente quando uma superficie metalica
de titdnio é exposta ao ar ou a uma atmosfera oxidante. A cinética desta reacao
de formacao do 6xido é extremamente elevada podendo chegar a ordem de
milisegundos .

Os implantes odontolégicos s&o produzidos a partir de barras de titanio
comercialmente puro. Apdés a usinagem e conformacdo do implante, sua
superficie podera ser tratada, ou o implante pode ser limpo e esterilizado, sem
passar por tratamentos.

A formacdo da camada de 6xido natural que ocorre na superficie dos
implantes ap6s a usinagem apresenta uma velocidade maior nos tempos

iniciais de exposigao da superficie com o ar, como mostra a Figura 2.1 [1].
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Figura 2.1 Camada de 6xido de titanio em fungcdo do tempo de exposigdo ao

meio ambiente. [1]

O oxido de titéanio nativo formado sobre implantes usinados apresenta
espessura entre 1,5 e 17 nm. Este filme fino formado é consequéncia da
integridade estrutural do 6xido e de sua estabilidade quimica dentro de uma
larga faixa de pH, composigéo de eletrdlitos e fluidos corporais [1,2]. O éxido se
comporta como isolante elétrico atuando como barreira de difusdo ibnica e
eletrbnica, e dessa forma, diminui a velocidade de oxidagdo. Quando esse filme
protetor & perdido por desgaste mecéanico, o o6xido é instantaneamente
recomposto com a presenga de atomos de oxigénio do meio.

O titdnio em meio oxidante pode formar os oxidos TiO, Ti,Ogs, Ti0,
Ti3Os, TisO2 e TiO,. Destes o 6xido mais importante e mais abundantemente
formado na superficie para osseointegracdo é o TiO,. O TiO, pode aparecer
em trés estruturas cristalinas: anatase, rutilo e broquita. A espessura da
camada de Oxido e tipo existente na superficie do implante depende das
condicbes de fabricagdo. Embora o 6xido de titanio apresente trés formas
alotropicas o 6xido formado naturalmente na superficie € amorfo.

A Figura 2.2 mostra esquematicamente o o6xido de titdnio formado na
superficie do titanio. E possivel observar no substrato metalico a presenca de

defeitos estruturais e atomos de oxigénio. A camada de éxido é composta de



cristais com diversas orientagcdes, contendo na superficie espécies quimicas
adsorvidas, assim como, contaminagbes compostos organicos e

hidrocarbonetos atmosféricos.
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Figura 2.2 Representagao esquematica da composigao da camada de Oxido de

uma superficie de titanio puro [1].

A elevada resisténcia a corrosdo da barreira de 6xido formado sobre o
substrato metalico, a estabilidade quimica, a forte unido com o substrato séo
aceitos como |justificativas para a biocompatibilidade do titdnio. Entretanto,
estas propriedades ndo sao suficientes para justificar a total biocompatibilidade
e as propriedades de osseointegragdo que o titdnio apresenta nas diversas
aplicagdes como biomaterial. Segundo Ellingsen, 2000 [2], devido a presencga
de oxigénio negativamente carregado, a superficie do 6xido é capaz de atrair e
fazer ligagdes quimicas com ions calcio (positivos) quando expostos aos fluidos
do meio ambiente bioldgico.

Na tentativa de explicar as reagcdes que ocorrem entre a superficie do
oxido e o meio biologico Hanawa, 1991 [3] mostrou que o titanio
comercialmente puro, Ti cp, € capaz de adsorver, quando imerso em uma

solucéo eletrolitica, ions calcio, fésforo e oxigénio como mostra a Tabela 2.1. E



possivel observar que com o passar do tempo esses ions sdo capazes de se
combinar e formar uma camada de fosfato de calcio com relacdao Ca/P
semelhante a de uma apatita biologica [3,4]. No mesmo estudo foi mostrado
que ligas de Ti-6Al-4V quando imersas na mesma solugéo e ao final de 30 dias
de imersao apresentavam reducio dos ions aluminio presentes inicialmente na
superficie, embora, surpreendentemente nao tivessem sido identificados ions
vanadio no inicio do teste. A espessura da camada de O6xido foi maior na
superficie do titdnio puro 7,9 nm enquanto nas superficies de titanio ligas
testadas foi de 6,9 nm (TiAlV) e 6,1 nm (TiNi), este aumento pode ser atribuido
a homogeneidade da superficie e consequentemente maior probabilidade de

acesso das moléculas sanguineas com o 6xido superficial.

Tabela 2.1 Composi¢cao quimica da superficie de Ti cp, Ti6Al4V, e Ti50Ni

1T 3

imersos em solugdo contendo Ca, P e O. O significa a

composi¢cao quimica da superficie imediatamente antes da imersao

[3].
Concentragéo relativa em % atémica
AMOSTRA Tempo Espessura de cada
de imersdo Ti Al V Ni O Ca P filme (nm)
0* 296 _ _ _ 70,4 0,0 0,0 4.0
1h 248 736 05 1.1 4.8
Ticp
1 dia 192 759 28 22 6,4
30dias 130 _ _ _ 778 57 35 7.9
0 271 40 00 _ 689 00 0,0 4,1
Ti6AlI4V 1dia 263 35 00 _ 70,8 02 1,2 52
30dias 22,8 11 00 _ 711 26 24 6,9
0 283 _ 49 668 00 0,0 55
Ti50Ni 1dia 28,7 35 67,0 03 05 55

30 dias 274 0,3 688 14 21 6,1




As ligas de Ti-50Ni no mesmo trabalho demonstraram, ao final de 30
dias de imersdao na mesma solugdo, reducdo de niquel na superficie, no
entanto, a adsorgdo de calcio e fésforo foi ainda menor causando maior
deficiéncia na proporcdo Ca/P comparada a relacado calcio/fésforo de uma
apatita biolégica que é de 1,63:1. Esta relagdo sé foi alcangada pela amostra
de titanio pura [3].

Os implantes dentais de titanio representam uma alternativa segura na
reabilitacdo oral de pacientes edéntulos, estando seu uso amplamente
consolidado na pratica clinica e fundamentado em uma vasta literatura
cientifica. Os estudos mais recentes sobre a osseointegracdo tém sido
direcionados no sentido de se obter altas taxas de sucesso clinico, sobretudo
em sitios 6sseos de menor densidade, e em abreviar o tempo necessario para
submeter os implantes a cargas funcionais [5]. Nesse contexto, a superficie do

titnio desempenha um papel fundamental.

2.2 A Superficie dos Implantes de Titanio

2.2.1 Tratamentos de Superficie, Rugosidade e Molhabilidade

O tratamento de superficie tem como objetivos: reduzir o tempo de
carregamento apos a cirurgia, acelerar o crescimento e a maturagdo 6ssea
para permitir o carregamento imediato, aumentar a estabilidade primaria,
garantir o sucesso dos implantes quando instalados em regides que
apresentam um o0sso com menores qualidade e quantidade, obter o
crescimento Osseo diretamente na superficie do implante, obter maior area
possivel de osseointegragao, obter contato osso-implante sem a interposi¢cao
de camadas protéicas amorfas, atrair células osteoblasticas, pré-osteoblasticas
e mesenquimais, atrair proteinas de ligacdo especificas para células
osteogénicas (fibronectina) e obter maior concentragdo possivel de proteinas
de ligacao celular.

Diversos estudos tém demonstrado que modificagdes na superficie do

titnio podem induzir diferentes tipos de interag&o celular na interface entre o



tecido 6sseo e o implante, resultando em um maior grau de aposi¢cao Ossea
[6,7,8,9 e 10]. Segundo estes autores, propriedades como hidrofilia, rugosidade
e carga i6nica de superficie parecem influenciar os processos iniciais da
osseointegracao, tais como a adsorgdo de proteinas, a interagdo bioquimica
entre a célula e a superficie do implante e a proliferagcao celular sobre o titanio.
Varios processos tém sido empregados com o objetivo de modificar estas
caracteristicas, tais como tratamentos por imersdo e solugdes acidas,
jateamentos, revestimento com fosfatos de calcio, filmes obtidos por técnicas
sol-gel, tratamentos alcalinos com condensacgao térmica, tratamentos térmicos,
oxidagao eletroquimica, deposi¢coes quimica e fisica por vapor, deposi¢des por
feixe ibnico e implantagdo de ions, cobertura com plasma spray, deposi¢ao de
fosfato de calcio e hidroxiapatita [11].

Com o advento da osseointegracdo que consiste, de acordo com
Branemark et al. 1977 [12], na unido anatdbmica e funcional direta entre a
superficie do implante e 0 osso remodelado passando o mesmo a incorporar,
permanentemente, o elemento sintético, € possivel a utilizacdo de implantes
osseointegraveis com um certo grau de previsibilidade e sucesso a longo
prazo.

Para a obtengcdo de uma perfeita integragdo entre metal e osso, devem
ser considerados varios fatores que podem levar ao insucesso da terapia,
dentre eles estdo a condigéo sistémica do paciente, o tabagismo, a qualidade
Ossea, a experiéncia do profissional, o trauma cirurgico, os procedimentos
cirurgicos inadequados, a utilizacdo inadequada de antibidticos no pré e no
pos-operatorio, a pressdo da protese durante a cicatrizagdo, a infeccao
bacteriana durante ou apds a cirurgia, o carregamento inicial impréprio, o
planejamento incorreto da protese, a sobrecarga oclusal e a atividade
parafuncional. Entretanto geralmente o trauma excessivo durante os
procedimentos cirurgicos, a capacidade de cicatrizagdo prejudicada, o
carregamento prematuro e a infeccdo bacteriana sdo os fatores mais
significantes [13,14,15].

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém buscado introduzir alteragcbes

fisico-quimicas no titanio, desenvolvendo novos métodos de tratamento de



superficie, com o objetivo de aumentar a bioatividade dos implantes com o
meio biolégico evitando as desvantagens clinicas dos recobrimentos de
hidroxiapatita, como descolamentos da interface recobrimento/implante
[16,17,18].

Os critérios de sucesso para implantes odontolégicos sao: imobilidade
clinica, capacidade em absorver e transferir carga para o osso adjacente
uniformemente, auséncia de sintomas clinicos, auséncia de danos as
estruturas vizinhas, radiolucidez peri-implantar estavel e perda minima da
altura da crista 6ssea [19].

Os autores LEE et al. 2005 [20] comentam que a area de contato entre
0sso e implante pode ser aumentada com tratamentos superficiais, melhorando
a estabilidade inicial, e o prognéstico em osso de baixa qualidade. A forma do
implante geralmente simula uma raiz dentéria, e este aspecto tem efeito na
biomecanica do implante. Implantes cbnicos parecem apresentar maior
dissipacao de tensao que implantes cilindricos. Roscas com formato de V tém
sido utilizadas para aumentar a superficie de contato e melhorar a estabilidade
inicial. Acredita-se que a geometria da rosca apresenta um efeito positivo na
biomecanica dos implantes. Alguns estudos mostram que o formato retangular
de rosca nao é favoravel na cirurgia de implante. Foi demonstrado que na
comparagao do efeito do tamanho e forma do implante, a forma tem mais
influéncia na distribuicdo de tensdao no osso circundante que o tamanho do
implante.

Os implantes de titdnio com superficies usinadas tém apresentado bons
resultados clinicos durante décadas. Entretanto, as industrias tém substituido a
producado destes implantes por implantes com superficies tratadas. O principal
motivo baseado em estudos experimentais € a possibilidade de aplicar carga
mastigatéria com tempos mais curtos. Os implantes com superficies
modificadas permitem reduzir o tempo de ativagao recomendado em relagéo os
implantes usinados devido a capacidade que estes implantes tém de promover
uma melhor estabilidade mecéanica através da maior area de contato
superficial; e a maior retencao da fibrina do coagulo sanguineo pelos picos das

rugosidades [21].
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Davies J., 2003 [21] mostrou esquematicamente como a rugosidade
superficial pode alterar o processo de migracao celular e consequentemente o
padrdo de cicatrizagdo inicial durante a osseointegracdo. A figura 2.3
representa da esquerda para a direita que o aumento gradativo e adequado da
rugosidade da superficie facilita o comportamento adequado das células. As
fibrinas do coagulo em formacao na ferida conseguem se manter aderidas a
superficie embora muitas vezes as células durante o seu movimento em
diregdo a superficie do implante possam produzir diferentes magnitudes de
forca de tragao sobre essas fibrinas. Isso pode muitas vezes fazer com que
haja o rompimento da ligacdo da fibrina com a superficie e com isso a

impossibilidade das células em alcancgar o implante.

Figura 2.3 Influéncia da topografia da superficie no comportamento das células
[21].

A melhor estabilidade mecanica apresentada pelos implantes com
superficies tratadas segundo a justificativa usada pela industria possibilitaria a
ativagdo precoce do implante, com maior seguranca durante as fases iniciais
do processo de cicatrizacdo 6ssea [22].

Mostrou-se que grande parcela dos implantes com superficie usinada e
sem tratamento € perdida nos periodos iniciais de cicatrizagdo. De todas as
falhas, 47% acontecem no periodo prévio a instalacdo das proteses e 70%
ocorrem durante o seu primeiro ano de uso [14].

Com base nos conceitos existentes na Ciéncia dos Materiais, € possivel

variar a estabilidade primaria e secundaria dos implantes enddsseos. A
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estabilidade primaria depende da forma e da morfologia superficial do implante.
A estabilidade secundaria depende principalmente das caracteristicas
superficiais do implante. Por meio de técnicas metalograficas € possivel
identificar as diferengas das superficies dos implantes comerciais. As
diferengcas podem ser quanto a rugosidade, composi¢cdo quimica, energia
superficial, potencial quimico, segregacdo de hidretos e nitretos, nivel de
encruamento, presenca de compostos metalicos e ndao metalicos e existéncia
de impurezas advindas da fabricagdo ou manuseio, tipo de 6xido de titanio,
estrutura cristalina do 6xido e espessura da camada de 6xido. Esta analise é
importante uma vez que as proteinas interagem com os 6xidos da superficie do
implante e a interagdo depende destes parametros.

Outro fator importante € como a qualidade do acabamento do implante
influencia o sucesso da cirurgia. Durante a fabricagdo dos implantes, as
propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e microestruturais do titdnio devem
ser consideradas. A composi¢cdo quimica e a espessura da camada de oxido
devem apresentar propriedades adequadas para facilitar a osseointegracéo,
pois do contrario, podem causar o insucesso da terapia. A presenca de
artefatos e tensdes residuais heterogéneas provenientes do processo de
usinagem e o tratamento inadequado da superficie dos implantes sdo também
prejudiciais para o éxito da osseointegracdo. Atualmente, existe um grande
esforco da comunidade cientifica, empresas e profissionais para se estabelecer
uma superficie ideal, que diminua o tempo da osseointegragao e que permita
menor numero de intervengdes cirurgicas otimizando o tratamento. A variedade
de técnicas e modificacbes de desenho tem sido propostos para melhorar a
estabilidade primaria em osso trabecular de baixa densidade.

O protocolo cirurgico para insergdo dos implantes osseointegraveis é
realizada em 2 tempos, com um intervalo entre a instalagdo do implante e a
ativacdo do mesmo de trés a seis meses, ou seja, as cargas funcionais s&o
aplicadas apdés um tempo de espera. Este procedimento € utilizado para
impedir a micromovimentagdo do implante, que pode levar a formacado de
tecido fibroso e impedir o contato direto osso-implante. Por muito tempo,

acreditou-se que uma carga prematura poderia por si mesma, induzir a
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formacao de tecido fibroso. Tal fendbmeno pode alterar a reacdo das células
pelo desprendimento da célula do material, ou pode levar a deformagao dos
osteoblastos fixados na superficie por tensao [23]. Esses autores sugeriram
que os valores de tolerancia para a micromovimentacdo deveriam estar entre
50 e 150 um.

No processo de osseointegracdao, dois fatores desempenham uma
importante fung&o: estabilidade primaria (estabilidade mecanica) e estabilidade
secundaria (estabilidade bioldgica). Estabilidade secundaria é o resultado do
processo biolégico de cura, e, portanto, ndo estdo sob o controle direto do
clinico. A Figura 2.4 mostra a estabilidade primaria e secundaria em fungao do
tempo, para um processo de osseointegracdo de um implante sem tratamento

de superficie.
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Figura 2.4 Diminuicdo da estabilidade primaria e aumento da estabilidade
secundaria o que resulta num diminuicdo da estabilidade total entre

a semana 2 e 4 [96 - Adaptado].

A estabilidade secundaria plena depende de varios fatores, o mais
significativo de todos é a velocidade do processo de osseointegragédo, que

pode ser aumentada com a modificacdo da superficie do implante. O objetivo
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no desenvolvimento dos tratamentos de superficie é alcancar estabilidade
secundaria mais cedo e com isso acelerar o processo de osseointegracdo. A
Figura 2.5 mostra a estabilidade secundaria de um implante em funcdo do

tempo de implantacdo com superficie modificada quimicamente.

Estabilidade Total

100=
X
— 75- —— . -
v Estabilidad Estabilidade
o SF'a' I-f a ) Secundaria
{U rimaria
.S
E 50 ---- Sem tratamento de
B superficie
9 —— Comtratamento
w de superficie
25=
0
| . . S N L

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (semanas)
Figura 2.5 Estabilidade secundaria precoce (entre 2 e 4 semanas) em fungao
do tempo para implante com tratamento de superficie [96 -
Adaptado].

Existe uma tendéncia na implantodontia em diminuir o tempo de
cicatrizagédo para aplicagdo de carga no implante diminuindo o desconforto do
paciente com a utilizacdo de proteses provisoérias, assim foi desenvolvida a
técnica de carga imediata. A boa estabilidade primaria € um pré-requisito
essencial para a utilizagdo dessa técnica. Entre os fatores que afetam a
estabilidade primaria, conseguida no momento da instalagdo dos implantes,
destacam-se a densidade 6ssea, a forma do implante, a técnica cirurgica, o
torque de instalacdo e a instrumentacdo. Modificacbes nas superficies do

implante tém sido realizadas para diminuir o tempo de osseointegracéo dos
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implantes. A influéncia do tipo de superficie do implante na estabilidade
primaria ainda nao esta bem estabelecida.

Os tratamentos superficiais sdo realizados com o objetivo de aumentar a
ligacdo quimica e mecanica entre o implante e osso. Uma superficie com
rugosidade ideal é a almejada para que ocorra a deposicdo de matriz e
crescimento do tecido 6sseo em intimo contato com o osso.

De acordo com Sul Y.T., 2002 [24], a cicatrizagdo ao redor do implante
usinado ocorre através de um processo de mineralizagdo gradual do 0sso ao
implante. As células em contato com a rosca permitem a mineralizacdo 6ssea,
mas o titanio ndo age como indutor [25]. O tempo de cicatrizacdo para
implantes odontolégicos sem tratamento superficial € maior do que os
implantes com tratamentos superficiais. Em superficies lisas, os processos
bioldégicos na interface osso/implante sdo mais lentos, e as propriedades da
camada de oOxido naturais levam mais tempo para ser afetada. Para minimizar
o tempo de mineralizagdo, tratamentos superficiais s&do realizados. Este
procedimento acelera os micromecanismos de adesao celular entre o implante
e 0 0sso. Para acelerar o micromecanismo de ligagao quimica do implante ao
0sso sao utilizados materiais bioativos, os quais facilitam a formagao de pontes
de calcio e fosforo. A espessura da camada de 6xido dos implantes de titanio
sofre pequeno aumento com o tempo e incorpora ions de Ca, P, S do meio
fisiologico [26].

O pesquisador canadense Davies J, 2003 [21] demonstrou que a
mudanca da rugosidade da superficie do implante aumenta a area ativa para a
osseointegracado e promove maior estabilidade na ligagdo mecénica das fibras
do coagulo sanguineo com a superficie do implante.

Existem varias maneiras de alterar a rugosidade de uma superficie de
implante, Guéhennec L.L. et al., 2006 [5] fizeram uma revisdo dos diferentes
métodos usados para aumentar a rugosidade da superficie e a aplicagdo de
recobrimentos osteocondutivos em implantes dentarios. Tal estudo se faz
relevante, uma vez que, a taxa de osseointegracdo dos implantes dentarios de
titAnio esta relacionada com sua composi¢cdo e rugosidade superficial. Os

implantes com superficie rugosa favoreceram a ancoragem Ossea e a
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estabilidade biomecéanica. Recobrimentos osteocondutivos de fosfato de calcio
propiciam a cicatrizagdo e promovem aposi¢ao e cicatrizacdo 6ssea, permitindo
uma rapida fixagédo biolégica dos implantes. Em seu trabalho, Guéhennec L.L.
[5] e colaboradores descreveram as morfologias de implantes submetidos a
tratamentos superficiais, tais como a plasma-spray de titanio, jateamento com
silica, ataque acido, revestimentos com fosfato de calcio e anodizagdo. A
maioria destas superficies esta disponivel comercialmente e apresentaram bom
prognéstico clinico (95% em 5 anos). Os autores revisaram as superficies
citadas e concluiram que a composi¢ao quimica da superficie e a topografia no
estagio inicial de osseointegracdo em implantes dentarios ainda nao sao
amplamente conhecidas. Além disso, estudos clinicos comparativos com
diferentes superficies do implante ndo sido tdo bem explorados.

Os trabalhos de pesquisas mostram que a rugosidade da superficie dos
implantes afeta a osseointegracao e a estabilidade mecéanica do implante [27].
Alguns mecanismos envolvidos na osseointegracdo do implante variam com a
morfologia da superficie, uma vez que as células reagem de modo diferente no
contato com superficies lisas e com superficies rugosas. Fibroblastos e células
epiteliais aderem com maior intensidade em superficies lisas e a capacidade de
proliferagcdo de osteoblastos e a sintese de colageno € maior em superficies
rugosas.

Podemos definir a rugosidade como o conjunto de pequenas saliéncias
(picos) e reentrancias (vales) existentes na superficie em relagédo a um plano
de referéncia ou plano imaginario. Para medir a rugosidade empregam-se
aparelhnos mecanicos ou eletrbnicos, a exemplo do rugosimetro, também
denominado perfilbmetro, o qual pode ser “de contato” ou com “feixe de laser”.
O emprego do rugosimetro de contato (mecanico) apresenta algumas
limitacbes, entre elas os valores das alturas dos picos e profundidades dos
vales ficam limitados & forma da ponta de medida do rugosimetro. E possivel
também avaliar a rugosidade por meio da microscopia de forga atbmica. No
entanto, esta ultima técnica fica limitada a determinacao de alguns parametros

em pequena regiao [27].
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O sinal da rugosidade apresenta altas frequéncias e pequenos
comprimentos de onda. As ondulacdes e demais erros de forma apresentam
sinais com baixas frequéncias e altos comprimentos de onda. Os rugosimetros
utilizam filtros que deixam passar os sinais de alta frequéncia e eliminam os
sinais de baixa frequéncia.

Os principais parametros de amplitude (pico-vale) para medir os desvios
verticais em relagao a superficie ideal sao listados abaixo e representados no

esbogo da Figura 2.6.

Ry

Comprimento de Amostragem

Figura 2.6 Esbogo representando os parametros da rugosidade Ra, Rv, Rz e
Rp [28].

® Ra: Rugosidade média (roughness average, center line average ou
arithmetical average). Média das amplitudes em relagédo a uma linha de
referéncia. Este pardmetro quantifica a média da distancia vertical entre
0s cinco maiores picos e cinco maiores vales. A ABNT recomenda o
parametro Ra para avaliagdo da rugosidade (em pm). Ra é um valor
médio, as vezes, nao indica o estado da superficie e é util quantificar

outros parametros de rugosidade.

® Rz: Rugosidade Média. E a média aritmética dos cinco valores da
rugosidade parcial Zi. A rugosidade parcial Zi é definida como a soma
dos valores absolutos das ordenadas dos pontos de maiores
afastamentos (acima e abaixo da linha média) existentes dentro de um
comprimento de amostragem. Graficamente, este valor representa a
altura entre os pontos maximo e minimo do perfil, dentro do

comprimento de amostragem.
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® Rmax: Rugosidade maxima. E o maior valor das rugosidades parciais Zi, que
se apresenta no percurso de medi¢gdo. Na Alemanha, a norma DIN
4762 indica um parametro semelhante ao Rmax para medicdo de
rugosidade superficial e é designado por Ry. Ry € a maxima distancia

entre o maior pico e o maior vale dentro do comprimento de avaliacio.

® Rp ou Zp: altura maxima do pico mais elevado da rugosidade, situado acima

da linha média.

® Rv ou Zv: profundidade do maior vale do perfil

Apesar da importancia da rugosidade da superficie dos implantes
dentais na osseointegracéo, ndo existem normas para quantificar a rugosidade
dos implantes. O procedimento adotado tem sido o emprego dos mesmos
parametros usados na engenharia. Além disto, os trabalhos disponiveis na
literatura analisam apenas alguns paréametros da rugosidade e inexiste uma
explicagdo conclusiva da influéncia de cada um destes parametros na
osseointegracao.

O aumento na altura dos picos das medidas de rugosidade
frequentemente, mas n&do sempre demonstra aumento no comprimento da
onda. No entanto, se a variagdo na altura da rugosidade ou no comprimento da
onda é mais importante para melhorar a incorporagao do implante pelo tecido
0sseo, em relacdo aos outros parametros de rugosidade, isto ainda é
desconhecido [28]. Hostner C.H., 2001 [29] concluiu que os parametros de
altura das rugosidades de uma superficie sdo mais importantes para uma forte
resposta O0ssea do que os pardmetros de onda. Superficies que possuem
estruturas iguais em todas as diregdes com respeito a tamanho e desvios
espaciais sdo denominadas isotropicas. Tratamentos que possibilitam produzir
essas superficies nas quais as irregularidades s&o aleatoriamente distribuidas
incluem os jateamentos abrasivos, espargimentos de plasma, ataques
quimicos e oxidagao anddica. Outros processos de produgao tais como a
usinagem produzem irregularidades com diferentes e preferenciais diregdes: as

chamadas superficies anisotropicas. Superficies isotrépicas obtém melhores
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reacdes Osseas e uma osseointegracdo mais resistente comparadas as
reacgdes produzidas pelas superficies anisotrépicas [29].

Muitos estudos em relagcédo a rugosidade de uma superficie de implante
tém sido explorados por mais de uma década. O implante com forma de
parafuso idealizado por Branemark (Nobel Biocare) era um dispositivo torneado
com rugosidade minima de superficie aceitavel, variando entre 0,5 e 1,0 ym
quantificada pelo parametro S,. Por muitos anos este implante foi um padrao
adotado pela maioria dos cirurgides, principalmente devido a taxa de sucesso
clinica relatada de 95% em 5 anos [30]. Contudo, a partir de meados dos anos
90 a maioria dos relatos cientificos passou a apontar uma nova tendéncia das
rugosidades produzidas nos tratamentos de superficie. Os implantes com
rugosidade intermediaria (S em torno de 1,5 pm) demonstravam melhor
resposta éssea frente aos implantes com superficies mais “lisas” (usinadas) e
aos implantes muito rugosos. Os implantes com superficies muito rugosas sao
aqueles que apresentam um valor de S; maior que 2,0 ym e sao representados
por implantes cujas superficies sdo tratadas por plasma-spray de Oxido de
titAnio ou hidroxiapatita. A Tabela 2.2 mostra os diferentes tipos de superficie

dos implantes comerciais com suas principais caracteristicas.

Tabela 2.2 Caracteristicas de diferentes superficies de implantes comerciais

quanto a rugosidade [31].

RUGOSIDADE uso BENEFICIOS RISCOS
Sa CLINICO POTENCIAIS POTENCIAIS
0,0 -0,4um Abutments, certos Nenhum, se usado Muito liso para
implantes experimentais para ancoragem apropriada
(lisas) “usinados”. dssea. osseointegragao.
0,5-1,0um Igplantgs torneadqs, A mais Iong~a Menos perdidos por
sseotite e os mais documentagéao

(minimamente

usados implantes antes

clinica entre todos os

cirurgides pouco

' ?
rugosas) de 1995. implantes. treinados?
1,0-2,0um Tioblast, SLA, TiUnite, , Forte respﬂost_a thosA, mas nao todos,
Frialit - 2. maioria dos Ossea, tendéncia a tém somente
(moderadamente im Ian’tes atuais melhores resultados acompanhamentos
rugosas) P ) que os usinados clinicos de curto prazo.
>2,0um Titanio plasma-spray, Positiva Aumento da incidéncia
implantes cobertos com documentagéo apos de peri-implantite.
(rugosas) hidroxiapatita. 5 anos.
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E importante salientar que uma grande resposta dssea nem sempre
significa uma elevada taxa de sucesso a médio e longo prazo. A literatura
cientifica relata varios casos de alta incidéncia de periimplantite, (processo
inflamatorio que afeta os tecidos ao redor do implante osseointegrado em
funcao, resultando em perda de suporte 6sseo) associada aos implantes de
superficie muito rugosa (superficies tratadas por plasma-spray — Sa maior que
2,0 ym). Por outro lado, os implantes com superficies moderadamente rugosas
como o Tioblast® (Astra Tech) ndo mostraram aumento na incidéncia de peri-
implantite e alguns de fato mantiveram os niveis de altura da crista 6ssea em
estudos de 2 anos, Palmer R. etal, 1997 [32] e de 4 anos de
acompanhamento, Norton M.R., 1998 [33]. Implantes Frialit-2® (superficies
moderadamente rugosas) mostraram maior contato osso-implante apos 12
semanas de cicatrizagdo quando comparados aos implantes revestidos por
plasma-spray de titdnio. Mesmo que a diferenca de 10% de contato osso-
implante encontrada com os implantes Frialit-2® n&o tenha sido
estatisticamente significante, o resultado apontou uma resposta O&ssea
melhorada mesmo com o fato dos implantes terem sido instalados em sitios de
peri-implantite induzida [34]. Esse resultado demonstra a capacidade dos
implantes com superficies moderadamente rugosas de provocar uma melhor
resposta dos tecidos 6sseos durante a cicatrizacdo em relagao aos implantes
com superficies muito rugosas.

Davies J, 2003 [21] sugere que a topografia de superficie exer¢a grande
influéncia nos primeiros estagios de cicatrizacdo comparada ao papel
desempenhado pela composicdo quimica da superficie dos implantes de
titdnio. As rugosidades da superficie promovem, segundo ele, uma resposta
cicatricial melhorada, pois auxiliam na retengédo das fibrinas do coagulo em
formagao durante os estagios iniciais da cicatrizagdo. Durante esses estagios,
pode ocorrer a migracdo de ceélulas mesenquimais indiferenciadas, células
osteoprogenitoras e células osteogénicas remanescentes da parede 6ssea, as
quais durante a sua movimentagao promovem tensoes de tracido sobre a rede
de fibrina. O tipo de rugosidade pode entdo estabelecer precocemente uma

matriz tridimensional de fibrina cujo travamento mecénico na superficie pode
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ser mais resistente a tracdo comparado as superficies mais lisas. Uma vez que
a matriz do coagulo tenha sido estabelecida nesse padrao de superficie, ela
fornece pontes seguras através das quais as células osteoprogenitoras podem
migrar da margem Ossea remanescente e atingir a superficie do implante [21].

No Brasil um grupo de pesquisadores da Universidade de Guarulhos
[35] realizou um estudo de caso com seres humanos, onde foi comparada uma
superficie usinada e outra anodizada (Vulcano Actives®, Conexao - Sistema de
Préteses). A pesquisa mostrou que o implante anodizado apds 3 meses de
cicatrizagdo apresenta uma maior ancoragem do que o implante usinado. Foi
observada também uma maior porcentagem de o0sso em contato com o
implante anodizado. Os atomos das superficies metalicas tratadas por
anodizacao sofrem oxidacdo durante o processo eletrolitico induzido por um
campo elétrico externo.

Durante o processo de oxidagdo anddica algumas reagdes quimicas
ocorrem simultaneamente na superficie do anodo. Elas podem ser distinguidas
didaticamente em semi-reagdes conforme se segue:

1 - Na interface titanio / 6xido de titanio ocorre a formacao de ions titanio

segundo a semi-reagao de oxidagao abaixo;

T o Ti% + 2¢ (2.1)

2 - Na interface 6xido de titanio / eletrdlito ocorre a dissociacdo da agua

e a posterior reagdo do oxigénio com o titdnio para a formagdo do o6xido
segundo a semi-rea¢ao abaixo;

2H,0 < 20% + 4H (2.2)

2.1 — Na interface O6xido de titdnio / eletrdlito também ocorre a
decomposicdo da agua e a liberacdo de gas oxigénio, segundo a equagéao
abaixo;

2H,0 & O, + 4H" + 4¢ (2.3)

3 — Em ambas as interfaces ocorre a reacdo completa como na equagao
abaixo;
TiZ + 20% < TiO, + 2¢ (2.4)
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Os ions de titanio e oxigénio, formados pelas reagcbes de oxi-redugao
acima, se movimentam através do 6xido pela aplicagdo de um campo elétrico
externo, levando ao crescimento da camada do 6xido na superficie. Os ions
metalicos (Ti+) difundem da interface metal-6xido em direg¢ao a interface éxido-
eletrélito, enquanto os ions oxigénio difundem na diregcdo oposta. Ao mesmo
tempo em que ocorre a difusédo ibnica acontece a difusdo eletrbnica promovida
pelo campo elétrico externo e pela diferenca do potencial entre o eletrodo
catddico e o eletrodo anddico.

A Figura 2.7 [36] mostra esquematicamente a estrutura da dupla
camada elétrica formada na interface 6xido-eletrélito. Observa-se também que
pelo modelo sugerido ocorre o processo de oxidagado conforme descrito pelas
semi-reagdes representativas do processo de formacéo do 6xido. Ha formacéao

de hidroxilas e posteriormente ocorrera dissociagao na superficie do titanio.

Ti,, — Ti, + 4e
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Figura 2.7 Perfil da superficie oxidada do titanio imersa em eletrolitos. (A)
interface metal-6xido. (B-C) camada defeituosa de elétrons. (C)
interface oOxido-eletrdlito. (D) linha da distribuicdo do gradiente de

concentrag&o. (D-E) concentragdo excessiva de anions. Legendas:
(m) metal, (c) cations [36].

Existem duas categorias de reagdes de oxidagdo anddica induzidas pela

aplicagdo de um campo elétrico externo. A primeira esta relacionada ao
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processo de oxidagao anddica executado com valores de voltagem abaixo do
limite de colapso da superficie do 6xido (breakdown limit). Normalmente, este
limite esta situado por volta de 100 a 200 volts, dependendo de alguns
parametros usados.

A caracteristica principal da superficie de titanio obtida por meio de
oxidagao anddica abaixo do limite de colapso é a formacgao de cores vivas nas
superficies. As cores aparecem devido a interferéncia de luz pelas diferentes
espessuras do oxido formado (alteragédo do indice de refracdo do meio) [36].

As reacgdes de oxidagado produzidas através de niveis elevados de
voltagem (acima do limite de colapso) acarretam o aumento da rugosidade do
oxido e o aparecimento de uma superficie com caracteristica microtopografica
de aspecto poroso tridimensional. Além das alteragdes morfolégicas ocorre o
aumento substancial da espessura da camada de 6xido formado, podendo
chegar a varios micrémetros. As superficies dos filmes de 6xido formados por
anodizagdo do titanio com centelhamento (spark anodized) s&o porosos,
rugosos e ao mesmo tempo ndo apresentam as pontas das rugosidades
afiladas (como as superficies produzidas pelos tratamentos com acidos e
jateamentos). A morfologia detalhada da superficie dependera do tipo de
eletrdlito usado, assim como, de outros parametros do processo [37,38].

Existe uma superficie comercialmente disponivel no mercado brasileiro,
Vulcano Actives®, que € submetida ao tratamento de oxidacdo anddica em
solucgédo eletrolitica contendo calcio e fésforo. O objetivo do tratamento € alterar
as propriedades do oxido, mudar a topografia, alterar a rugosidade e a
composi¢cdo quimica com incorporacdo de calcio e fésforo na camada
superficial de 6xido de titanio. Os filmes de Oxidos de titdnio crescidos em
solucbes ricas em Ca e P tém a funcdo de acelerar o processo de
osseointegracdo. A superficie submetida a oxidacdo anddica revelou a
presenca de calcio e fosforo na superficie, além da presenca de titanio e
oxigénio. A superficie anodizada apresenta em relacdo a superficie usinada
reducdo expressiva da concentracdo de titdnio e aumento significativo da

concentragdo de oxigénio. E possivel afirmar que estas mudancas podem ser
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atribuidas ao aumento da espessura do 6xido com incorporacao de calcio e
fésforo na camada superficial [39].

Um estudo realizado por Elias et.al. 2007 [40] mostrou que a superficie
Vulcano Actives® da Conexdo Sistema de Protese, Sdo Paulo, SP — Brasil,
apresenta valor de torque de remog¢ao mais elevado do que a superficie
usinada e jateada com TiO,, apds serem inseridas em tibias de coelhos por 12
semanas. Este comportamento € atribuido a maior unido entre o 0sso novo e
as microrugosidades na superficie do implante anodizado.

Um tratamento de superficie especifico estudado por Amarante et al.
2001 [41] com superficies modificadas com plasma de titanio (TPS) e jateados
com silica e tratados com acido (SLA - Sand-blasted, Large grit, Acidetched),
observaram que a porosidade ndo é condigao para que haja deposigao déssea,
porém, apresenta um papel importante no percentual de aposicao 6ssea na
superficie do implante, assim como um aumento na velocidade dessa
aposicdo. Os estudos apontaram para uma melhoria nesses parametros
utilizando-se a superficie SLA. Os resultados mostram que a rugosidade e o
tratamento quimico das superficies parecem atuar nas forgas cisalhantes,
principalmente avaliando o torque de remogao dos implantes. Assim, os
autores observaram que as alteracbes na superficie dos implantes podem
acelerar a osseointegragdo e permitir o carregamento mais precoce e a
utilizacdo em areas com menor densidade ou auxiliar a aplicacdo em 0sso
regenerado recentemente.

Um grupo de pesquisa brasileiro, coordenado por Elias et al. 2000 [42],
verificou que ndo existe um padrao definido sobre a morfologia dos implantes e
do tratamento da superficie ao avaliarem a qualidade da superficie do
implantes de titanio. Concluiram que a energia superficial dos implantes e sua
interacdo com as células estao relacionadas a interface do implante no osso,
sendo que os revestimentos dos implantes influenciaram na bioadeséao, e que
para o titdnio seu 6xido é importante nessa ligagao.

Outra equipe de pesquisadores coordenado por Zhu [43], investigou a
influéncia da composi¢ao quimica e caracteristicas dos 6xidos de superficie de

titdnio no comportamento celular dos osteoblastos. Os oxidos de superficie do
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titdnio foram modificados quanto a composic¢ao e topografia mediante oxidagao
anddica com dois tipos de eletrdlitos. Os experimentos de cultura de células
demonstraram a auséncia de citotoxicidade e o aumento na adesdo de
osteoblastos e proliferagdo das amostras realizadas por oxidacdo anddica. As
células nas superficies com microporos mostraram crescimento irregular e
poligonal e mais lamelopodos, enquanto os osteoblastos das superficies
usadas como controle ou com Oxidos produzidos em baixas voltagens
mostraram mais fibras de tensdo e intensos contatos locais. Os autores
concluiram que a atividade da fosfatase alcalina (ALP) das células (s&o
marcadores de formacao déssea), ndo apresentou nenhuma correlacdo com as
caracteristicas das superficies tratadas por oxidacédo anddica.

Ainda investigando o mesmo tratamento de superficie que Zhu 2004
[43], Li et al. 2004 [44] fizeram um estudo para avaliar a camada porosa
formada na superficie do implante apds o tratamento de oxidagdo anddica
(OMA). A composicédo e a morfologia da camada do 6xido eram dependentes
da tensdo aplicada durante o tratamento da oxidacdo. Com o aumento da
voltagem, a atividade da fosfatase alcalina aumentou, enquanto que a taxa da
proliferacdo celular diminuiu. Nos testes preliminares in vivo em coelhos, as
amostras tratadas por oxidagao, mostraram uma melhoria consideravel em sua
potencialidade de osseointegragdo, em comparagdo ao implante de titanio
puro. Foi observado também que existe uma relagao linear entre o aumento do
potencial e a espessura da camada de 6xido que se forma na superficie do
implante. Em altos potenciais ha o predominio da formagao do 6xido rutilo e em
baixos potenciais de anatase, como foi observado pelos espectros de raios-X.
As composi¢des quimicas dos oxidos foram determinadas através de EDS. As
concentracbes de Ca, P e O aumentam com o aumento do potencial em
contrapartida a concentragao de Ti diminui.

Li J.-G et al. 2007 [45], utilizaram espectroscopia RAMAN para identificar
o tipo de 6xido formado na superficie de amostras nanocristalinas de titanio
que foram sintetizadas via redox em condi¢des hidrotermais (180 °C, 3h). Os
picos de RAMAN que caracterizam o oxido rutilo sdo: 143,9; 236,6; 446,1 e 610
cm”. Para o anatase: 145,6; 395; 514,2 e 642,5 cm™. Foi observado que
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fatores como temperatura e pH podem influenciar na formagdao do oxido
superficial, valores de pH elevados e temperaturas baixas favorecem a
formagao de anatase.

Um estudo realizado por Sul Y.T. et.al. 2002 [46] em superficies obtidas
anodicamente (OMA) mostrou via espectroscopia de fotoelétrons (XPS) que a
composicao superficial do oxido de titdnio crescido anodicamente em meio rico
em Ca e P contem 10% de Ca, 8% de P, 20% de Ti. Notou que com o
aprofundamento na camada de 6xido, via bombardeamento i6nico, os teores
de Ca e P reduzem enquanto que o teor de Ti aumenta.

Outro tratamento de superficie com fluoreto foi realizado por Ellingsen et
al. 2004 [47] e foi investigada como essa modificagdo poderia influenciar na
resposta Ossea apos a implantacdo. Os implantes modificados por fluoretos
apresentaram superficie com menor rugosidade do que os implantes controle
(usinados). Os valores de torque de remogao e o limite de proporcionalidade
entre 0 0sso e o implante foram significativamente maiores para o grupo teste
(fluoreto) em comparagédo aos implantes controle trés meses apods a
implantacdo. As avaliacbes histomorfométricas demonstram maior contato
osso-implante no grupo teste quando em comparagdo com o controle, um més
apdés a colocacdo. A modificagdo da superficie dos implantes, com uso de
fluoretos, pode resultar em fendmenos morfolégicos e fisico-quimicos
significativos para a resposta Ossea. Outra possivel explicagdo para os
resultados é que as mudancgas na estrutura quimica da superficie podem ser
mais favoraveis para a ligacdo Ossea. Assim, baseados nos dados
biomecanicos e histomorfométricos, implantes de titdnio modificados com
fluoretos demonstram uma ancoragem maior que os implantes de titanio nao
modificados. Esses implantes permitem uma maior integragdo com o 0sso que
os implantes ndo modificados apds um tempo curto de implantacao.

Johansson et al. 2000 [48] analisaram as superficies de implantes de
titdnio submetidos a um tratamento da superficie por jateamento com particulas
de oxido de titanio e implantes semelhantes submetidos ao tratamento da
superficie com fluoretos. Os autores concluiram que os implantes submetidos

ao tratamento com fluoretos possuiam uma superficie levemente mais lisa do
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que os implantes somente jateados. Embora as superficies rugosas a um nivel
micrométrico possuam uma resposta bioldgica e fisico-quimica melhorada, as
superficies mais lisas obtidas com o tratamento por fluoretos mostraram outras
caracteristicas importantes para a interacdo osso-implante. Uma dessas
caracteristicas é a maior capacidade destas superficies reagirem ou
adsorverem ions calcio e fosfato e uma maior capacidade de ligagcao calcio-
fosfato a superficie, o que pode indicar aumento de capacidade da superficie
reagir com os tecidos calcificados e criar uma integragao entre o implante e o
0SSO.

Com base em todas as alternativas apresentadas pelos pesquisadores
observamos que a tendéncia atual é obter superficies hibridas, morfologia com
micro e nanorugosidade. Em alguns casos as empresas alteram a composi¢ao
quimica da superficie do implante com a incorporagcéo de calcio, fésforo em
escala nanométrica [47]. A Figura 2.8 mostra os tipos de superficies

osseointegraveis disponiveis no mercado brasileiro.

Figura 2.8 Superficies caracteristicas de implantes de titanio. (A) Usinado. (B)
Plasma Spray. (C) tratado com laser. (D) jateado com Oxido de
titanio e ataque acido. (E) duplo ataque acido (Master Porous®). (F)

anodizado (Vulcano Actives®).
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Foi investigada a capacidade de implantes tratados com fluoretos de
induzir a nucleagcdo de fosfatos de calcio sobre a superficie dos implantes
mergulhados em solugdo tamponada de fosfato de calcio. Monitorando a
concentracido dos ions nessa solugao apos a imersao dos implantes, qualquer
queda nos niveis ibnicos de calcio indicaria que uma reacao de nucleagao de
cristais de fosfato de calcio estaria ocorrendo na superficie. O resultado
mostrou que apds a imersao dos implantes com superficie modificada pelos
ions fluoreto nesta solugdo, ocorreu uma queda significativa nas concentragdes
de calcio com o tempo, indicando que houve uma reacgao entre a superficie do
implante e a solugao de fosfato de calcio [2].

Apos o teste de nucleagdo, na analise em microscopia eletrbnica de
varredura da superficie foi possivel observar que os implantes modificados
pelos ions fluoreto apresentavam varios precipitados nucleados sobre sua
superficie (Figura 2.9). Nos implantes com superficie nao tratada os
precipitados ndo foram identificados na analise com MEV. A analise quimica
dos precipitados formados sobre as superficies tratadas com fluor apresentou a

presenca de calcio, fésforo e oxigénio, entretanto a estequiometria dos

elementos nao foi determinada [2].

g | 39 0082 3K R T
Figura 2.9 Superficie jateada e tratada com fluor antes da imersao na solugao

de SBF. A direita, apds a imersdo em SBF [2].
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O efeito do tratamento de superficie dos implantes de titanio com ions
fluoreto tem sido testado também em implantes com superficies jateadas
usando-se particulas de oOxido de titanio (TiO;) de diferentes granulagdes.
Devido a sua rugosidade, uma maior retengdo éssea tem sido documentada
em relacdo as superficies jateadas. E importante, portanto, esclarecer se uma
modificagdo adicional da superficie com ions fluoreto poderia aumentar ou
melhorar a interagdo osso-implante com relagdo aos implantes cujas
superficies ja foram modificadas pelo processo de jateamento. Com tal
finalidade trés diferentes superficies de implantes foram comparadas e
investigadas quanto a resposta Ossea: superficies usinadas, superficies
jateadas e superficies jateadas adicionalmente tratadas com ions fluoreto [49].
Os implantes foram inseridos em tibias de coelhos e apdés 60 dias de
cicatrizacdo, os animais foram sacrificados e determinou-se a resisténcia da
interface osseointegrada dos implantes mediante a remogao por torque. Os
resultados obtidos mostraram significativas diferengcas entre os trés grupos
testados. Os implantes usinados apresentaram valor médio de torque de
remogao de 17,2 Ncm, os jateados, uma média de 59,0 Ncm, ja os implantes
jateados tratados com ions fluoretos mostraram uma média de torque de
remocdo de 69,5 Ncm. Durante a realizacdo das medidas de torque de
remogao do grupo dos implantes com superficie modificada por fluoretos, pode
ser constatado um som particular semelhante ao som emitido por ocasido de
uma fratura 6ssea. Este fato ndo pdde ser constatado durante a remocgao dos
implantes pertencentes aos outros dois grupos. Apos o teste de torque de
remocao foi constatada a presenca de tecido mineralizado aderido a superficie
dos implantes tratados com fluoretos, os quais ndo puderam ser encontrados
na superficie dos implantes controles. A analise histolégica do tecido aderido
demonstrou se tratar de tecido 6sseo que se formou em intimo contato com a
superficie do implante e que tal crescimento abrangia areas mais extensas da
superficie comparada aos implantes sem tratamento por fluoretos. Os
resultados mostram fortes indicios da melhor resposta 6ssea das superficies
tratadas com ions fluoreto quando comparadas as superficies usinadas e

jateadas respectivamente [49].
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O exato mecanismo através do qual a superficie dos implantes de titanio
tratadas com os ions fluoreto induzem uma resposta 6ssea melhorada nao esta
completamente elucidado. Entretanto, quando implantados no osso, a presenca
de fluoretos na camada de oxido superficial desses implantes e sua possivel
difusdo pelos tecidos circundantes podem acarretar modificagdes que levam a
uma reagao melhorada com os tecidos calcificados do corpo. Os fluoretos, em
baixas concentragdes, possuem alguns efeitos benéficos para o tecido 6sseo
como, por exemplo, a incorporagdo aumentada de colageno recém formado no
interior da matriz 6ssea, o aumento da nucleagdo de cristais de apatita, o
aumento da densidade de osso trabecular e a estimulagdo de células
osteoprogenitoras in vitro [50].

O efeito do tratamento da superficie de implantes de titanio com ions
fluoreto sobre a diferenciacdo osteoblastica in vitro e a formagao éssea in vivo
foi investigada paralelamente em estudo recente [51]. Neste estudo, células
tronco mesenquimais foram cultivadas na superficie de discos de titanio
jateados com e sem tratamento superficial por ions fluoreto. A eficacia do
tratamento com ions fluoreto sobre as células foi avaliada in vitro pela
mensuracdo da capacidade celular de adeséo, proliferacdo e expressao de
proteinas marcadoras dos estagios de diferenciagdo osteoblastica.
Adicionalmente, a capacidade das superficies tratadas com ions fluoreto de
induzir uma resposta 6ssea melhorada foi testada in vivo pela instalagao, em
ratos, de implantes jateados com e sem tratamento de superficie. Os
resultados mostraram que os implantes jateados e tratados com fluoretos foram
capazes de induzir uma proliferagcdo celular mais elevada e aumentaram a
expressao de sialoproteina 6ssea e BMP-2 (proteina morfogenética).

A analise histolégica mostrou que os implantes jateados modificados
com fluoretos apresentaram a média de contato osso-implante de 55,45%. Esta
média foi significativamente mais elevada quando comparada a meédia de
contato osso-implante obtida com os implantes somente jateados (34,21%)
[51].

Os mecanismos sugeridos para explicar os efeitos das superficies

modificadas por fluoretos sobre a formag&o 6ssea sdo possivelmente [51]:
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1 - A acdo positiva direta da liberagdo de baixas concentracbes de
fluoretos da superficie do implante sobre a proliferacdo e a diferenciagao
osteoblastica que poderia ser explicada pela indugdo de fosfatases acidas
sensiveis aos fluoretos, assim como a liberagao de calcio intracelular e também
através de interacdes potenciais nos caminhos de sinalizacdo dos fatores de
crescimento;

2 — Os efeitos diretos da superficie modificada por fluoretos sobre a
adsorcao de proteinas e subsequente adesao celular;

3 — A adsorcao de fosfato de calcio pelas superficies modificadas por
ions fluoreto, o que poderia influenciar nas concentragdes locais de calcio e
consequentemente o comportamento celular.

Os autores concluiram no estudo [51], que as superficies jateadas
modificadas por ions fluoreto foram capazes de aumentar substancialmente a
formacgao 6ssea nos estagios iniciais de cicatrizagdo em tibias de ratos, o que
foi em parte atribuido a melhor diferenciacao das células tronco mesenquimais
ao longo da linhagem osteoblastica.

O sucesso dos diferentes tratamentos de superficie disponiveis no
mercado ira depender do comportamento das proteinas nas superficies dos
implantes de titdnio. As propriedades relativas a adsor¢édo e adesao, iréo
influenciar na resposta celular pds implantagdo e as superficies com
caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas apresentam comportamentos
diferentes nas reacdes iniciais que ocorrem quando o implante entra em
contato com o corpo. Nas superficies hidrofébicas, os sinais dos anticorpos
predominam ao passo que nas superficies hidrofilicas os sinais das trombinas
e pro-trombinas sdo predominantes. Os resultados dos testes "in vitro" e "in
vivo" indicam que a area da superficie de titanio, que ocorre o espalhamento de
osteoblastos humanos, aumenta com a molhabilidade da superficie [52].

Além de tratamentos de superficie que alteram a topografia, existem
tratamentos que buscam alterar a energia da superficie dos implantes. A
molhabilidade da superficie € dependente da energia da superficie. Uma alta
energia de superficie proporciona melhor molhabilidade e consequentemente

melhor adsorg¢ao e deposigao de moléculas inorganicas como ions de Cae P, e
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moléculas organicas como proteinas, lipoproteinas e peptideos sobre a
superficie de TiO,, potencializando a osseointegracdo. Estas interagdes
provavelmente ocorrem por forgas eletrostaticas entre grupos de aminoacidos
com carga positiva e a superficie negativa de TiO,, ou entre grupos de
aminoacido com cargas negativas através de pontes de Ca’™ que foram
adsorvidas previamente pela superficie negativa de TiO,. Através de um
processo de jateamento com granulos de areia e ataque acido (SLA —
Straumann AG, Waldenburg, Sui¢a), e o enxaguamento da superficie em uma
atmosfera de N2 e continuo armazenamento em uma solugao isotbnica de
NaCl, conseguiu-se chegar a uma superficie com alto grau de molhabilidade
(SLActive — Straumann AG, Waldenburg, Suiga) [53].

Diante dos diferentes métodos de tratamento de superficies, podemos
citar alguns utilizados pela industria e comercializados no mercado nacional,

como mostra a Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Fabricantes de implantes x Tratamento de superficie e nomes

comerciais [53].

Tratamento de superficie Marca comercial

Osseotite (Biomet 37); Master Porous

Atacue dcido (Conexao); Titamax (Neodent)
Ataque acido e deposicao de Ca P NanoTite (Biomet 3)
Jateamento com alumina Ankylos (Dentstply)
Jateamento com Ti02 Tioblast (Astra)

Jateamento com Ti02 + tratamento

com Acido fluoridrico OsseoSpeed (Astra)

Jateamento com fosfato de célcio RBM (Lifecore)
) . SLA e SLActive (Straumann);
Jateamento com areia e ataque acido Friadent plus (Dentsply)

TiUnite (Nobel Biocare);

U Vulcano® (Conexéo)
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A molhabilidade de uma superficie (hidrofilia ou hidrofobia) é a medida
do angulo de contato de um liquido com a superficie. E uma das formas de
quantificar a energia livre superficial dos solidos ou a capacidade do liquido
molhar o sélido. Quando o angulo de contato € maior que 90 graus a superficie
€ hidrofébica, por outro lado quando menor do que 90 graus a superficie é
hidrofilica [54].

Mostram-se na Tabela 2.4 exemplos dos valores do &ngulo de contato

das superficies de implantes com diferentes tratamentos.

Tabela 2.4 Valor médio e desvio padrao do angulo de contato de liquidos com

implantes [55].

Agua destilada NaCl Sangue
Usinado 94,70 £ 4,37 97,6 £ 6,92 103,38 + 12,16
Ataque acido 66,31 + 8,31 73,0 £ 10,16 89,00 + 17,32
Com fluoreto 64,97 £ 8,67 75,80 £ 9,45 85,82 £ 10,15
Jateado 69,86 + 5,63 63,10 £ 3,9 79,61 + 12,31
Anodizado 5,61+ 1,84 15,59 + 5,63 25,82 £ 4,15

Os valores do angulo de contato se alteram bastante nas superficies de
implantes com diferentes tratamentos, a superficie anodizada do implante em
contato com os liquidos é mais hidrofilica do que as demais superficies
apresentando angulo de contato em agua destilada de 5,61° em NaCl 15,59° e
em sangue 25,82°. Comparando esses valores com a superficie contendo
fluoretos observamos que em agua destilada o valor é de 64,97°, em NaCl
75,80° e em sangue 85,82. Ja a superficie usinada apresenta angulo de 94,70°
em agua destilada, 97,60° em NaCl e 103,38° em sangue. Os resultamos
mostram que quanto maior o angulo mais hidrofébica é a superficie o que
diminui a velocidade com que as reagdes biologicas no processo de

osseointegracao acontecem [55].
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Quanto maior a interagcdo do liquido com a superficie, maior é o
achatamento da gota (Figura 2.10). A gota colocada em uma superficie
inclinada podera movimentar-se ou ndo em fungao da intensidade da forga de
atracao entre os atomos do liquido e do sdlido. Na situagao de equilibrio, a
relacdo entre as energias dos atomos da superficie do sdélido com o liquido
(ysL), @ energia na interface do solido com o vapor (ysy) € a energia superficial

liquido-vapor (yLv) sao correlacionadas pela equagao proposta por Young:

YsL = Ysv - YLv COSO (2.5)

Figura 2.10 Método estatico de avaliagdo da molhabilidade da superficie dos

materiais [56].

Nesta equacao, o valor de 6 representa o angulo de contato. O angulo
de contato, medido experimentalmente em gonidmetro, é o parametro
empregado para quantificar a molhabilidade [55].

No trabalho realizado por Baier e Meyer, 1988, citado por Coutinho M.P
e Elias C.N., 2009 [55] foi relacionada a tens&o superficial critica dos implantes
com a biocompatibilidade. Segundo estes autores, materiais com alta energia
livre superficial adsorvem mais facilmente macromoléculas e possuem maior
numero de sitios favoraveis para permitir ligagdes das células. A regra geral é
que materiais com tensdo superficial entre 20 e 30 dinas/cm? exibem baixa
bioadesao e os materiais com valores de tensdo superficial superiores a esta
faixa apresentam melhores resultados para a osseointegragéo.

Lim Y.J. e colaboradores, 2001 [57,58] investigaram o efeito dos
tratamentos da superficie sobre o angulo de contato. Nesses trabalhos foram
usadas diferentes solugdes: agua destilada, solu¢do de NaCl, suspensdo de
células neutrofilicas humanas e uma suspensao de células do tipo

osteoblastica (MG-63). Com os resultados foi possivel identificar uma fase
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cristalina do oxido formado sobre as superficies que demonstraram
comportamento hidrofébico. Essa fase identificada foi o rutilo (tetragonal). No
entanto, o o6xido formado sobre as superficies que demonstraram um
comportamento hidrofilico era composto por uma mistura de fases cristalinas
de rutilo e anatasio (ambas tetragonais). Sendo assim, levando-se em conta a
relacado entre a energia de superficie e molhabilidade, os autores sugerem que
a energia de superficie representada pela medida de angulo de contato para o
titdnio e suas ligas deve estar relacionada ao tipo de estrutura cristalina
presente na camada dos seus Oxidos. Os resultados também mostraram uma
correlagao entre angulo de contato e a rugosidade. Quando o angulo medido é
maior que 45° o angulo de contato aumenta linearmente com a rugosidade
avaliada e quando o angulo medido € menor que 45° o angulo de contato
decresce linearmente com a rugosidade.

Uma vez que os implantes dentarios representam alternativas para
reabilitacdo oral, de facil acesso, torna-se prudente afirmar que o clinico pode
se deparar com um paciente portador de baixa densidade éssea o que de
acordo com Pan et al. 2000 [59] parece acarretar em um menor contato entre o
0sso0 e o implante assim como menor qualidade e quantidade deste tecido
0sseo. Assim, é importante estudar alteragbes nas superficies dos implantes
que induzam a osseointegracdo mais rapida. Apesar de existirem na literatura
diversos resultados obtidos nas pesquisas com implantes osseointegraveis
existem duvidas quanto aos reais micro-mecanismos envolvidos na formacao
da uniao entre o 0sso e o titanio, principalmente em relacdo a necessidade ou
nao da presenga de algum estimulo elétrico ou mecénico para induzir a ligagao
Ossea [60,61].

Elias e colaboradores [62] analisaram os sistemas de implantes Nobel
Biocare (TiUnite), Conexdao Sistema de Protese (Vulcano Actives), 3i
(Osseotite) e Neodent (Porous). As analises das morfologias das superficies
mostraram que os implantes da Nobel Biocare e da Conexédo sdo semelhantes
e os valores dos torques de remoc¢ao dos implantes das tibias de coelhos 12
semanas apos a cirurgia foram 72 N.cm e 62 N.cm, respectivamente. Os

valores do torque de remocao dos implantes da 3i e da Neodent apresentaram
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valores inferiores aos dois primeiros sistemas, 45 N.cm e 51 N.cm,
respectivamente, a queda no torque de remocgao foi atribuida a presenca de
cavacos de usinagem na superficie dos implantes o que comprometeu a
resisténcia da interface osso/implante.

De acordo com ELIAS et. al. [54], a superficie Vulcano Actives® da
Conexao Sistema de Prétese, apresenta valor de torque de remocao mais
elevado (83 N.cm) do que a superficie usinada (57 N.cm) ou jateada com TiO2
(72 N.cm), ap6s serem inseridas em tibias de coelhos por 12 semanas. Este
comportamento € atribuido a maior unido entre o osso novo e as
microrugosidades na superficie do implante Vulcano. Actives®.

Um estudo [63] realizado com coelhos comparou o torque de remogao
de implantes comerciais com superficies modificadas em periodos de 3 e 6
semanas. Foram comparadas superficie com incorporagdo de ions Mg; o
implante comercial TiUnite® e o Osseotite®, este possui duplo ataque acido.
Trés semanas apos as cirurgias o implante com Mg apresentou maior torque
de remocgao (27 N.cm) enquanto o TiUnite® e o Osseotite® apresentaram 21
N.cm e 15 N.cm, respectivamente. A porcentagem de contato 6sseo foi maior
para o implante contendo Mg, 29% enquanto o TiUnite® e Osseotite® 18% e
15%, respectivamente. Com seis semanas as diferencas ndo foram tao
significativas quanto ao torque de remogao, 37,5 N.cm para o implante Mg, e
36,5 N.cm para o implante TiUnite® e 28 N.cm para o Osseotite®. No entanto a
porcentagem de contato dsseo foi bem maior para o implante com Mg (39%),
enquanto o TiUnite® e o Osseotite® apresentaram 31 e 28%, respectivamente.
Os resultados indicam que a superficie com Mg apresenta uma rapida
osseointegracdo apesar da baixa rugosidade da superficie em comparagao a
superficie mais rugosa do TiUnite®.

Um grupo de pesquisadores da Universidade de Guarulhos [35] realizou
um estudo com seres humanos, onde foram comparadas as superficies tratada
com acido e anodizada com designag¢des comerciais Porous® e Vulcano,
respectivamente. A pesquisa teve como objetivo avaliar a porcentagem de
contato osso/implante assim como a densidade Ossea apds 2 meses de

cicatrizacdo. Foi observado que o implante anodizado apresenta uma maior
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porcentagem osso/implante (32%) do que o implante usinado (17,4%). Foi
observada uma maior densidade 6ssea no produto com superficie anodizada
50% enquanto o implante usinado apenas 22%.

A mudanca na composicdo quimica da camada de Oxido tem a
capacidade de influenciar o tipo de ion adsorvido, durante as primeiras
interacbes com o meio biolégico [3]. A presenca de calcio e de fésforo no 6xido
esta diretamente relacionada ao aumento da capacidade de atragcédo e de
ligacédo de proteinas do soro a superficie do titdnio. Os implantes contendo Ca
e P apresentam maiores valores de torque de remocdo 19 N.cm e 15 N.cm,
respectivamente, enquanto o implante usinado apresenta torque de remogao
de 12 N.cm. Da mesma forma a porcentagem osso/implante foi maior para o
implante contendo Ca em sua superficie (49%) enquanto o implante contendo
P e o usinado apresenta 44 e 20%, respectivamente, apds um periodo de 6
semanas em tibias de coelhos [46].

Um estudo comparativo realizado por Strnad J., 2007 [64], mostrou que
o implante tratado superficialmente por ataque basico (Bio — Surface)
apresentou maior contato osso/implante (BIC % - Bone Implant Contact) do que
o implante apenas usinado apds 12 semanas de implantagcdo, como mostra a
Figura 2.11.
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Figura 2.11 Valores da porcentagem de contato osso/implante em fungédo do
tempo de implantagcdo dos implantes com superficie tratada com

base (B) e superficie apenas usinada (M) [64].
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E possivel observar que nas primeiras 5 (cinco) semanas de
implantacdo a porcentagem de contato osso/implante foi bem maior para o
implante tratado basicamente do que para o implante usinado. Apos 12 (doze)
semanas os valores ja estdo mais proximos, indicando que o tratamento de
superficie influencia bastante nas primeiras reagées que ocorrem entre o meio
biolégico e o implante [64].

A molhabilidade apresentada pela superficie atacada com base
apresenta angulo de contato bem menor (27,2 °) do que a superficie usinada
(79,5 °). A caracteristica hidrofilica da superficie facilita as reag¢des que
ocorrem entre o meio biolégico e a superficie do implante. A grande quantidade
de grupos hidroxilicos na superficie do implante estimula as ligagdes entre o

implante e os ions calcio e fosfato presentes no plasma sanguineo [64].

2.2.2 Formacéo do tecido 60sseo

O sistema de formagao de coagulos é uma reagdo natural do organismo
para reduzir o processo de sangramento. Simultaneamente, ha uma reagao
inflamatdria para reparacdo do tecido que sofreu a injuria. Estes eventos sao
importantes para entender a osseointegracdo, uma vez que, imediatamente,
apos a instalagéo, os implantes de titanio interagem com os fluidos bioldgicos e
com tecidos, dando inicio na osseointegragcdo. E nesta fase que as
propriedades fisicas, rugosidade, molhabilidade e composigcdo quimica da
superficie do implante tém importancia primordial [65].

A osseointegracdo esta associada as respostas celulares que
contribuem para a formacao de osso em superficies aloplasticas. As reagdes
iniciais entre os tecidos e a superficie dos implantes governam as reacgdes
futuras e determinam a atividade bioldgica da superficie e a resposta celular. A
resposta celular depende das propriedades da superficie, que influenciam na
natureza da composicao subsequente do filme de proteinas que é adsorvido na
superficie do implante Scheideler L. et al. 2003, apud Elias C.N. et. al. 2008
[65].
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Os materiais bioinertes ndo sao rejeitados pelo organismo, as células
induzem a formacgao de uma capsula de tecido fibroso ao redor do biomaterial.
Para os materiais bioativos, em especial o titanio comercialmente puro (Ti cp),
as ceélulas induzem uma resposta biolégica especifica na superficie do
biomaterial para identificar o tamanho da rugosidade. Com base na
identificacdo da rugosidade, as células iniciam diferentes reagdes e com
diferentes velocidades. Nas superficies de titanio lisas (rugosidades inferiores a
0,5 um) ha ligacéo de fibroblastos. Nas superficies com rugosidade entre 0,5 e
1,5 um, ha a adesdo de osteoblastos. Ou seja, ndo basta que a célula
identifique a presenga do Ti cp para ocorrer a osseointegragao, as reagdes que
sdo desencadeadas na superficie dependem da rugosidade superficial. Cada
superficie provoca uma reacdo especifica com varias fases que ocorrem
simultaneamente [66].

Procura-se ter controle das caracteristicas da superficie dos implantes
para garantir adequada adsor¢do de proteinas, adesdo, espalhamento,
crescimento e ativagao celular. Portanto, o emprego do titanio na fabricagéo
dos implantes dentarios ndo é suficiente para garantir a osseointegracao, a
rugosidade deve ter valores capazes de atrair células especificas que levam a
deposicdo 6ssea e mineralizagdo. E importante que ocorra uma resposta
especifica dos tecidos. Na regido em contato com tecidos duros, a superficie
do implante deve ter rugosidade para favorecer a atragdo e adesao de
osteoblastos. Na regido de contato com tecidos moles, a superficie deve ser
lisa para permitir a aderéncia de fibroblastos [65].

Independendo do nivel da rugosidade, as células ndo se ligam
diretamente a superficie do material bioativo. A ligagdo ocorre por meio de
glicoproteinas da matriz extracelular (MEC). Para esta ligagdo ocorrer, ha
necessidade da presengca de receptores, entre eles as integrinas. Como
mostrado nos trabalhos in vitro, a adesao das células é observada pelo seu
espalhamento e reorganizagao das proteinas do citoesqueleto. Nos pontos de
contato das células com o biomaterial ocorrem trocas de informagdes com a
MEC, esta troca de sinais resulta em ativagdo génica, espalhamento e

remodelamento das células. A cada gene ativado resulta em nova fungdo no
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processo de adesdo. Quando o biomaterial esta revestido por glicoproteinas ou
por fragmentos reconheciveis pela célula e, havendo a adsorg¢ao, ha inicio de
uma cascata de reagdes de sinalizagdo intracelular, a qual induz o
espalhamento da célula, a secre¢cao de enzimas, mitose e outras funcdes. O
entendimento destes mecanismos € importante para a analise da
osseointegracdo, uma vez que os osteoblastos sao células que dependem de
ancoragem e da presenca de rugosidade [65].

A superficie dos implantes de titanio sem tratamento de superficie ndo
sdo capazes de adsorver ions calcio e fosfato Ellingsen J.E., 2000 [2]. A
capacidade da adsorgdo de ions pelo titanio e da inducédo e crescimento de
cristais de apatita na sua superficie estdo ligados a presenca de inumeros
grupos hidroxilicos (Ti-OH) formados pela reagéo quimica do oxido superficial
com a agua e/ou os liquidos biolégicos [4]. A reagao de formagédo dos grupos
hidroxilicos na superficie do titdnio e sua posterior dissolugdo em presenga de
um meio aquoso, segundo um ponto de vista termodindmico, € mostrada

abaixo:

TiOz(sclido) + 2H20(meio) < Ti(OH)a(aquoso) (2.6)

A concentracao de sitios (Ti-OH) formados na superficie dos implantes
de titdnio pode ser aumentada através de tratamentos fisico-quimicos
adequados [67].

As hidroxilas formadas na superficie pela reagao do oxido de titanio com
a agua e outros eletrélitos do meio bioldégico podem sofrer posterior dissociagao
com liberagao de espécies ibnicas no meio. A maneira como a hidroxila (OH")
se dissocia, quando nas condi¢cdes termodinamicas adequadas, como mostra a
Figura 2.12, pode produzir na superficie do titdnio cargas elétricas tanto
positivas como cargas negativas que sao as propriedades que as hidroxilas
possuem quando estdo ligadas aos metais de transicdo (grupo IV da tabela

periodica).
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(OH) BASICA (OH) ACIDA

Figura 2.12 Modelos atdmicos espaciais das moléculas de agua e dos radicais

hidroxilicos na superficie do titanio [1].

Embora, sob uma ética didatica as hidroxilas se comportem como
radicais basicos quando em solugdo aquosa, quando elas estado ligadas aos
metais de transicdo (metais com n°. de oxidacado +4) essas hidroxilas possuem
um carater anfétero. Esse carater anfétero pode fazer com que elas se
comportem tanto como radicais acidos, quanto radicais basicos, dependendo
do pH do meio e da forma como o oxigénio se liga ao ion metalico. Quando o
oxigénio da hidroxila estiver ligado a um atomo de titanio, o comportamento da
hidroxila podera ser basico com a liberagcdo de radicais hidroxilicos (OH") no
meio durante sua dissociagdo. No entanto, quando o oxigénio da hidroxila
estiver ligado a dois atomos de titnio ela podera apresentar um
comportamento acido com a liberacdo de protons (H') quando da sua
dissociagao em condi¢cdes adequadas.

Sendo assim, a camada de Oxido de titAnio possui a caracteristica
anfétera que é capacidade de atrair e adsorver do meio onde é inserido tanto
ions positivos, quanto ions negativos devido a suas cargas superficiais. Essa
capacidade € de fundamental importancia na compreensdo do mecanismo de
interagdo do implante de titdnio com o meio biolégico dentro do universo da
osseointegracdo. Para o sucesso da osseointegracédo é de vital importancia o
tipo de interacdo da superficie do implante, apds a sua instalagcdo em um leito
0sseo hemorragico. As primeiras interagbes com o meio biolégico dizem

respeito a adsorgdo de ions positivos presentes no plasma sanguineo,
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principalmente o calcio, sodio, potassio e 0 magnésio e os radicais negativos
tais como os fosfatos, flior e carbonatos, entre outros.

Existe uma relagdo direta entre a concentragdo de hidroxilas da
superficie do titdnio e a adeséao e atividade dos osteoblastos [68]. A conjungéo
favoravel de varias caracteristicas fisico-quimicas de superficie como a
rugosidade adequada, a elevada energia e a concentragao elevada de grupos
hidroxilicos acarretam a aderéncia de maior numero de osteoblastos e
atividade mais alta dessas células em culturas in vitro [68]. No entanto, outras
caracteristicas fisicas e quimicas inerentes ao filme de Oxido formado na
superficie tém sido usadas com o objetivo de explicar o bom desempenho
clinico que os implantes de titdnio tem obtido ao longo das décadas numa
ampla variedade de aplicacdes [1,69].

O organismo contém células que estdo programadas para converter-se
em células formadoras de osso. As células predestinadas sdo chamadas
células progenitoras 0sseas ou células osteogénicas, as quais se originam a
partir de células mais primitivas, as células mesenquimatosas indiferenciadas.

Quando ha necessidade de regeneracao éssea, as células progenitoras
Osseas se diferenciam para osteoblastos que finalmente produzem o osso.
Apés a formagdo dos osteoblastos, ha emissdo de prolongamentos
citoplasmaticos que entram em contato com prolongamentos celulares de
outros osteoblastos. Entre os osteoblastos e seus prolongamentos ha amplos
espacos denominados “espaco intercelular”. Os osteoblastos produzem e
secretam compostos organicos para o espaco intercelular.

As secregcbes organicas dos osteoblastos sdo classificadas em
componente fibroso (colageno tipo 1) e um componente amorfo constituido de
proteoglicanos, proteinas ndo colagénicas e glicoproteinas. Nesta matriz, as
osteocalcinas e as osteonectinas sdo componentes amorfos, portanto o
osteoblasto produz a matriz organica do tecido 6sseo. Uma vez formada a
matriz ostedide, inicia-se um processo de mineralizacido ou calcificacdo por
intermédio de deposicao, principalmente de calcio e fosforo na forma de
hidroxiapatita. Uma vez mineralizada a matriz, as células osteoblasticas

rodeadas por matriz mineralizada passam a denominar-se ostedcitos. Os
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ostedcitos sao osteoblastos que foram aprisionados na matriz mineralizada. No
entanto, nem todos os osteoblastos se transformam em ostedcitos; alguns
migram para a superficie do osso quando formam a matriz orgénica. Nestes
casos, os osteoblastos sdo componentes celulares das membranas que
recobrem a superficie de todos os ossos. Estas membranas s&o o periosteo e o
endosteo. Além destas células, participam do remodelamento 6sseo as células
osteoclasticas (osteoclastos) que s&o responsaveis pela remogao de tecido
0sseo (osteoclasia). Os osteoclastos sdo originados das células do sistema
monocitico-fagocitario, que derivam dos monécitos que migram para o0s
espacos extravasculares a partir do sangue circulante [70,71].

Considerando que a interagao das células e tecidos com o implante sao
afetadas pela topografia em niveis macroscépicos e a rugosidade em nivel
microscopico, a principio, espera-se que o aumento da area superficial do
implante, aumente o niumero de sitios para as células se ligarem, facilite o
crescimento dos tecidos e aumente a estabilidade mecanica. Porém, isto ndo é
uma regra geral. O efeito da microestrutura superficial na adesédo de células
depende do tipo de célula. Células gengivais do tipo fibroblastos de humanos
aderem melhor as superficies eletropolidas que as superficies tratadas com
acido ou jateadas. Em contrapartida, macrofagos exibem rugofilia, ou seja,
preferem superficies rugosas. As células epiteliais sdo mais atraidas por
superficies rugosas do que por superficies lisas, assim como células
osteoblasticas aderem com maior facilidade as superficies rugosas como as
encontradas em implantes comerciais tratados com jateamento do que em
superficies polidas.

Bowers et al., 1992 [72] analisaram a influéncia da rugosidade na
adesao e morfologia das células osteoblasticas em amostras de titdnio. Os
implantes usinados e jateados com particulas de Al,O; de 25 e 250 um
apresentaram resisténcia ao torque praticamente iguais, apesar das
rugosidades serem muito diferentes e os implantes jateados com particulas de
Al,O3 com 25 uym apresentarem maior area de contato osso-implante do que os
tratados com particulas de AlLbO3 com 250 pm. As dimensbes das

microcavidades, assim como a orientagdo das ranhuras superficiais dos
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implantes, influenciam na adesdo das células, proliferacdo, diferenciacao e
producao de fatores locais.

Apesar destas diferengas, ndo esta claro como a superficie do implante
promove ou inibe a osteogénese. Possivelmente, o éxito depende da
osteogénese rapida em torno do implante, ou seja, da rapida adesao de
osteoblastos na superficie do implante. Até a presente data, ndo existem dados
suficientes que expliquem o processo de ades&o inicial dos osteoblastos. O
comportamento das células é dependente da interacdo e da acéao

desencadeadora de atividades das células e das moléculas.

2.2.3 Caracteristica Topogréfica

A morfologia da superficie do implante a nivel micrométrico ja foram
extensivamente caracterizados, embora, ndo haja um consenso sobre qual a
rugosidade ideal capaz de promover a melhor resposta 6ssea. As pesquisas
estdo muito voltadas para investigar a reacdo das células as diferentes
mudancgas estruturais da topografia, ou seja, as caracteristicas nanométricas
de uma superficie. Nesse contexto existe um grande interesse nas estruturas
nanométricas com o desenvolvimento acelerado das pesquisas no campo da
nanotecnologia. Todo tratamento de superficie que promova alteragdes a nivel
micromeétrico causara inevitavelmente também alteragdes a nivel nanométrico.

As nanoporosidades de uma superficie sdo capazes de regular a
expressao genética de células do tipo osteoblastica (MG-63) [73]. Uma nova
superficie de implante com nanoporosidades (nanoPORE, Out-link, Due
Carrare, Padova, Italy) é capaz de regular positivamente os genes relacionados
a imunidade, transporte vesicular e apoptose (morte celular programada
geneticamente) [73].

Duas alternativas podem ser seguidas para a implementagcdo de
nanoestruturas em implantes osseointegraveis: 1) adicdo e 2) subtracdo. A
adicao consiste geralmente na imersao do implante em uma solugao contendo
particulas com a dimensao controlada, que em conjunto com as estruturas

presentes na superficie, ira determinar a dimenséo final. A subtracdo consiste
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na remocdo de material da camada mais externa da superficie, produzindo
uma topografia unica, que pode ser controlada por parametros do método
escolhido, variando o tempo de imersdao, a concentragdo da solugdo ou a
temperatura de trabalho. N&o existe risco em potencial na utilizagdo de
nanoestruturas quando estas estiverem adequadamente estaveis na superficie
dos implantes dentarios. A preocupacao existe nos casos onde as
nanoestruturas sio adicionadas a superficie e apresentam o risco de
deslocamento, o que representaria um risco de perda Ossea associada a
inflamacéao local em fungao da fagocitose desta particula. Além da reabsorgao
Ossea, existe o problema do rompimento da interface osso-implante quando
esta estrutura “descola” da superficie. Em geral, a preocupacédo nao afeta os
métodos de subtragcdo, pois a maioria dos problemas observados até hoje
foram com particulas adicionadas e com dimensdes maiores [74].

O tecido 6sseo é composto de numerosos materiais como colageno e
hidroxiapatita, que se encontra em escala nanométrica, e provém uma
adequada estrutura para a interacao celular. Embora a confeccdo de materiais
para substituir osso e partes perdidas do corpo nao seja recente, a utilizagao
de materiais nano-estruturados em relacdo aos materiais convencionais é
relativamente nova e recente por apresentarem melhores propriedades
superficiais (quando comparados aos convencionais). Nanomateriais
apresentam um aumento do numero de atomos, particulas ou porosidades nas
superficies, uma maior area de superficie e uma alteragado na distribuicido de
elétrons se comparados aos materiais convencionais, fazendo com que fiquem
mais reativos que os materiais convencionais [74].

No trabalho de Mendoncga G. et.al. 2010 [75], foram utilizados discos de
Titanio (Ti) comercialmente puro Grau IV com diferentes tipos de superficies
nanoestruturadas (NEODENT Implantes Osteointegraveis, Curitiba, PR, Brasil):
Ti usinado (L); Ti com ataque acido (Ac); Ti revestido com oxido de titanio—
forma cristalina anatase (A); Ti revestido com oxido de titdnio—forma cristalina
rutilo (R); Ti revestido com 6xido de aluminio (Al); Ti revestido com éxido de
zirconia (Zr). As superficies ndo se comportaram de maneira igual, indicando

também um papel importante do material utilizado para recobrir estes
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implantes. A superficie recoberta com Alumina de maneira geral apresentou os
melhores resultados de torque de remogao e expressao inicial dos genes
relacionados a diferenciagdo de osteoblastos. A superficie recoberta com
Zirconia apresentou um maior contato osso-implante, mas uma resposta mais
lenta na expressao génica, a qual refletiu em valores mais baixos de torque de
remocao até 21 dias. As superficies recobertas com Oxido de titanio
apresentaram valores menores de torque de remoc¢ao, contato osso-implante e
expressao génica quando comparados as superficies com Alumina ou Zirconia,
entretanto estes valores foram maiores do que a superficie controle (Usinada).
De acordo com outros autores, a modificagcdo da nanoestrutura da alumina
também influenciou na adesao de células 6sseas. Foi observado um aumento
de duas vezes na adesdo de osteoblastos apenas modificando a forma da
estrutura de alumina de nanoparticulas para nanofibras. Demonstrando que
nao somente o tamanho do material pode ser importante, mas também a forma
que ele apresenta para uma melhor relagcdo com as proteinas que irdo permitir
a adesao celular [75].

Osteointegracao em implantes enddsseos requer ativagéo das principais
moléculas reguladoras que afetam osteoblastogénese, promovendo a
diferenciagao osteoblastica de células-tronco mesenquimais nao diferenciadas.
As proteinas morfogenética 6sseas (BMPs) sdo moléculas proeminentes de
sinais de osteogénese. O principal componente intracelular responsavel pela
transdugao osteogénica nas células-tronco mesenquimais € RUNX-2, um fator
de transcricdo necessario para o desenvolvimento e reparagcdo Ossea. Um
segundo componente intracelular que controla a osteoindugéo € Osterix, outro
fator de transcricdo necessario para o desenvolvimento esquelético 6sseo. Em
estudos com ratos, a retirada de RUNX-2 ou Osterix, moléculas sinalizadoras
do desenvolvimento do esquelético e osteoblastogénese foi observado que nao
houve formagdo O&ssea significativa. Enquanto muitas outras moléculas
sinalizadoras intracelulares sdo importantes para a regulacdo de formacéao
6ssea, RUNX-2 e Osterix sdo claramente indispensaveis para esse processo
[76].
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Implantes usinados, jateados com TiO; e jateados com TiO, e atacados
com HF foram caracterizados por MEV. Com um aumento de 5000x foi
observado rugosidade moderada nos implantes jateados como mostra a Figura
2.13 (a). A superficie do implante atacada com HF apresentou caracteristica
nanométrica da ordem de 100 nm, como pode ser observado na Figura 2.11
(b). Comparando a composi¢ao quimica das duas superficies por XPS, foi
observado que existe 0,8% de atomos de fluor na superficie do implante
atacado com HF e nenhum trago de fluor do implante apenas jateado [76].

A superficie jateada apresenta rugosidade média de 1,3 — 1,45 pm
enquanto a superficie jateada e atacada com acido apresentam rugosidade
média entre 1,2 — 1,4 ym, valores bem superiores aos apresentados pela

superficie usinada 0,5 — 0,8 uym. A superficie tratada com HF apresenta

caracteristica nano e microtopografica com estruturas de 50 — 200 nm.

Figura 2.13 Avaliacdo por MEV da superficie dos implantes. (a) superficie
jateada com TiO,. (b) superficie jateada com TiO, e atacada com

HF, mostrando particulas com dimensao de 50 — 200 nm [76].

A diferenciacdo da célula MC3T3-E1 de calvaria de murano foi
examinada nas 3 diferentes superficies. A Expressdo do RUNX-2 foi
evidenciado na cultura de células MC3T3-E1 sobre a superficie usinada, como
pode ser observado na Figura 2.14. Apds 24 horas, a superficie jateada com

TiO, apresentou um modesto crescimento na expressao do RUNX-2 enquanto



47

a superficie jateada com TiO, e atacada com HF apresentou a maior expressao
da molécula. Os niveis de RUNX-2 mRNA se mantém altos para as superficies
TiO, e TiO2/HF no periodo de (1 — 14 dias) com maiores niveis para a
superficie TiO,/HF. As 3 superficies apresentaram maiores niveis apés 72

horas de tratamento com suplemento osteogénico [76].
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Figura 2.14 Medidas de PCR em tempo real dos niveis de mRNA de células
aderidas na superficie de discos de titanio. Expressao de RUNX-2
MRNA incubada de 1 — 14 dias. O maior nivel de RUNX-2 mRNA foi
observado para a superficie TiOo/HF em todos os periodos avaliados
[76].

Da mesma forma que o RUNX-2 o Osterix mRNA foi avaliado durante 14
dias de cultura celular, como mostra a Figura 2.15. Em 24 horas o Osterix foi
apenas observado nas duas superficies TiO, e TiOo/HF e ndo na superficie
usinada. Assim como o0 RUNX-2 o Osterix apresentou nivel maximo no terceiro
dia de incubacgao. A superficie que apresentou o maior nivel de Osterix apds 14
dias foi a TiO,/HF [76].
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Figura 2.15 Medidas de PCR em tempo real dos niveis de mRNA de células
aderidas na superficie de discos de titanio. Expressdo de Osterix
MRNA incubada de 1 — 14 dias. O maior nivel de Osterix mRNA foi
observado para a superficie TiOo/HF em todos os periodos avaliados
[76].

As micrografias revelaram que o tratamento de superficie TiO./HF
provocou caracteristicas nanométricas na superficie do implante. Ambas
culturas de células apresentaram células aderentes e o nivel de mRNA indica
que o tratamento TiO./HF apresentou células osteoindutivas aderentes e
formadoras de osso [76].

Em 2008, autores avaliaram trés tipos de superficie de implantes através
de diferentes metodologias (interferdbmetro, MEV, XPS) e as respostas do
tecido 6sseo a esses implantes (torque de remocgéao, avaliagédo histoldgica). As
superficies avaliadas sofreram trés tipos de tratamento de superficie: jateada
por TiOy; jateada por TiO, + tratamento com acido fluoridrico; e jateada por
TiO, + modificada por particulas de HA nanométricas. Os resultados
demonstraram que o tratamento quimico das superficies produziu uma
nanotopografia sobre a microtextura das superficies jateadas. Analises
quimicas demonstraram a presenca de ions especificos sobre as superficies
modificadas, como ions fluor para os implantes submetidos ao tratamento com
acido fluoridrico e ions de Ca e P para a superficie submetida a particulas de
HA. Os resultados dos testes de torque de remog¢ao demonstraram maiores
valores de torque para as superficies modificadas, comparadas a superficie

jateada por TiO,. Isto indica que a nanotopografia associada a deposigao de
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ions especificos sobre a superficie promove uma maior e mais rapida formagao
0ssea, 0 que pode ser comprovada através dos exames histolégicos. Estes
resultados estdo de acordo com os resultados de outros estudos demonstrando
que a deposicdo de nanoparticulas associada a nanotopografia potencializa a
osseointegracao [77].

Fibroblastos humanos foram cultivados sobre superficies contendo
projecbes colunares nanomeétricas produzidas por litografia coloidal. Os
resultados mostraram através de microscopia eletronica e imunofluorescéncia
que as células fibroblasticas alteravam seu citoesqueleto para uma forma
pouco usual para este tipo de célula. A forma celular apresentava morfologia
com processos citoplasmaticos semelhantes aos encontrados nos macrofagos.
Foi observado que as células adquiriam uma disposi¢cao espacial sobre a
superficie que sugeria uma tentativa de endocitose das nanocolunas por parte
dessas células [78].

O comportamento de macrofagos e osteoclastos foram testados in vitro
sobre superficies de titdnio contendo diferentes porcentagens de
nanoprotusdes. Os resultados mostraram que as caracteristicas nanométricas
das superficies foram capazes de aumentar a ativacdo dos osteoclastos com
liberagdo de agentes quimiotaticos e a formagao de uma rede de fibronectina,
podendo dessa forma, prover uma superficie melhor condicionada para a
posterior adesao e atividade dos osteoblastos [79].

A expressao de proteinas colagenas e nao-colagenas da matriz 6ssea
nas culturas de células osteogénicas foi testada sobre trés diferentes
superficies: titanio nanotexturizado, titanio com rugosidade semelhante aos
implantes usinados e superficies de vidro [80]. Os resultados demonstraram
que as ceélulas cultivadas sobre superficies nanotexturizadas apresentaram
uma expressao de osteopontina e sialoproteina éssea acima do normal. Esse
resultado pode ser atribuido as interagdes resultantes entre as células a matriz
€ o0 substrato, que por sua vez, influenciariam a transducéo dos sinais oriundos
do meio e poderiam assim alterar a expressao genética das células [80].

Com o objetivo de investigar a possibilidade de modulagdo da adesao

celular mediada por pontos e sulcos nanométricos de superficie, células
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osteoprogenitoras da medula 6ssea humana foram cultivadas sobre superficies
apresentado caracteristicas topograficas nanométricas que foram preparadas
por técnicas de fotolitografia. Os resultados obtidos mostraram que as
nanorugosidades da superficie permitiram n&o sé o controle sobre a adesao,
mas também sobre o citoesqueleto, o crescimento celular e a producédo de
marcadores de diferenciacdo osteoblastica como osteopontina e osteonectina.
Este resultado demonstrou que as células da medula 6ssea sdo altamente
responsivas as caracteristicas nanométricas de uma superficie [81]. Dados
existentes na literatura cientifica mostram que a rugosidade nanométrica da
superficie de um implante pode influenciar no comportamento in vitro dos
diferentes tipos celulares por promover fortemente a alteragcdo da morfologia,
da adesdo, da proliferagdo e da regulagdo genética. Entretanto, os
mecanismos que controlam tais respostas celulares e a influencia das
caracteristicas nanométricas de uma determinada superficie permanecem
ainda nao totalmente esclarecidos.

Algumas hipoteses tém sido sugeridas para explicar os mecanismos
através dos quais o comportamento das células pode ser alterado pelas
diferentes topografias superficiais micro e nanométricas [82]. Uma das
hipoteses sugere que, para que haja influéncia das caracteristicas
nanomeétricas sobre a retencido celular, deve existir uma relacdo minima de
proporcionalidade entre o tamanho da célula e a dimensdao do defeito da

superficie [83].

2.3 Caracteristica Fisico-Quimico da Agua

A agua age como solvente junto a superficie dos biomateriais.
Entretanto, a agua no meio bioldgico participa diretamente na suspensdo de
células no sangue. E o principal constituinte dos fluidos intersticiais que
banham os tecidos, e age como um carreador essencial para reagdes
bioquimicas do corpo. A agua constitui 70% ou mais em peso dos tecidos
vivos. A molécula de agua é pequena (0,25 nm no longo eixo) e por isso agil no

sistema biolégico. Por tudo isso, acredita-se que a agua seja a primeira
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molécula que entre em contato com a superficie dos biomateriais em qualquer
aplicacgao.

Consequentemente, o comportamento fisico-quimico da agua préximo
as superficies dos biomateriais e no fluido biolégico circundante é de grande
importancia, particularmente no estudo das interacdes entre as superficies dos
implantes e os eletrélitos do sangue nos primeiros estagios da cicatrizagao do
sitio cirurgico.

As ligagdes de hidrogénio sao associagdes eletrostaticas relativamente
fracas 3-5 kcal/mol e possuem aproximadamente o mesmo valor da energia
transferida de uma molécula de agua a outra durante o choque entre elas.
Dessa forma as ligagbes de hidrogénio entre as moléculas de agua sao
transitérias em sua natureza durando apenas poucos décimos de pico
segundos. Contudo as moléculas de agua possuem grande propensdo a se
associarem formando estrutura tridimensional que é mantida virtualmente
devido ao mecanismo de formagdo e quebra instantanea das ligagdes de
hidrogénio. Essa elevada propensdo a associagdo entre as moléculas e
formagdo de estrutura tridimensional através das transitérias ligagdes de
hidrogénio confere a agua dramaticos efeitos sobre as suas propriedades de
solvatagao.

Se essa rede tridimensional formada for mais completa em suas
ligacbes, em relacdo a um estado arbitrario, entdo essa agua deve possuir
menos pares de acido-base de Lewis disponiveis do que essa referéncia. Por
outro lado, em uma agua menos auto-associada a rede formada deve estar
relativamente incompleta, dessa forma deixando disponiveis maior numero de
pares de acido-base de Lewis, Figura 2.16. Os pares acidos e basicos néo
compartilhados estdo prontamente aptos a participarem em outras reacgdes
quimicas como a dissolugdo de uma molécula de soluto ou a hidratagcéo de
uma determinada superficie. Do ponto de vista quimico uma porgao de agua
cujas moléculas estdo menos associadas tridimensionalmente entre si possui
um maior potencial quimico comparado a uma porg¢ao de agua mais associada
[84].
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Figura 2.16 Ligacdo de hidrogénio (linhas interrompidas) entre moléculas de

agua e a formacgao de rede [84].

A justificativa para a elevada capacidade de auto-associagao entre as
moléculas de agua esta baseada nos conceitos quimicos de acidos e bases.
Existem dois conceitos basicos da quimica inorganica que definem acidos e
bases:

1) Definicdo de Bronsted-Lowry;

2) Definicdo de Lewis.

O conceito de Brgnsted-Lowry estabelece que um &cido € uma
substancia ou ion doador de prétons (H+) e base é uma substancia ou ion
receptor de prétons (H+).

Lewis define como acido uma molécula que aceita elétrons, ou
simplesmente, uma densidade de elétrons de uma outra molécula doadora e o
termo “base” é aplicado para uma molécula capaz de doar elétrons, ou
densidade de elétrons a uma molécula ou ion capaz de receber esses elétrons
[85].

Mesmo que a agua (H2O) seja estavel eletronicamente, o atomo de
oxigénio possui ainda dois pares de elétrons que ndo foram compartilhados.
Quando existirem condicbes favoraveis a molécula de agua através de sua
polaridade sera capaz de atrair e se ligar a prétons através de ligacao
covalente do tipo coordenada, formando entdo o ion H3O". Neste caso a agua
se comporta como uma base de Lewis.

Em geral, superficies hidrofilicas sdo aquelas que competem com a
agua pelas ligagdes de hidrogénio. Isso significa que as superficies hidrofilicas

exibem grupos funcionais de acidos e bases de Lewis com forga comparavel ou
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até maior que a forga das ligagbes de hidrogénio da propria agua. Isto torna
mais favoravel energeticamente que a agua aceite ou doe densidade de
elétrons para a superficie ao invés de competir com suas moléculas vizinhas
pelas ligacbes de hidrogénio, ou seja, a reagdo ocorrera na superficie do
implante e ndo entre as moléculas de agua. Consequentemente, em termos
termodinamicos, significa que a energia livre de hidratacdo hidrofilica € mais
elevada que hidratacao hidrofébica, partindo do principio que os acidos e bases
de Lewis sdo mais energéticos que as reagdes hidrofébicas, que acontecem na
auséncia de ligagbes quimicas [84].

Existem varios ions com relevancia biologica, entre os quais os cations
Na*, K*, Mg®* e Ca®* e os anions CI”, F', HCOs', HPO,?. Estes ions sao
circundados por uma esfera ou camada hidratada onde os atomos de oxigénio
da molécula de agua estdo direcionados para os cations e os atomos de
hidrogénio estdo direcionados para os anions. Os ions divalentes sdo mais
hidratados, ou seja, possuem uma camada mais concentrada de agua ao seu
redor em relagdo aos ions monovalentes. Esses ions divalentes se encontram
sempre mais proximo a superficie do material enquanto os ions monovalentes
formam uma camada mais afastada [84].

Em especial as interagcbes do meio biolégico com os biomateriais
iniciam-se com a adsorgédo de proteinas cujo processo € consequentemente
afetado pela energia de superficie, molhabilidade, estrutura da agua e
composicao eletrolitica da camada proxima a superficie [84]. Como os ions e
biomoléculas do meio biolégico sdo encontrados sempre no estado hidratado
torna-se logicamente importante para o estudo das interagées de superficie
que o fendmeno da molhabilidade seja compreendido.

Entre as propriedades fisico-quimicas da superficie que exercem
influéncia no comportamento dos implantes destacam-se as propriedades
fisicas relacionadas a energia (tensdo superficial) e a carga elétrica de
superficie.

A energia de ligagao entre os atomos da superficie € menor do que entre
os do interior do material, portanto a energia se torna maior na superficie em

relacdo aos atomos do interior [86]. Tal situagdo induz os atomos a se
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arranjarem de diferentes maneiras procurando diminuir o valor total da energia
interfacial. A primeira condicdo € a alteragao da distancia entre as camadas
atbmicas mais externas. Outra forma é o enriquecimento da superficie por
elementos de liga ou atomos de contaminantes. Uma terceira maneira é a
reconstrugcdo local da superficie com planos cristalograficos mais estaveis. A
ultima forma possivel de reducao da energia interfacial se da através da ligagcao
dos atomos da superficie com impurezas. No caso do titdnio a forma mais
comum com que os atomos da superficie diminuem a energia interfacial ocorre
pela ligagdo com impurezas ou hidrocarbonetos e compostos nitrogenados
volateis encontrados na atmosfera. Este fenbmeno também ocorre com
compostos organicos usados durante o processo de fabricagdo, principalmente
os liquidos refrigerantes aspergidos durante o processo de usinagem.

Uma superficie com alta energia possui grande potencial de adsorgao e
no caso dos implantes deseja-se que suas superficies sejam altamente
adsorventes (hidrofilicidade — molhabilidade) com relagdo ao sangue, ou
liquidos bioldgicos [87]. Portanto, a hidrofilicidade € um fator determinante do
grau de biocompatibilidade de um biomaterial e é altamente dependente da
energia de superficie. Consequentemente, dentro do processo de producéo
dos implantes deve-se priorizar criteriosamente a rotina de limpeza, manuseio
e esterilizacdo para que as superficies possam apresentar baixos niveis de
impurezas com alta energia de superficie e grande hidrofilicidade [87].

Do ponto de vista celular o aumento de hidrofilicidade, ou seja, a
elevacdo da energia da superficie possui um efeito estimulante sobre as
células osteoblasticas [57,87] que reagem preferencialmente com a superficie
do implante ao invés de reagirem entre si. Osteoblastos foram cultivados sobre
superficies de titanio com baixos teores de impurezas (principalmente
hidrocarbonetos atmosféricos) [87]. Com esta técnica de produgao os implantes
de titanio tém suas superficies protegidas das impurezas atmosféricas através
de um sistema de protecdo com gas nitrogénio. Os resultados mostraram que
as células osteoblasticas cultivadas sobre estas superficies, produzem maior
namero de marcadores de diferenciagcdo celular. Foi notado aumento na

atividade de fosfatase alcalina, producao de osteocalcina e aumento de fatores
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locais como prostaglandinas (PGE;) e fatores transformantes de crescimento
(TGF-B1), latentes e ativos [87].

As propriedades quimicas das superficies se referem a modificagado do
comportamento que um biomaterial pode apresentar, em relacdo ao meio
biolégico, quando a composigdo quimica da sua superficie € alterada.
Alterando a composicdo quimica da superficie, os implantes de titanio podem
apresentar alteracbes na energia de superficie, consequentemente na sua
capacidade de molhabilidade, refletindo diretamente na hidrofilicidade. A
hidrofilicidade de uma superficie de implante de titanio esta diretamente
relacionada com a sua capacidade de interagir com o sangue, permitindo que
este se espalhe na maior area possivel de sua superficie.

Outras tentativas de aumentar a bioatividade dos implantes de titanio
foram feitas mediante o tratamento em que ions e biomoléculas sao
introduzidos ou reagem com a camada superficial do 6xido. Nestas reacdes
sao formados compostos que aumentam a capacidade de interacdo da
superficie com o meio biolégico. O emprego de oxidagédo anddica da superficie
dos implantes de titanio em solucdo de eletrdlitos apresenta baixo custo,
simplicidade da técnica, possibilidade de execugao a temperatura ambiente e
nédo exige o emprego de atmosfera controlada. Outra vantagem desta técnica &
a possibilidade de alterar simultaneamente varias propriedades da superficie
[88,89]. A grande parcela dos trabalhos sobre oxidagdo anddica desenvolvidos
em implantes dentarios de titanio se concentra no tratamento de superficie com
ions calcio, fosfato e sulfato, os quais sdo os constituintes principais do tecido
0sseo [38,43,90,91]. Os resultados in vitro e in vivo, tém se mostrado bastante
promissores. Contudo, recentemente estudos in vivo com implantes de
superficie modificada pela oxidacdo anddica em solugdo de ions magnésio
também demonstram resultados de resposta Ossea superior quando

comparados aos implantes sem tratamento [92].
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao Geral

No presente trabalho foram utilizados implantes dentarios comerciais da
empresa Conexao Sistemas de Proétese e pastilhas de titdnio comercialmente
puro (ASTM grau IV). Os implantes e pastilhas foram submetidos a 3 diferentes
tratamentos superficiais que foram caracterizadas por 5 técnicas experimentais.

A morfologia da superficie foi caracterizada por microscopia eletronica
de varredura com sistema de microanalise acoplado (MEV/EDS - Phlips XL 30
FEG, com detector Oxford Link pentafet x-ray), espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS- Kratos Analytical, modelo XSAM HS) e por difragéo
de raios X com um gerador RIGAKU, modelo RU 200B. A andlise da
composicao dos elementos dopantes na forma de oxidos foi realizada com uso
da técnica de microscopia RAMAN do Departamento de Fisica (UFSCair).

O ensaio de rugosidade foi realizado utilizando um Profildmetro (Mahr
GmbH, Brauweg 38 Gottingen, Germany). O parametro medido foi o Ra (média
aritmética das rugosidades). Foram utilizados discos de titdnio ASTM grau 4
com 5mm de didmetro e 3mm de altura com os diferentes tratamentos de
superficie.

O ensaio de molhabilidade foi realizado utilizando um gonidmetro
(Contact Angle Goniometer, Hamé-Hart Inc. USA). Agua destilada foi usada
como solucdo de referéncia, e os resultados foram comparados com soro
fisioldgico que possui diferente hidrofobicidade. O angulo de contato
considerado entre cada combinagao superficie-liquido foi a média aritmética de
15 leituras.

Nas analises in vivo os implantes tratados foram inseridos em tibia de
coelhos. As cobaias foram submetidas a eutanasia apés um determinado
periodo de cicatrizacdo e os implantes foram submetidos a ensaios mecanicos

de remocgao por torque logo apods a eutanasia.
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3.2 Preparacdo das Amostras

Todas as amostras (implantes dentarios na forma de parafusos e
pastilhas) utilizadas neste estudo foram fabricadas com titdnio comercialmente
puro ASTM grau IV. Todas as amostras foram fornecidas pela Conexao
Sistemas de Implantes no estado como usinadas.

Para o teste in vivo foram usados implantes com medidas especiais para
insercdo na tibia dos coelhos. A por¢ao rosqueavel destes implantes possui
3,30 mm & por 7,00 de comprimento (Figura 3.1). As amostras foram
submetidas a um processo de limpeza superficial por ultra-som em solugéo de
tricloroetileno, seguido de etanol absoluto e finalmente, de agua destilada pelo
tempo de 20 minutos em cada solugcdo. Apds a lavagem as amostras foram

secas na temperatura de 50 °C por 2 horas.
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Figura 3.1 Desenho técnico dos implantes com 3,3 mm de didmetro por 7,0 mm
de comprimento total, comprimento da area ativa do implante com
5,15 mm.

Os discos de Titanio ASTM Grau 4 (Figura 3.2) utilizados para o
desenvolvimento da superficie do implante foram utilizados para a

caracterizagao em XPS e dispersao de Raio-x.
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A A =5,00 mm

i B =3,00 mm

Figura 3.2 Disco de Titadnio ASTM Grau 4.

Os implantes e discos de Ti foram submetidos aos tratamentos de
superficie comercialmente Porous®, Vulcano Actives® desenvolvidos pela
Conexao Sistemas de Proteses. Uma terceira superficie dopada com
nanoparticulas foi desenvolvida no presente trabalho. Esta superficie € obtida
por tratamento de imersdo em solugdes acidas com controle das variaveis do
processo tempo, temperatura e concentracdo para a obtencdo de um padrao
especifico de rugosidade superficial. Apds o tratamento acido a superficie sofre
passivagcao em HNO3;. Os métodos de tratamento de superficie ndo podem ser
descritos, uma vez que a empresa permitiu 0 uso de suas instalagdes e o
processo € de propriedade industrial da empresa.

Todos os implantes para teste in vivo foram esterilizados por radiagao
gama (CBE EMBRARAD - Tecnologia em Esterilizagdo) de acordo com o
protocolo utilizado para esterilizacdo dos implantes destinados ao uso
comercial com carga minima de 25 kGy.

Nos ensaios in vivo cada coelho recebeu dois implantes que foram
inseridos com separacdo de 5mm em uma unica tibia totalizando 24 implantes.
Os procedimentos cirurgicos foram iguais para todos os animais.

A Tabela 3.1 mostra os grupos com especificacdo dos tratamentos
superficiais realizados, os tempos de cicatrizagao, as quantidades de amostras

e o ensaio realizado.
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Tabela 3.1 Grupos com os tratamentos superficiais, os tempos de cicatrizacao,

as quantidades de amostras e o0 ensaio realizado.

Grupo G1 G2 G3
Tempo (Porous®) (Vulcano®) (Deposicao)
90 dias 8 implantes 8 implantes 8 Implantes
(12 animais) TR=8 TR=8 TR=8

* Tratamento com ataque acido
** Tratamento por oxidagao anddica

TR = Torque de Remogéo

3.3 Caracterizacdo Morfoldgica

A morfologia da superficie (microtopografia) dos implantes foi analisada
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) com a microanalise acoplada
(MEV/EDS - Phlips XL 30 FEG, com detector Oxford Link pentafet x-ray),
(Laboratério de Caracterizagao Estrutural (LCE - UFSCar). A composi¢cao
quimica das superficies apds o tratamento foi analisada por EDS. O objetivo
desta analise foi verificar se os elementos presentes na solugdo de tratamento
da superficie ficaram incorporados na camada superficial de 6xido. As analises
foram executadas com distancia de trabalho e voltagem iguais para todas as
amostras analisadas. Foram utilizadas imagens de elétrons secundarios do tipo
| e corrente de 20kV.

As analises realizadas por XPS foram feitas utilizando um espectrometro
de fotoelétrons excitados por raios X da Kratos Analytical, modelo XSAM HS.
As andlises foram feitas sob ultra-alto vacuo (~10° Torr). Foi utilizada a
radiacdo Ko do Al (hv =1486,6 eV) com uma corrente de emissdo de 10 mA, a
uma voltagem de 13 kV. As analises foram feitas nas pastilhas de titanio, ja que
a geometria dos implantes ndo permitiu o emprego da técnica.

Para a identificacdo das fases cristalinas que se formaram apds os
tratamentos de superficie, empregou-se um difratbmetro de raios X com um
gerador RIGAKU, modelo RU 200B do Laboratério de difracdo de raios X do
LCE - UFSCar. A difragao foi executada pela técnica de angulo rasante, a qual

€ indicada para a analise de filmes finos. Para isto, utilizou-se monocromador e
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tubo de cobre, em angulo rasante de 1° com variagao de varredura de 15 a 70°
com passo de 0,02° de 2 theta e tempo por passo de 1,00s. A voltagem
utilizada durante as analises foi de 50kV e a corrente de 100mA. As analises
foram feitas nas pastilhas de titanio, j4 que a geometria dos implantes nao
permitiu 0 emprego da técnica.

Analise da composicao dos elementos dopantes na forma de 6xidos foi
realizada com uso da técnica de espectroscopia RAMAN dodepartamento de
Fisica (UFSCar). O efeito RAMAN consiste no espalhamento inelastico pela
matéria. As medidas de espectroscopia Raman foram obtidas no RFS/100
Bruker FT-Raman com um laser Nd:YVO,4, com comprimento de onda de 1064
nm, poténcia de 120 mW e a resolugdo espectral de 4 cm™. Essas medidas

foram obtidas a temperatura ambiente.

3.4"In Vitro”

3.4.1 Ensaio de Rugosidade

As mudancgas na topografia dos implantes produzida pelos tratamentos
quimicos da superficie foi medida por um rugosimetro ético a laser (Mahr
GmbH, Brauweg 38 Gottingen, Germany). Uma vez que a geometria dos
implantes ndo permitia a medida da rugosidade diretamente na sua superficie,
foram utilizadas as pastilhas de titdnio, submetidos aos mesmos tratamentos
dos implantes.

O parametro medido foi Ra (média aritmética das rugosidades). O

comprimento de medi¢cdo (fm) é a porgdo da superficie que efetivamente é

avaliada pelo processador, e corresponde a cinco comprimentos de medicao
unitaria, como mostra a Figura 3.3. O Ra é obtido calculando-se o valor médio
aritmético de todos os desvios do perfil de rugosidade da reta média dentro do

comprimento de medida fm. Foram feitas cinco analises em cada amostra.
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Figura 3.3 Ra calculado dentro do comprimento total medig&o (Im).

3.4.2 Ensaio de Molhabilidade

A andlise da molhabilidade (tensdo superficial) nas 3 diferentes
superficies tratadas foi obtida via medida do angulo de contato, o qual pode
variar de 0° a 180° onde menor que 90° caracteriza-se como “molhavel” e maior
que 90° como “nao-molhavel”’, em gota de agua destilada e soro fisiolégico
depositada sobre os discos de titdnio tratados na Conexdo Sistemas de
Préteses.

A condicao de equilibrio da energia interfacial € dada por:

YsL = Ysv - YLv COSO (3.1)
onde:
ysL = energia interfacial da interface solido-liquido;
ysv = energia interfacial da interface sélido-vapor;
yLv = energia interfacial da interface liquido-vapor; e

8 = angulo de contato.

O ensaio de molhabilidade foi realizado em duas solugdes diferentes
(dgua destilada e soro fisiologico) utilizando um Contact Angle Goniometer
(Hamé-Hart Inc. USA). O angulo de contato considerado entre cada
combinacdo superficie-liquido sera a média aritmética de 15 leituras. As
propriedades fisico-quimicas e a energia das superficies podem ser

quantificadas pela molhabilidade da superficie medindo-se o angulo de contato
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de liquidos com a superficie. Os valores do angulo de contato indicam se a
superficie € hidrofilica ou hidrofébica. Esses ensaios foram realizados no
Instituto Militar de Engenharia (IME), no Rio de Janeiro.

Mostra-se na Figura 3.4 a imagem representativa obtida na

determinagao do angulo de contato entre o liquido e a superficie do disco de

titanio.
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Figura 3.4 Imagem mostrando uma gota usada na para determinar o angulo de

contato entre o liquido e a superficie do disco de titanio.

3.5”In Vivo”

3.5.1 Consideracbes Eticas

Todos os procedimentos foram realizados utilizando o método
experimental obedecendo as recomendagdes éticas e legais delineadas para a
experimentacdo animal do Comité de Bioética da FIOCRUZ (Rio de Janeiro -

Brasil).
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3.5.2 Animais

Foram utilizados 12 coelhos entre 8 e 9 meses de vida com 5,0 a 6,0kg
de massa corpérea da ragca Nova Zelandia, tratados de acordo com o protocolo
e normas de pesquisa da FIOCRUZ (Rio de Janeiro, Brasil). Os animais foram
divididos, aleatoriamente, em trés grupos: G1 — Porous® (n=4), e G2 -
Vulcano® (n=4) e G3 — Deposigéo (n=4), acondicionados, individualmente, em
gaiolas de polietileno com tampa em ago inoxidavel, devidamente identificadas
e colocadas em ambiente apropriado (Figura 3.5). As gaiolas foramforradas
para propiciar condigdes favoraveis de higiene. Durante o periodo da pesquisa,
os animais foram mantidos com temperatura controlada de 22 a 26°C e sob
iluminagao constante. A alimentagao foi realizada com o fornecimento de ragao
adequada e agua ad libitum. A troca de maravalha foi realizada diariamente. Os
animais foram pesados no inicio da pesquisa e, semanalmente, até a sua
conclusao, com o intuito de observar quaisquer alteragdes de massa corporal

relacionadas a alimentacao e/ou as condigdes experimentais.

(@) (b)

Figura 3.5 Compartimento com filtragem de ar, controle de temperatura e de

iluminagdo, com capacidade para seis gaiolas individuais (a). Gaiola
em detalhe, com agua, ragdo e maravalha (b).
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3.5.3 Cirurgia

Os animais foram submetidos a processo cirurgico para instalagdo de
implantes de titanio, com dimensdes de 3,3 mm & x 7,00 mm. Cada coelho
recebeu dois implantes totalizando 24 implantes. Os procedimentos cirurgicos
foram iguais para todos os animais e consistiram na inser¢ado de 2 implantes na
tibia direita de cada animal distando 5 mm entre si.

A cirurgia foi iniciada com infiltracdo de anestésico local (mepivacaina
com adrenalina 2%) em torno da area de tecido mole incisada, executando
dessa forma o bloqueio anestésico do campo.

O tosqueamento da area cirurgica foi realizado com tosquiador elétrico,
posteriormente, foi procedida a incisdao por planos no sentido do longo eixo da
tibia distando aproximadamente 4 mm do local da implantagdo dos implantes.
Apobs a incisdo da pele (em torno de 4 cm de comprimento), fascia muscular,
musculo e peridsteo, a tibia foi exposta. As perfuracdes dsseas foram iniciadas
com a broca de 1,5 mm O sob refrigeragdo constante com soro fisiologico, e
subsequentemente, foram usadas brocas com didametros crescentes até a
broca de 2,8 mm . Entao foi executada a instalagcao dos implantes (3.3 mm &
x 7,0 mm de comprimento, auto rosqueantes). A sutura foi realizada por planos,
usando-se fio de sutura vicryl 5-0 para planos internos e mononylon 5-0 para a
sutura da pele, como mostra passo a passo a Figura 3.6.

(@) (b)
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(c) (d)

Figura 3.6 Osso da tibia exposto para insergdo do implante (a); Perfuragbes

Osseas ja executadas (b); Implantes ja instalados (c); Sutura

executada (d).

Os coelhos tiveram sua eutanasia programada para 90 dias (12
semanas) apds a insercdo dos implantes. A eutanasia foi procedida com
overdose de Ketamina seguida de sangria. Em seguida, foi realizada a
dissecgao e coleta das tibias dos coelhos contendo os implantes. O tecido mole
inserido foi removido cuidadosamente. Primeiramente com incisdo até a cortical
Ossea e posteriormente com o destacamento do peridsteo. Deste modo, a
remocgao dos tecidos foi facilitada evitando qualquer contato entre os implantes

e os instrumentos de remogao, Figura 3.7.
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Figura 3.7 Tibias dissecadas (a), implantes expostos (b).

3.5.4 Ensaio de Remocdao por Torque

A resposta Ossea ao tratamento de superficie foi avaliada através da
medigdo dos valores de torque maximo necessario ao cisalhamento da
interface osseointegrada das 24 amostras. O ensaio de torque é um teste
usado como medida indireta da resisténcia da osseointegracdo dos implantes.
Apods 90 dias de cicatrizagao, a forgca maxima necessaria ao rompimento da
interface osso-implante foi medida por uma maquina de ensaios mecanicos
(EMIC Equipamentos, Brasil), Figura 3.8. Neste equipamento foi adaptado um
aparato para possibilitar a realizacdo dos ensaios de torque dos implantes,
instalados na tibia dos coelhos. Esse aparato evita a interferéncia do operador
e, consequentemente, possibilita a obtencdo de resultados mais precisos e
reais. Esses ensaios serado realizados no Instituto Militar de Engenharia (IME),

no Rio de Janeiro.
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Uma célula de carga de 500N, devidamente calibrada, foi usada para
medir a forca aplicada. O valor real do torque aplicado é o produto da carga
aplicada pelo raio do eixo (diametro do eixo de 1,0 cm) do aparato utilizado
para o teste (M = F x R).

(b)

Figura 3.8 Maquina de ensaios EMIC — Equipamentos — Brasil (a). Aparato

utilizado nos ensaios de remocao por torque dos implantes inseridos

na tibia dos coelhos (b).
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3.6 Preparacao dos Neutrofilos

3.6.1 Separacdo dos Neutrofilos em Gradiente de Percoll

Como os neutrdfilos sdo as primeiras células de defesa a interagir com
os implantes, imediatamente apos a sua colocagao, nessa pesquisa optamos
pelo estudo dessa célula.

Sangue venoso periférico fresco foi obtido com uso de seringa tipo luer
de 10 ou 20 mL. O sangue foi coletado, apds consentimento informado, de
individuos saudaveis e n&do usuarios de medicamento.

Foi preparado um gradiente de percoll (Amersham Biociences, Uppsala,
Suécia) com objetivo de purificar neutrofilos, por sua densidade, a partir de
sangue venoso periférico heparinizado. O percoll € composto de particulas de
silica inertes, nao téxicas, que nao aderem as membranas, sendo ideal para
purificacdo de células e organelas. O gradiente foi composto por solugdes a
60% e a 70% de percoll, diluido em solugdo balanceada de sais (HBSS). Tais

solucdes foram preparadas conforme a Tabela 3.2.

Tabela 3.2 Gradientes de Percoll [95].

REAGENTES 60% 70%
(3 ML) (3 ML)
Percoll 100% densidade: 1,130 g/mL 1800 L 2100 L
HBSS (solu¢ao balanceada de sais) 1 X 990 L 645 L
HBSS (solugdo balanceada de sais) 10 X 210 L 255 L

Durante a montagem de um gradiente, adicionou-se lentamente 3mL da
solugéo de percoll 70% ao fundo de um tubo falcon de 15mL, que ja continha
3mL da solugdo de 60%. Em seguida, 3mL de sangue heparinizado, coletado
em material plastico, de forma a se evitar estimulagdo pelo vidro, foram
colocados cuidadosamente por cima da montagem e centrifugados a 400 g por
35 minutos a 22°C em centrifuga de cagamba movel (himac CR 20B2) com

aceleracao/desaceleracao de 2m/segz.
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Apods a centrifugacao, obteve-se um halo de neutrdfilos situado entre os
gradientes de 60% e 70% de percoll, que foi coletado e transferido para um
novo tubo. As hemacias sedimentaram para o fundo do tubo e o plasma,
juntamente com 53 as plaquetas e os demais leucdcitos, permaneceram na

porcao superior do gradiente, Figura 3.9 [95].

Figura 3.9 Inicio da separagao, apos primeira centrifugagéo. Observar “halo”,

onde ha concentragdo de neutrdfilos (Seta) [95 - Adaptado].

A fracdo do plasma foi desprezada e o halo de neutrdfilos foi retirado
diretamente com uma pipeta. As células recolhidas foram lavadas duas vezes
com 10mL de HBSS para retirada de resquicios do percoll e as hemacias
residuais foram lisadas com 3mL de &agua miliQ por 15 segundos. A
osmolaridade foi restaurada apds este tempo, pela adigdo de 9mL de NaCl a
1,2%. Ao final, obteve-se um “pellet’” de neutréfilos, que foi ressuspenso em
500L de PBS contendo calcio e magnésio.

Os preparos das células foram realizados no Departamento de Patologia

Molecular da Universidade de Brasilia — UnB.
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3.6.2 Incubacao dos Neutrofilos nas Diferentes Superficies

Os neutrdfilos foram incubados por diferentes tempos (15 min e 60 min)
nas trés superficies. Apds a colocacdo das células em contato com as
superficies pelos tempos referidos, as células foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura.

Apds a exposigdo dos neutrofilos as superficies de Ti, as amostras
foram cobertas com uma solucdo fixadora de Karnovsky (paraformaldeido a
2%, glutaraldeido a 2% e sacarose a 3%), seguido de tamponamento (solug¢ao
de cacodilato de sodio 0,1 mol/L, pH 6,4 a 7,4). Esse € um método
rotineiramente utilizado no preparo de amostras a serem analisadas por MEV.

A cultura das células sobre as superficies foram realizadas no

Departamento de Patologia Molecular da Universidade de Brasilia — UnB.

3.7 Preparacgéo da Fibronectina

A fibronectina (FN) € um dos componentes da matriz extracelular (MEC).
Ela é uma glicoproteina dimérica encontrada em todos os vertebrados sob
duas formas fundamentais: soluvel (plasma sanguineo e outros fluidos) e
insoluvel (MEC de diversos tecidos). Possui peso molecular entre 440.000 e
500.000 daltons. Cada subunidade possui uma por¢cdo aminoterminal e uma
porcao carboxiterminal. Pontes de dissulfeto ligam uma subunidade a outra na
regidao préxima a porgcao carboxiterminal de cada uma delas. Possuem dobras
que levam a remodelagao estrutural e diversas conformacgdes de acordo com o
meio. Um dos objetivos dos tratamentos da superficie dos implantes é criar
propriedades superficiais que favoregcam o desdobramento e o alongamento da
FN para aumentar sua ligacdo e fixagdo na superficie do implante. Todo o
trabalho com as proteinas (FN) e células osteoblasticas foram realizadas no
Instituto de Biofisica da UFRJ, Rio de Janeiro - RJ.
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3.7.1 Incorporacéo de Fibronectina

A FN sérica humana (Sigma) foi diluida (10pug/mL), pH 4,5, em solu¢ao
tampéao acetato de sodio 20 mM (Reagen) previamente filtrado. Foi adicionado
NaCl a solugdao para que a forca ibnica do meio se mantivesse a 0,145 —
0,150mol.dm™,

As amostras foram recobertas, ou ndo (controle), com fibronectina na
temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, os substratos com FN
foram lavados com PBS (solugdo salina tamponada [0,15M] com fosfato
[0,01M] e pH 7,2) para retirar as moléculas nao adsorvidas. Um a dois minutos
apods o descolamento das moléculas adsorvidas com o auxilio da tripsina 0,1%
e PBS, foi retirado o excesso e a solucédo resultante foi recolhida para ser
levada ao espectrofotdmetro Spectrum 22 PC para quantificar as moléculas
adsorvidas. A espectrofotometria foi utilizada para determinar a absorbancia da
FN nas superficies (concentracdo da proteina nas solugbes que absorve
radiacédo). Foram realizados controles negativo (PBS) e positivo (suspenséao de
FN 100ug/mL). O comprimento de onda utilizado foi de 550 nm (leitura para

proteinas).
3.7.2 Cultura de Osteoblastos

As células osteoblasticas foram mantidas em garrafas de poliestireno
contendo meio de cultura Dmem com baixa concentracdo de glicose (Gibco),
10% de soro fetal bovino (Soromed), 1% de solu¢do de aminoacidos essenciais
(minimim Essencial amino acid solution 100x, Sigma), acido ascérbico (0,15
g.L™", Sigma) tamponado com Hepes 10mM (Sigma) e NaHCOs3; 14,3 mM
(Reagen). O pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,2. As culturas foram
mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO.,. Para transpor as
células da garrafa de cultura estoque aos substratos de ensaio de adeséao, foi
utiizada a técnica de deslocamento enzimatico das células. Culturas
confluentes foram tratadas com tripsina 0,2% (Difco) e EDTA 0,02% (Sigma)
em solucdo salina (NaCl 0,8% [Reagen] ; KCI 0,01% [Sigma]; NaHPO4.7H,0
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0,29% [Reagen] e KH,PO4 0,02% [Sigma)], em agua) por 5 minutos a 37 °C.
Apos este tempo as células desprendidas foram coletadas e a agao proteolitica
da tripsina foi inibida pela adigdo de soro fetal bovino a solu¢do. Em seguida a
suspensao foi centrifugada a 1500 rpm a 22 °C e o pellet obtido foi
resuspendido em meio de cultivo sem soro fetal bovino. A concentragao/
densidade celular da suspensao obtida foi estimada por contagem em camara

hematimétrica de Neubauer.
3.7.3 Interacao das Células com as Amostras Recobertas por FN

Apds a contagem da concentragdo celular da suspensdo em cémara
hematimétrica, 10° células/mL foram levadas a interagir com as amostras, com
e sem recobrimento de FN, totalizando quatro grupos (Porous®, Porous® com
FN, Dopado com Na e F e Dopado com Na e F com FN). Apés 1 hora de
interacdo, os sobrenadantes foram descartados e as células associadas
(adsorvidas e aderidas) as superficies foram lavadas com PBS e fixadas
utilizando glutaraldeido 92,5% em PBS). O glutaraldeido foi utilizado como
fixador por exercer sua fungdo sem danificar a integridade da célula (contém
dois grupos funcionais que fazem ligagdo com duas proteinas). Deve-se evitar
o uso de formaldeido (um grupo funcional apenas) para fixar as células, ja que
este procedimento deforma as células. Apds fixagcdo, as células foram

tripsinizadas e contadas em camara hematimétrica de Neubauer.
3.7.4 Radioatividade das Superficies com Osteoblastos

O cultivo das células osteoblasticas humanas, HOB, foi realizado para
avaliar a adesao e a proliferacéo celulares através de contagem por cintilagéo
liquida. Culturas confluentes de HOB foram descoladas com tripsina, lavadas e
novamente contadas em camara hematimétrica. Em seguida, a cultura foi
resuspendida em Dmem contendo soro e [°H]-timidina (1143 cpm). Apds sua
incorporagao por um periodo de 12 horas, a cultura confluente foi novamente

descolada e lavada em Dmem sem soro e um cintilador liquido (Beckman,
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Rack IIl) foi utilizado para se avaliar a radioatividade associada as células. Os
valores resultantes foram expressos em contagens por minuto ou cpm. Essas
células incorporadas com [*H]-timidina foram associadas as diferentes
superficies por um periodo de trés horas. As contagens foram realizadas apos
uma, duas e trés horas. Este método de avaliacdo do comportamento celular
permite a reprodugdo do estudo de maneira precisa, favorecendo a
aplicabilidade futura da incorporacdo de FN as superficies de implantes

dentarios.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Preparacao das Amostras

Os implantes com tamanho especial 3,3 mm & x 7,0 mm de
comprimento foram submetidos aos tratamentos de superficie (Porous®,
Vulcano Actives® e Deposicao Nanométrica), Figura 4.1, e enviados para a
CBE EMBRARAD para serem esterilizados por radiagdo gama. A Figura 4.2

mostra a embalagem tipo blister apds serem irradiados por radiagdo gama.

(a) (b) (c)
Figura 4.1 Implantes osseointegraveis com diferentes tratamentos de superficie

(a) Porous®, (b) Vulcano Actives® e (c) Deposicao Nanométrica.

Figura 4.2 Implante estéril com tratamento Porous® - Conexdo Sistema de

Proteses na embalagem blister.
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A caracterizagao morfologica via FEG/EDS e espectroscopia RAMAN

foram realizadas utilizando implantes estéreis, como mostra a Figura 4.3.

¥ . ol

Figura 4.3 Embalagem do implante com suporte especifico para o tubo que

contém o produto e monta implante.

Os discos de titanio utilizados para caracterizagcao espectroscopica XPS
e difracdo de raios X foram submetidos ao mesmo tipo de tratamento de
superficie que os implantes e a Figura 4.4 mostram o aspecto superficial

dessas amostras.
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Figura 4.4 Discos de titanio tratados superficialmente.
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4.2 Caracterizagcdo Morfologica

Foi realizada a caracterizagdo da superficie dos implantes
osseointegraveis através de FEG/EDS. As Figuras de 4.5 a 4.7 mostram as
micrografias eletrbnica de 3 superficies estudadas, ataque acido, anodizada e

com deposi¢cao de nanoparticulas, respectivamente.

AccV  SpotMagn Det WD Exp F———— 200w i
260KV 20 166x SE 118 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG UFSCar - DEMa - LCE - FEG
% s = gy ~ _:r_ - T A g W =L TS

A,

Accy SpotMagn Det WD Bp F—— 1ym

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 2pm
UFSCar - DEMa - LCE - FEG 1250kV 2.0 20000x SE 119 1 UFSCar - DEMa- LCE - FEG

25,0k\/2’g 10000x SE 1191
e 7

Figura 4.5 Micrografias eletrénicas de varredura da superficie Porous®.

A Figura 4.5 mostra as micrografias da superficie do implante Porous®
da Conexao Sistemas de Préteses. Esta superficie comercial é obtida através
do tratamento de imersdo do titanio em solug¢des acidas, promovendo o ataque
quimico e produzindo uma microtopografia caracterizada por cavidades de 1 a

4 uym de didmetro circundadas por micropicos afilados. As rugosidades desta
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superficie ao contrario da superficie usinada ndo exibem uma orientagcéo
preferencial e por isso o ataque acido produz uma superficie com
caracteristicas topograficas isotrépicas.

A Figura 4.6 apresenta as micrografias da superficie de implante que foi
submetida ao tratamento de oxidagdo anddica em presenca de ions calcio e
fésforo (CalP).

F————— 10m
DEMa - LCE - FEG

5 pm Det WD Fxp F——
DEMa - LCE - FEG 0 SE 1211 UFSCar - DEMa - LT

Figura 4.6 Micrografias eletrbnicas de varredura da superficie Vulcano
Actives®.

As reacgbes de oxidagcado que ocorrem na superficie do implante durante
a anodizagao acontecem com a formagédo de gases, principalmente H, e Oy,
cuja concentragdo aumenta a medida que se eleva a taxa de formagdo do
oxido [1].
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A densidade e o tamanho dos poros estdo diretamente ligados a
corrente aplicada quando consideramos o mesmo eletrdlito. Quanto maior a
densidade de corrente aplicada, maior a concentragcdo de gases formados
durante a reacdo, acima do potencial de “breakdown”. O aumento da
densidade das microbolhas induz a sua coalescéncia com formacgao de bolhas
de maior didametro que ao se encontrarem dao origem a interconexao dos poros
na superficie [1]. Este mecanismo poderia explicar os varios diametros dos
“vulcdes” presentes nessa superficie.

Também pode ser observado em alguns pontos da superficie,
principalmente em maiores aumentos, o surgimento de defeitos semelhantes a
trincas na cobertura. Esses defeitos podem ter se originado em consequéncia
das propriedades do material formado na superficie. Sendo um material
ceramico, o oxido de titanio € um material fragil. Durante a formagao do 6xido a
taxa de crescimento dessa camada pode ser elevada devido a corrente
empregada na reagdo de oxidacdo. Dessa forma, podem ter sido geradas
tensdes de tragdo acima do limite de resisténcia do material ocasionando,
consequentemente, a fratura da camada do 6xido.

Estudos realizados por Sul Y.T., 2001b [38], 2002d [88], 2002f [89]
demonstram que a topografia dos implantes de titédnio obtida apds a reagao de
oxidacdo anddica da superficie € dependente, entre outros parametros, da
composi¢cao quimica da solucao eletrolitica.

A Figura 4.7 apresenta as micrografias da superficie de implante que foi

submetida ao tratamento de deposigcdo nanométrica de Na e F.
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Figura 4.7 Micrografias eletrénicas de varredura da superficie com deposi¢cao

de nanoparticulas (Na/F).

Pode ser observado que a topografia dessa superficie (Figura 4.7)
apresenta semelhanga com a apresentada na Figura 4.5. Porém a superficie é
composta por picos menores, arredondados, mais homogéneos e crateras
rasas. A distribuicdo das rugosidades possui caracteristica isotropica, mesmo
quando observadas em aumentos menores.

Esta mudanca da altura dos picos € uma consequéncia da elevada
reatividade dos ions fluor e sddio e a suscetibilidade quimica do éxido de titanio
a estes ions. Estes resultados estdo de acordo com os resultados dos
trabalhos de Ellingsen, 1995 [6], 2004 [47], de Johansson, 2003 [48] e Cooper
et al.,, 2006 [51] onde as superficies de implantes de titAnio submetidas a
tratamento quimico por fluoretos apresentaram valores menores de rugosidade
Ra apos os testes, demonstrando assim, uma superficie mais lisa apdés os
tratamentos com fluoretos. Estes resultados demonstram que as superficies de
titdnio sofrem corrosdo, com diminui¢do da rugosidade superficial, quando sao
imersos em solugdes de fluoretos, havendo ataque quimico preferencial das
arestas dos picos da superficie.

Com aumentos de 10000 e 20000 vezes é possivel observar a presenca
de nanoparticulas distribuidas uniformemente sobre a superficie do implante, o

que mostra a caracteristica hibrida desse tratamento, pois as cavidades
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provenientes do ataque acido sao de ordem micrométrica, variando de 1 — 4um
de didmetro, enquanto as particulas sdo menores do que 100nm.

As superficies das Figuras 4.5 e 4.6 apresentam uma topografia rica em
poros e apresentam bons resultados clinicos, principalmente por possibilitar o
crescimento 6sseo no seu interior aumentando o travamento mecanico [42, 53,
55, 62, 65]. Sua topografia pode induzir alteracdes fenotipicas apropriadas das
células nas primeiras semanas de cicatrizagdo. Os trabalhos de Sul Y.T., 2004
[18] e 2005b [90] demonstraram que as superficies tratadas por oxidacdo em
presenca de calcio e que possuem topografia porosa semelhante a superficie
da Figura 4.7 apresentam o6timos resultados de remogao por torque e de
contato osso-implante in vivo quando comparadas as superficies usinadas.
Nestes trabalhos, os autores atribuiram o sucesso obtido a um conjunto de
propriedades superficiais do 6xido como rugosidade, cristalografia, espessura,
porosidade e composigao quimica. Porém, o papel de melhorar o travamento
mecénico foi atribuido a porosidade da superficie, juntamente com a
rugosidade do implante pelo crescimento de tecido 6sseo no seu interior,
enquanto a composigao quimica da superficie seria responsavel pela unido
bioquimica com o 0sso. Esta hipotese se baseia nos seguintes conceitos: como
a osteogénese e a maturagdo 6ssea sao processos biolégicos relativamente
lentos, e o periodo de cicatrizagdo empregado nesses trabalhos foi curto (seis
semanas), para a realizagdo dos testes de remogdo por torque, a maior
estabilidade apresentada pela interface osso-implante parece pouco provavel
ter sido consequéncia do crescimento do tecido 6sseo no interior dos poros.
Assim, os resultados sugerem que a composi¢ao quimica possa ter um papel
preponderante nas primeiras semanas de cicatrizacdo e que a porosidade e
rugosidade contribuiriam para os resultados positivos nos periodos mais tardios
da implantacgéao, através do crescimento de tecido ésseo no interior dos poros e
rugosidades aumentando assim a resisténcia ao cisalhamento da interface
osseointegrada.

A superficie mostrada na Figura 4.7 por apresentar topografia muito
semelhante a superficie Porous® consagrada na pratica clinica e por possuir

caracteristicas hibridas (nano e micrométricas) possuem alto grau de
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previsibilidade de sucesso clinico, tendo em vista que as reagdes bioldgicas
ocorrem nessas escalas [47,73,74,75,76,77,78,80,81,82,83].

A composi¢cado quimica das superficies apds o tratamento foi analisada
por espectros de EDS. As analises foram executadas da mesma forma em
todos os implantes. Foram obtidos espectros no vale entre as terceiras e
quartas roscas, a partir do topo dos implantes, utilizando-se as mesmas
condigbdes operacionais, como distancia de trabalho (WD), corrente do feixe e o
tempo de contagem que foi de 100 segundos. Os resultados da anadlise
executada refletiram a composi¢cao quimica média do campo escolhido.

A Figura 4.8 mostra os espectros de EDS dos implantes com tratamento

superficial.
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Figura 4.8 Espectro de EDS de implantes tratados com ataque acido —
Porous® (a), anodizados — Vulcano Actives® (b) e dopados com

nanoparticulas (c).

A Figura 4.8 mostra o resultado da analise quimica da superficie dos
implantes obtida através de EDS. Observa-se que a superficie Porous® (Figura
4.8 (a)) é composta por Ti. A superficie do implante Porous é obtida por ataque
acido seguido do tratamento de limpeza e passivagdo com HNOs3. A elevada
concentracdo de titAnio neste caso demonstra em parte, a interferéncia do
substrato metalico na composi¢cao quimica da superficie, uma vez que a
profundidade de interacdo do feixe de elétrons com a superficie ultrapassa a
espessura da camada de 6xido. Sendo assim, o sinal recebido pelo detector de
raios X reproduzira as informagdes da camada do substrato metalico com o
qual o feixe interagiu.

Dessa forma é possivel observar um forte sinal de titanio metalico no
espectro, o que é o reflexo das elevadas concentracbes de titdnio na
composi¢cao quimica. A auséncia de oxigénio aponta, juntamente com os
valores de concentragcédo do titanio, que o processo de tratamento empregado
nao tem o objetivo principal de aumentar a espessura da camada de Oxido,
mas apenas alterar a topografia produzindo um padrdo especifico de
rugosidade. Além disso, o tratamento de passivagdo apds o ataque acido é

empregado somente na obtencdo de uma camada de 6xido uniforme capaz de
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proteger a superficie do implante das degradacbées quimicas e assim evitar
reacdes indesejaveis com 0 meio bioldégico. Embora o 6xido de titanio, quando
formado na superficie do implante, ndo possua uma estequiometria fixa
podemos presumir apoiados nos valores das concentragcdes de titanio,
auséncia de oxigénio e também do tratamento empregado, que o 6xido da
superficie possui espessura muito pequena.

O processo de oxidagdo anddica pode ter como resultado principal o
aumento da espessura da camada superficial devido o aumento da oxidacao
do titanio metalico. Sendo assim, as informagdes sobre a concentracdo de
oxigénio e titanio, Figura 4.8 (b), sugerem que possa ter havido o aumento da
espessura da camada de Oxido durante o processo de anodizagdo, muito
embora, devido a auséncia de estequiometria fixa do 6xido, seja necessario o
emprego de técnicas mais sensiveis de analise quimica de superficie para
confirmar tal suposicao.

Embora tenha sido observado o aumento da concentragdo de oxigénio e
o decréscimo da concentracdo de titdnio indicando a possibilidade do
crescimento da camada de Oxido da superficie durante o processo de
tratamento por oxidagao, existe a necessidade do emprego de técnicas mais
sensiveis de analise quimica de superficie tais como o XPS, para que este
comportamento possa ser confirmado com propriedade.

A composigdo quimica da superficie dopada com nanoparticulas
apresentou os elementos Na e F, Figura 4.8 (c). Comparando a composigao
quimica desta superficie com a composi¢gao quimica da superficie Porous®,
Figura 4.8 (a), podemos observar que ha uma indicagdo de que concentragao
superficial do titdnio aumentou e o oxigénio continua ausente na superficie.
Pode-se notar que os elementos fluor e sédio foram incorporados a superficie
ainda que em baixas concentragoes.

Um fator importante observado nos resultados da analise quimica das
superficies Porous® e dopada com nanoparticulas foi a auséncia de oxigénio.
Estes resultados sdo discutiveis, uma vez que esta superficie foi imersa em
solugdo aquosa de fluoretos, portanto, esteve em contato com meios onde o

oxigénio se encontrava presente, o que indica que a bolha de interagdo do
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feixe de EDS com o substrato esta suplantando a baixa concentracdo de
oxigénio presente na superficie na forma de 6xido.

E claramente demonstrado que a superficie metdlica do titanio é
altamente reativa, sendo necessarios apenas décimos de milisegundos para
que ocorra a oxidagao. Quando a superficie € exposta a meios que contenham
atomos de oxigénio ocorre entdo a formacdo do Oxido que é estavel
quimicamente em diversos meios [1]. Por outro lado os fluoretos sao elementos
com elevado potencial de corrosdo que prontamente atacam a superficie do
oxido, e reagem com o titdnio metalico subjacente levando a formacgéao de
fluoreto de titanio e hidrogénio como subprodutos [37]. O tratamento da
superficie com ions Na e F consistiu na imersdo do implante de titanio em
solucao de fluoretos e sddio. Os resultados da analise quimica desta superficie
indicam ter havido reacao dos elementos quimicos presentes na solugdo com a
camada superficial do Oxido resultando em sua corrosdo. Desta forma,
poderiam ser justificados os resultados das analises que mostraram o aumento
da concentragao de titanio e a auséncia do oxigénio com a presenga de fluor e
sodio na superficie apdés o tratamento. Por outro lado, pode ser levantada a
hipétese de que ainda que os fluoretos e o hidrogénio reagissem com a
superficie do oOxido, promovendo sua corrosdao com liberacdo de oxigénio,
hidrogénio gasoso, formacdo de H,O e produtos de corrosdo, ainda assim,
seria formada uma camada oxidada devido as condigdes em que foram
realizados os tratamentos. Ja foi comprovado que a superficie do titanio na
presenca de atomos de oxigénio sofre oxidagao espontanea e instantadnea com
a formacao de camada inerte de 6xido e que uma superficie metalica pura so é
obtida em condi¢des laboratoriais extremamente controladas, permanecendo
assim somente enquanto estas condicbes forem mantidas [37]. O que nos
parece mais razoavel, e poderia justificar a auséncia de oxigénio nos
resultados das analises quimicas desta superficie com mais propriedade, seria
o fato da analise por EDS ter sido incapaz de detectar o oxigénio em baixas
concentracdes nas quais supostamente este elemento estaria presente.

O oxigénio € um elemento de baixo numero atébmico, portanto, um

elemento leve da tabela periddica. O EDS € uma técnica de analise quimica
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geralmente aceita como qualitativa e semi-quantitativa, entretanto, a
capacidade de deteccdo e quantificacdo de elementos leves da tabela
periodica é reduzida e em alguns casos € até mesmo incapaz de identifica-los.
Consequentemente, a auséncia de oxigénio na composigdo quimica desta
superficie pode ser justificada pela incapacidade de discriminagao, por parte da
sonda, de baixas concentracdes de oxigénio presentes na superficie e ndo pela
auséncia do proprio elemento. Para obter resultados mais precisos da
composi¢cao quimica da superficie de implantes modificados pelo processo de
oxidagdo anddica, torna-se necessario o emprego de técnicas de analise
superficial que sejam mais sensiveis na deteccao de elementos leves e que
possam estar presentes em concentragcdbes muito reduzidas. Para essa
finalidade foi empregada a analise de superficie através da espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (XPS) entre outras técnicas.

A composig¢ao quimica da superficie € uma propriedade importante nos
implantes de titdnio e a modificacdo adequada desta propriedade com a
introducdo de elementos quimicos especificos que afeta favoravelmente os
resultados clinicos. O calcio e o fésforo presentes na camada de oOxido da
superficie dos implantes sdo capazes de aumentar o contato osso-implante e
os valores de remocgao por torque, pois podem fornecer sitios na superficie
para nucleacao de cristais de fosfatos de calcio facilitando a mineralizagao da
superficie, tornando-a quimicamente similar ao tecido 6sseo; podem facilitar a
adesao de proteinas de ligagao celular (fibronectina e vitronectina) através da
ligagdo com os dominios RGD destas proteinas; e é capaz de ativar
subunidades a e B das integrinas da membrana celular e assim, facilitar a
ligacdo e adesdo dos osteoblastos a superficie dos implantes [46]. O caélcio &
capaz de aumentar o ponto isoelétrico do titanio tornando sua superficie mais
positiva no bioliquido. O aumento da concentragcao de cargas elétricas positivas
na superficie promove forte atracdo sobre os fosfatos. Uma vez que a
concentracido de fosfatos na superficie tenha se elevado existird maior atracéo
pelo calcio consequentemente aumentando a precipitacdo de cristais de fosfato
de calcio na forma de apatitas bioldgicas. Simultaneamente uma parcela do

calcio presente na superficie € dissolvida, devido a queda do pH local
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promovida pelo processo inflamatério. Quando os implantes de calcio sao
introduzidos no tecido 6sseo, ha um aumento da saturagdo de calcio nas
vizinhangas da superficie, aumentando assim, a cinética de precipitagcao dos
fosfatos de calcio.

Os bons resultados clinicos apresentados pela superficie contendo
calcio pode ser atribuido pela resposta éssea melhor observada nos estagios
precoces da cicatrizacdo, também através de um mecanismo proposto de
ligacdo quimica entre a superficie e as proteinas polianidbnicas que possuem
um papel importante na ligagao das células ésseas a superficie dos implantes
de titanio [18]. Recentemente foi mostrado que o0 magnésio incorporado a
superficie dos implantes de titanio também é capaz de melhorar as respostas
teciduais obtendo-se elevados valores de remogao por torque e contato osso-
implante medida por frequéncia de ressonancia. Através destes resultados tem
sido demonstrado que a ligacdo bioquimica do tecido ésseo com a superficie
do implante é altamente influenciada pela presenca e concentracdo de ions
divalentes como calcio e magnésio na camada superficial do 6xido do titanio
[90,92].

Analises de XPS foram realizadas para quantificar a porcentagem dos
elementos presentes na superficie dos implantes com os diferentes
tratamentos de superficie. A Figura 4.9 mostra o espectro em alta resolugao

para o 6xido de titanio presente na superficie do implante Porous®.
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Figura 4.9 Espectro de alta resolugdo de XPS mostrando o pico duplo do Ti 2p

em 459eV e 464eV para o implante Porous® indicando que a

camada de 6xido formada na superficie do implante € composto por
TiO..

Na superficie Porous® apenas o Ti e o O s&o esperados, pois a solugao

utilizada no tratamento e o processo de fabricagdo nao propiciam a adesao de

nenhum outro elemento na superficie do implante.

A Figura 4.10 mostra o espectro completo obtido por XPS para o

implante Vulcano Actives®. Observa-se a presenca de picos caracteristicos da

presenca dos o6xidos de titanio, calcio e fosforo, bem como de carbono.
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Figura 4.10 Espectro completo de XPS para uma ampla faixa de energias da

superficie Vulcano Actives®.

Através da intensidade dos picos obtidos foi possivel quantificar as
composicoes relativas do Ti, Ca e P, as quais sdo apresentadas na Tabela 4.1.
Com base nos dados da Figura 4.10 é possivel constatar que superficialmente
ha a presenca de Oxido de titanio enriquecido com Ca e P. Nota-se também
que a porcentagem relativa de éxido de titdnio € bem inferior a concentracéo de

Ca e P, como mostra a Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Percentual e energia determinada por XPS dos componentes

presentes na superficie dos implantes Vulcano Actives®.

Componentes Porcentagem (%) Energia (eV)
TiO, (Rutilo, Anatase) 15 457,8 e 459,1
Ca 49 347,7

P 36 133,7
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O carbono é sempre encontrado na superficie do titdnio de tal forma que
o processo de limpeza mais meticuloso é incapaz de eliminar totalmente [37]. O
mais breve contato com o ar atmosférico expde a superficie a presenca destes
contaminantes, que assim, serdao prontamente adsorvidos.

O espectro de XPS em alta resolugéo revela picos de energia para o Ti
2p, Figura 4.11, na camada de TiO,. O espectro de XPS indica que a
composi¢ao quimica da superficie do 6xido dos implantes obtidos por oxidacao
micro arco (OMA), consiste principalmente de TiO,. A matriz oxidada incorpora
os ions Ca e P, Figura 4.12 e Figura 4.13, respectivamente. Isto também é
observado pela presenca relativamente mais baixa de Ti do que Ca e P. Os
valores obtidos por XPS representam a composicdo superficial do o6xido,
porque a interacdo do feixe de elétrons interage com as primeiras camadas

atbmicas.
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Figura 4.11 Espectro de alta resolugao de XPS mostrando o pico duplo do Ti 2p
em 459eV e 464eV para o implante Vulcano Actives® indicando que
a camada de oxido formada na superficie do implante anodizado é

composto por TiO..
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Figura 4.12 Espectro de alta resolugao de XPS mostrando o pico referente ao

elemento Ca 2p em 348 eV e 351 eV contido na superficie do

implante Vulcano Actives®.
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Vulcano Actives®.
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O implante dopado com nanoparticulas de Na e F, ndo apresentaram
picos representativos desses elementos, foi observado apenas pico de Ti, da

mesma forma que o implante Porous®, como mostra a Figura 4.14.
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Figura 4.14 Espectro de alta resolugdo de XPS mostrando o pico duplo do Ti 2p
em 459eV e 464eV para o implante dopado com nanoparticulas de
Na e F indicando que a camada de 6xido formada na superficie do

implante € composta por TiO,.

A técnica de XPS permite identificar o estado de ligagdo de um elemento
quimico com base em suas energias de ligacdo. Esta técnica permite
diferenciar o estado de oxidagao do titanio na superficie na forma de anatase
ou rutilo. No entanto, esta analise s6 € possivel em camadas finas de 6xido. O
feixe do XPS interage somente com as primeiras camadas atbmicas da
superficie € ndo possui capacidade de penetracdo. Para a analise de maiores
espessuras é necessario remover camadas atdmicas por “sputtering” usando
um feixe de ions e, a cada camada removida faz-se a analise da nova
superficie exposta. Com este procedimento, obtem-se o perfil da composicéo

ao longo da espessura da camada que recobre a amostra.
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O feixe de particulas usado na difracdo de raios X possui maior
capacidade de penetracao que o feixe XPS. Com a técnica utilizada de difracéao
de raios X determina-se a estrutura cristalina das fases presentes em camadas
espessas. Portanto, as técnicas de difracdo e XPS sdo complementares.

A Figura 4.15 mostra o difratograma de raios X para o implante Porous®

[93 - Adaptado] é possivel observar um predominio do 6xido tipo rutilo.
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Figura 4.15 Espectro de difracdo de raios X da superficie Porous®. [93-
Adaptado].

A analise do espectro de difracdo de raios X da superficie Porous® na
Figura 4.15 mostra a presenca de fases cristalinas de hidreto de titanio (TiH) e
titdnio metalico. Sabe-se que a superficie Porous® (Conexdo Sistemas de
Implantes) € submetida a tratamento superficial por imersdo em solucdes
acidas. O hidreto de titanio € um subproduto encontrado em superficies de
titanio tratadas com acido fluoridrico [94]. Quando os cristais de hidreto de
titAnio estdo presentes na superficie, as células osteoblasticas do tipo MG63
mostram aumento na atividade especifica da fosfatase alcalina, uma enzima

marcadora da diferenciacdo osteoblastica. A presenga da fosfatase alcalina
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geralmente esta associada ao decréscimo da proliferagao celular e aumento da
diferenciagao fenotipica das células com aumento da atividade osteogénica. A
composicdo quimica age sinergicamente com outras propriedades da
superficie para tornar os implantes mais osteocondutores. Sendo assim, a
presenca dos cristais de hidreto de titanio na superficie Porous, pode ser um
fator que agindo sinergicamente com outras propriedades poderia aumentar a
biocompatibilidade desta superficie. Entretanto, estudos mais especificos
devem ser conduzidos no futuro com o objetivo de determinar o papel
especifico dos cristais de hidreto de titdnio na superficie dos implantes de
titanio em relagao aos resultados da osseointegracéo.

Foi obtido o difratograma de raio X do implante Vulcano Actives®, o qual
mostra a presenca de oxidos de titdnio na forma estrutural de rutilo e anatase,
aparentemente com maior porcentagem deste ultimo, Figura 4.16. Devido a
pequena espessura da camada de 6xido da amostra e a intensidade do feixe
usado na difrac&o, este penetrou completamente a camada de 6xido e atingiu o

substrato, justificando-se a presenga do titanio no difractograma.
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Figura 4.16 Difratograma de raios X da superficie Vulcano Actives® Conex&o
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Comparando os dados obtidos por XPS com os resultados obtidos por
difragdo de raios X conclui-se que os elementos Ca e P encontram-se
dispersos em altas concentragdes, preferencialmente nas camadas mais
externas do 6xido formado por oxidagdo micro arco.

A Figura 4.17 mostra o difratograma de raios X para o implante dopado
com nanoparticulas de Na e F [93 - Adaptado]. E possivel observar um
predominio do 6xido tipo rutilo e a presencga da fase de hidreto de titanio, assim

como mostrado no difratograma da superficie Porous®, Figura 4.15.
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Figura 4.17 Espectro de difragcdo de raios X da superficie dopada com

nanoparticulas de Na e F [93-Adaptado].

As alteragdes produzidas pela oxidacdo anddica, geralmente vém
acompanhadas da mudanca cristalografica do oOxido pelo aparecimento de
fases cristalinas de anatasio e algumas vezes de anatasio e rutilo misturadas
ao Oxido amorfo [46,88,89]. Embora no presente trabalho ndo tenha sido
analisada e medida a espessura da camada da superficie apds os tratamentos
executados e por isso nao possa ser concluido com propriedade o crescimento

da camada de Oxido, é possivel presumir tal resultado, uma vez que a
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mudanca do 6xido amorfo para uma mistura de amorfo com presenca de fases
cristalinas de TiO, é uma caracteristica determinante do aumento de
espessura. A espessura final e o tipo de fase cristalina presente, assim como
sua proporcado, dependerdo da escolha e combinacdo entre os diversos
parametros usados durante a reacdo de oxidagao, tais como, densidade de
corrente, tipo de eletrolito, concentragao e temperatura da solugao [38].

Tem sido discutido em varios trabalhos cientificos o papel da
cristalinidade da camada de oOxido do titdnio nos resultados obtidos in vivo
usando-se modelos animais [38]. Melhores respostas Osseas foram
determinadas em testes de remocao por torque, freqiéncia de ressonancia e
analise histoquimica nos implantes que possuem fases cristalinas de anatasio
e rutilo com anatasio misturadas a fase amorfa do éxido da superficie, quando
comparados aos implantes que possuem apenas 6xido amorfo [36,43]. Até o
momento ndo é conhecido o papel preciso desempenhado pela cristalinidade
do oxido de titdnio nos resultados positivos de osseointegragao relatados na
literatura. No entanto, ha uma indicacdo de que o 6xido mais cristalino possa
reduzir a cinética de dissolugao da superficie reduzindo consequentemente os
produtos da degradacao liberados no meio biolégico. Desta forma, as
interacbes da superficie do implante com o meio biolégico, podem ser
melhoradas, principalmente as interagdes iniciais com as biomoléculas, uma
vez que foi demonstrado a ocorréncia de maior adesdo de proteinas a
superficies de titdnio que apresentam fases cristalinas de rutilo e anatasio em
seus Oxidos.

Através das analises de XPS e difracdo de raios x foi possivel identificar
a presenca dos Oxidos rutilo e anatase na superficie do implante Vulcano
Actives, porém nao foi possivel quantificar qual fase esta presente
predominantemente. Assim, foram feitas analises dos Oxidos de titanio por
espectroscopia RAMAN. A espectroscopia RAMAN s6 revelou picos na
superficie anodizada, ndao sendo possivel aplicar essa técnica na superficie
Porous® e dopada com nanoparticulas de Na e F, pois devido ao filme 6xido
nessas superficies serem pouco espessos a interagao do raio laser nao foi

sensivel aos detectores do equipamento.
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A espectroscopia RAMAN se da quando um feixe de luz monocromatico
interage e é espalhado pelas moléculas de um composto, verifica-se que uma
pequena parte da luz espalhada tem uma frequéncia que difere da radiacao
incidente. Os espalhamentos causados pelas colisdes dos fétons incidentes
com as moléculas da amostra podem ser classificadas em 3 diferentes
maneiras:

1) Elastica com a mesma energia do féton incidente (Rayleigh)

2) Inelastico com perda de parte da energia do féton incidente (Stokes)

3) Inelastico e com espalhamento em uma energia maior do que o féton
incidente (Anti Stokes)

A maior parte das colisbes de fotons incidentes no material € elastica.
No espalhamento Rayleigh apds a interacdo a molécula volta ao estado inicial
de energia sem que altere a frequéncia. Entretanto cerca de 1 molécula em um
milhdo sofre espalhamento inelastico que envolve uma troca de energia
quantificada entre a molécula e o féton incidente e a molécula entra entdo num
estado vibracional que é captado pelos detectores RAMAN.

A Figura 4.18 mostra o espectro RAMAN para a superficie Vulcano
Actives®.
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Figura 4.18 Espectro RAMAN mostrando bandas caracteristicas da fase

anatase na superficie do implante Vulcano Actives®.
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A Tabela 4.2 mostra os picos caracteristicos das fases rutilo e anatase
[45]. Através dos valores tabelados foi possivel observar que a fase anatase é
a predominante na superficie do implante anodizado, como mostrou a Figura
4.18.

Tabela 4.2 Picos caracteristicos de espectroscopia RAMAN para fase rutilo e

anatase [45].

Oxidos Raman (cm™)
TiO (Rutilo) 143,9 — 236,6 — 446,1 —610,0
TiO2 (Anatase) 145,6 — 395,0-514,2-642,5

A literatura sugere que a osseointegracao € favorecida na presencga de
oxido de titdnio na forma de rutilo e menos favorecida na forma de anatase.
Este fendmeno ainda ndao é bem compreendido na literatura. No entanto, este
trabalho mostra que, independentemente da forma cristalina do éxido de titanio,
o fator mais importante € a composicdo da superficie imediatamente em
contato com o organismo. Considerando que a interagao entre as células e a
camada de o6xido ocorre em distancias atdmicas a mudanga na composicio
quimica que ocorrem em nivel atdbmico pode influenciar na biocompatibilidade e
no prognostico da osseointegracédo do implante.

Com base nos trabalhos publicados e nos estudos in vivo da superficie
Vulcano Actives® da Conexao Sistemas de Protese, em que foram realizados
testes com coelhos e em humanos, Elias [12] e Shibli [15], respectivamente,
observa-se que esta superficie € eficaz na indugdo do crescimento 6sseo na
interface implante-osso e que ha redugdao do tempo necessario a

osseointegragao em relagao aos demais tratamentos de superficie.

4.3 Ensaio de Rugosidade

A Tabela 4.3 mostra os resultados dos parametros de rugosidade

medidos na superficie das pastilhas de titdnio apds os tratamentos quimicos
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executados. Mediu-se o valor de Ra (média aritmética das rugosidades) e Rq
(média quadratica das rugosidades). Foram feitas cinco analises em cada
amostra e os resultados apresentados refletem a média entre os valores

obtidos em cada analise.

Tabela 4.3 Parametros de rugosidade medidos (um) nas superficies tratadas.
IMPLANTES Ra (um) Rqg (um)
Porous® 0,68 + 0,12 0,90+ 0,06
Dopado com Nanoparticulas Na / F 0,72 + 0,05 0,92+ 0,05

Vulcano Actives® 0,86 + 0,17 1,10+ 0,15

Os valores de Ra entre os grupos nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, exceto o grupo das amostras anodizadas. Apos
a anodizagdo ha formagdo de pequenas saliéncias distribuidas em toda a
superficie, a rugosidade apresentada foi superior aos demais grupos e o maior
desvio padrao dos parametros da rugosidade indica a formagao de morfologia
heterogénea. Com base nos valores mostrados na Tabela 4.3, pode-se verificar
que os maiores niveis de rugosidade foram obtidos nos discos com tratamento
semelhante aos implantes comerciais Vulcano Actives®. Os discos com ataque
acido, Porous®, apresentaram niveis de rugosidade menor.

A superficie dopada com Na/F e a superficie Porous® sio obtidas por
ataque acido e subsequente tratamento de imersdo em solucdo de Na e F.
Entretanto os valores de Ra e Rq obtidos e listados na Tabela 4.3 foram mais
elevados para a superficie dopada com Na e F, o que pode estar associado a
caracteristica hibrida da superficie com nano e microrugosidades.
Aumentando-se a area total (picos e vales) de uma superficie aumenta-se o
numero de radicais reativos (OH’) e o numero de sitios acidos e bases de
Lewis na superficie. Esta alteracdo torna a superficie mais reativa no meio
biolégico aumentando a capacidade de atragéo de ions, principalmente célcio e
fésforo. A presenca de calcio aumenta a possibilidade da ligagdo de
biomoléculas polianidnicas, algumas delas responsaveis pela ligagdo e adesao

das células osteoprogenitoras a superficie do implante.
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Aumentando-se a area superficial, havera um aumento da retencao
mecéanica das fibrinas do coagulo sanguineo na superficie do implante.
Consequentemente, a migragéo celular em diregdo a superficie sera facilitada.
Uma vez que as células tenham atingido a superficie do implante, apos a
migragao, elas encontrardo também, maior area de superficie para adesao,
espalhamento e sua posterior diferenciacdo. A maneira com que 0s picos
estardo distribuidos na superficie afetara o comportamento do ciclo celular,
refletindo diretamente na qualidade da osteogénese.

A topografia das superficies dos implantes, analisadas neste estudo
através da medida dos parametros de rugosidade, contribui efetivamente para

os resultados alcangados nos estudos in vitro e in vivo.

4.4 Ensaio de Molhabilidade

A Tabela 4.4 mostra os resultados dos valores médios dos angulos de
contato medidos na superficie das pastilhas de titanio apdés os tratamentos
quimicos executados em duas solugdes, agua destilada e soro fisioldgico (NaCl
0,9%).

Tabela 4.4 Valores médios e desvios padrbes dos angulos de contato das

superficies em dois meios, agua destilada e soro fisiologico.

Angulo de Angulo de
IMPLANTES contato (Agua) contato (Soro)
Porous® 67,44 ° + 8,20 46,35° + 1,51

Dopado com Nanoparticulas Na / F 69,96 ° + 4,95 44,15°+ 0,89

Vulcano Actives® 46,15°+ 274 26,45°+ 1,24

O angulo de contato entre o liquido e a superficie &€ determinado
visualmente e varia com a composi¢ao quimica da superficie. Este parametro
de facil determinacao € utilizado para avaliar a biocompatibilidade. Quando o

angulo de contato € maior que 90 graus a superficie € denominada hidrofébica
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e para valores inferiores a 90° a superficie € hidrofilica. A superficie com
caracteristicas hidrofilica permite o maior contato do coagulo com a superficie
do implante. Em todas as amostras o angulo de contato com solugéo salina foi
inferior ao dngulo com agua destilada. As amostras anodizadas apresentaram
molhabilidade significativamente superior as demais. Os implantes anodizados
nao devem ser submetidos a irrigacdo durante a instalacdo para evitar que o
SOro ocupe o espago na camada de Oxido que deve ser ocupado pelo coagulo

sanguineo.

4.5 Ensaio de Remocao por Torque

Mostra-se na Tabela. 4.5 a comparacao biomecanica da resisténcia da
osseointegracao pelos valores obtidos nos ensaios de remogao dos implantes

por torque apos 12 semanas de cicatrizagao em coelhos.

Tabela 4.5 Valores médios e desvios padrdes dos torques de remogao (N.cm)

dos implantes.

IMPLANTES Torque (N.cm)

Porous® 63,46 + 9,40

Dopado com Nanoparticulas Na / F 64,89 + 9,85
72,37 + 10,40

Vulcano Actives®

Quanto ao torque de remogao os implantes menos rugosos, Porous®,
foram mais facilmente removidos em relagdo aos implantes com outras
superficies. Apesar dos implantes anodizados apresentarem maior torque
médio de remogao, nado houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo aos implantes tratados com acido ou com soédio e fluor apos 12
semanas de implantacdo em tibias de coelhos.

Existe uma relacéo direta entre a rugosidade, molhabilidade e torque de
remogao. Os resultados indicam que quanto maior a rugosidade e menor o

angulo de contato consequentemente maior sera a aposigao 6ssea no implante
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e o torque de remocgao apresenta valores mais elevados, como mostra a
Tabela 4.5.

4.5.1 Incubacédo dos Neutrofilos nas Diferentes Superficies

Como os neutréfilos representam a maior populacdo dentre os
leucocitos nas respostas inflamatérias disparadas pelos biomateriais, foi
estudada a morfologia dessas células. A caracterizagcdo morfolégica das
células nas superficies de Ti foi realizada com auxilio do MEV. A Figura 4.19
mostra a micrografia eletrbnica da superficie Porous® (a), dopada com
nanoparticulas de Na e F (b) e Vulcano Actives® (c) apds 15 minutos de

incubacao em solugao contendo neutrofilos.
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(c) Vulcano Actives® - 15 minutos.
Figura 4.19 Micrografias eletrbnicas da superficie Porous® (a), dopada com

nanoparticulas de Na e F (b) e Vulcano Actives® (c) apdés 15

minutos de incubacdo em solucédo contendo neutrofilos.

As micrografias mostram que as trés superficies estudadas apresentam
grande afinidade por neutrdfilos, tendo em vista a grande densidade de células
aderidas na superficie apds 15 minutos de incubacéo. E possivel observar uma
maior quantidade de neutrdfilos presentes na superficie Porous® e dopada
com Na e F caoticamente distribuidos e sobrepostos em tempos curtos de
incubagédo, como mostra Figura 4.19 (a, b). Porém, na Figura 4.19 (c) existe
uma distribuicdo homogénea das células coincidindo com a morfologia de
“vulcdes” presente na superficie Vulcano Actives®. Aos quinze minutos a
maioria das células exibiu uma morfologia achatada com um leve
espalhamento, n&o apresentando diferengca significativa entre as trés
superficies, assim foi realizada uma cultura de neutréfilos com um tempo maior
de incubagéao, 60 minutos, a fim de tentar elencar qual superficie tem melhor e
maior afinidade por neutréfilos. A Figura 4.20 mostra as micrografias
eletrénicas das trés superficies apés 60 minutos de incubagcdo em solucéo

contendo neutrdfilos.
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(c) Vulcano Actives® - 60 minutos.
Figura 4.20 Micrografias eletronicas da superficie Porous® (a), dopada com

nanoparticulas de Na e F (b) e Vulcano Actives® (c) apdés 60

minutos de incubagao em solucéo contendo neutrdfilos.

Os neutréfilos apresentam nesse momento, apdés 60 minutos, uma

morfologia bem mais complexa se comparado aos tempos de interagao
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anteriormente considerados, 15 minutos. Apés 60 minutos de incubacdo as
células, em todas as placas, apresentam-se em um estado mais avangado de
ativacdo, exibindo lamelas, uropddios, filipddios e, nota-se também
invaginagdes. A superficie Porous® e a dopada com Na e F apresentam
morfologias muito parecidas e menor diferenciagdo celular, quando
comparadas com a superficie Vulcano Actives®. Essa ultima apresenta grande
atividade celular com presenga de pseuddpodes e invaginagdes entre células,
como mostra a Figura 4.20 (c). Os resultados mostram que nos tempos iniciais,
a morfologia celular € amplamente influenciada pela rugosidade a qual, propicia
maior imbricamento e acomodagao das células.

Apesar de terem sido observadas diferengas morfoldgicas e de adesao
entre as superficies ao longo do tempo, as diferengas morfoldégicas né&o
parecem ter 0 mesmo comportamento que a adesio, sugerindo mecanismos
de adesdo que estejam relacionados nao somente a interagdes fisicas por
imbricamento da célula na superficie, mas também interagdes em nivel
molecular independentes de manifestacdo morfoldégica. Esse comportamento
indica que a composi¢ao quimica da superficie apresenta um efeito benéfico na

diferenciagao celular.

4.5.2 Interacéo das Células com as Amostras Recobertas por FN

Como as superficies Porous® e dopada com Na e F apresentaram
caracteristicas e comportamentos muito semelhantes nos ensaios de torque de
remogao, rugosidade e molhabilidade, assim como na resposta a interagao
com neutrdfilos, foi realizado um estudo com proteinas (Fibronectina) e
osteoblastos para tentar entender o efeito das nanoparticulas presentes na
superficie dos implantes dentarios.

As superficies de titanio Porous® e Dopado com Na e F foram levadas a
interagir com cristal violeta (1% em PBS). Em seguida, o corante associado as
superficies foi eluido com metanol. Controles negativo (solugdo tampéao) e
positivo (suspensao de FN) foram avaliados por espectrofotometria. A 550 nm

(leitura para proteinas), o PBS resultou em 0,326 unidades de leitura ou de
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absorbancia (UA). No mesmo comprimento de onda, a suspensao de FN
(100pg/mL) resultou em 2992 unidades. Apos a incorporagdao de FN nas
pastilhas Porous e Dopado com Na e F, as medidas espectrofotométricas
resultaram em 2473 unidades de absorbéancia (82,6%) a 550 nm. Estes
resultados mostram que as superficies apresentam comportamentos
semelhantes no que se refere a incorporacao de FN para o tempo ensaiado.
Um total de 10° células osteoblasticas humanas/mL foi levada a interagir
com as superficies Porous e Dopado com Na e F. Apés uma hora de interacéo
7,9 x 10* células/mL e 2,3 x 10° células/mL encontravam-se associadas as
pastilhas Porous e Dopado com Na e F (sem recobrimento protéico),
respectivamente. A associacdo de células as duas superficies, com e sem a
incorporagao de fibronectina, resultou em indices de associagédo diferentes,

como mostra a Tabela 4.6.

Tabela 4.6 Associacdo de células as superficies Porous, Porous com FN,

Dopada com Na e F, Dopada com Na e F e FN.

SUPERFICIE INDICE DE ASSOCIACAO
(%)
Porous 0
Porous com FN 44.7% * 0,8%
Dopada comNae F 0
Dopada com Na e F com FN 57,4% * 0,3%

Para fins de comparacéao, os valores dos indices de associagao foram
considerados nulos para as amostras sem FN. Os valores dos indices de
associacao de células as amostras com FN mostrados na Tabela 4.6 indicam
que, em relacdo as amostras sem FN, houve aumento de 44,7% (+ 0,8%) e
57,4% (£0,3%) para as superficies Porous e Dopado com Na e F,
respectivamente.

O indice de interagao célula/superficie Dopado com Na e F recoberta

com FN foi da ordem de 28% maior em relagéo a superficie Porous com FN.



107

Apds a incorporacao de [3H]-timidina por 12 horas, a radioatividade
associada as células foi avaliada. Em seguida, 1,8 x 10° células/mL,
correspondendo a 1,07 cpm, foram levadas a interagir com as superficies
Porous, Porous com FN, Dopado com Na e F e Dopado com Na e F com FN.

Apds uma hora de interagdo, observou-se que 70% das células (0,75
cpm) ficaram associadas a superficie Porous. Isto ocorreu provavelmente
porque algumas células morreram ou nao se associaram a amostra no inicio do
processo. O numero de células associadas aumentou com o tempo de
interagéo, atingindo 0,86 cpm apds trés horas, ou seja, houve um aumento de
15% de células associadas devido a proliferagao e diviséo celulares.

Com relagdo a superficie Porous com FN, 92% das células (0,98 cpm)
se associaram apds uma hora de interacdo e este numero aumentou com o
tempo, atingindo 1,12 cpm apds trés horas (aumento de aproximadamente
14%).

Apenas 64% das células levadas a interagir com a superficie Dopado
com Na e F (0,687 cpm) permaneceram associadas apos um periodo de uma
hora, mas este numero aumentou aproximadamente 32% apds trés horas de
interacao, atingindo 0,905 cpm.

Na superficie Dopada com Na e F com FN, 90% das células (0,97 cpm)
se associaram apds uma hora de interacdo. O numero de células associadas
aumentou 12% com o tempo, atingindo 1,09 cpm apés um periodo de trés
horas. Os resultados descritos estdo representados na Tabela 4.6 e Figura
4.21.
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Figura 4.21 Radioatividade associada as superficies Porous, Porous com FN,
Dopado com Na e F, Dopado com Na e F com FN, num intervalo de

tempo de trés horas.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que os trés
tratamentos de superficie (ataque acido, anodizagdo e dopada com Na e F)
provocaram diferentes altera¢des topograficas e microestruturais no titanio.

A morfologia da superficie dopada com nanoparticulas de Na e F é
semelhante a superficie Porous®, porém apresenta picos menores,
arredondados e mais homogéneos e crateras rasas. A superficie Vulcano
Actives apresenta superficie com 6xido espesso e porosidade em forma de
vulcdes.

As analises das composi¢cdes quimicas das superficies mostram que ha
somente titdnio na superficie Porous®, Ca, P e O na superficie Vulcano
Actives®, enquanto a superficie dopada mostra pequenas quantidades de Na e
F.

Observou-se a presenca de Ti e O na superficie Porous®, na forma de
oxido, TiO,. O mesmo aconteceu com a superficie dopada com nanoparticulas
de Na e F. O implante Vulcano Actives® mostra superficialmente a presenca de
oxido de titdnio enriquecido com Ca e P. A porcentagem relativa de 6xido de
titanio é de (15%) enquanto a concentragdo de Ca e P é de (49% e 36%),
respectivamente.

O difratograma mostra a presenga do oxido tipo rutilo tanto na superficie
do implante com superficie Porous®, quanto na superficie dopada com
nanoparticulas de Na e F. Estas apresentam também a presenca das fases
cristalinas de hidreto de titanio e titdnio metalico. A superficie Vulcano Actives®
mostra a presenca de oxidos de titdnio na forma estrutural de rutilo e anatase,
com maior porcentagem de anatase.

Nao foi possivel utilizar a técnica espectroscopia RAMAN na superficie
Porous® e dopada com nanoparticulas de Na e F. A superficie anodizada
(Vulcano Actives®) mostrou que a fase anatase € a predominante na superficie
deste implante.

A superficie Vulcano Actives® apresenta maior nivel de rugosidade. Os

discos com ataque acido, Porous® e dopados com nanoparticulas de Na e F,
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apresentaram niveis de rugosidade proximos e menores do a superficie
anodizada.

Os angulos de contato em solug&o salina de todas as amostras € inferior
ao angulo em agua destilada. As amostras anodizadas apresentam
molhabilidade significativamente superior as demais, seguida pela superficie
dopada com nanoparticulas de Na e F e por ultimo pela superficie Porous®. As
superficies Na/F e Porous apresentam angulos de contato muito préximos.

Quanto ao torque de remogao os implantes menos rugosos, Porous®,
sao mais facilmente removidos em relagcdo aos implantes com outras
superficies. Apesar dos implantes anodizados apresentarem maior torque
médio de remogao, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em
relagdo aos implantes tratados com acido ou com sédio e fluor apds 12
semanas de implantacdo em tibias de coelhos.

A incubacgao de neutrdfilos nas diferentes superficies mostra que em
tempos curtos de interagao (15 minutos) nao foi possivel identificar qual efeito é
mais importante, a morfologia da superficie ou a composigdo quimica,
enquanto em tempos maiores (60 minutos) a composigdo quimica apresentou
um efeito positivo na interacéo celular. A superficie Vulcano Actives apresenta
um estado mais avangado de ativagdo, com presenca de pseuddpodes e
invaginagdes entre células. A superficie Porous® e a dopada com Na e F
apresentam morfologias muito parecidas e menor diferenciagéo celular, quando
comparadas com a superficie Vulcano Actives®.

A espectrofotometria revelou que a adsorcao da fibronectina (FN) nas
superficies Porous® e Dopada com Na e F & semelhante (80%). Os indices de
associacao de células osteoblasticas nas amostras com e sem FN e os valores
de radioatividade das amostras sugerem que a incorporacdo de FN é
determinante na citocompatibilidade das superficies. O recobrimento da
superficie de titanio com FN mostrou ser uma 6tima opcgao de tratamento dos

implantes dentarios para otimizar e acelerar o processo de osseointegragao.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1) Desenvolver e utilizar metodologias que permitam o estudo isolado
das propriedades da superficie, relacionando os resultados entre si para
determinar o papel desempenhado por cada uma dessas propriedades no
processo de osseointegracgao.

2) Realizar ensaios in vivo com tempos mais curtos de implantagéo, 30 e
60 dias e comparar os resultados.

3) Realizar estudo histolégico apds implantagdo com tempos diferentes

de implantagao, visando quantificar a porcentagem de contato osso/implante.
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