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RESUMO

VELEDA, Paula. Producédo e Caracterizacdo de Implantes Nanotexturizados de Tita-
nio Associado a Liberacdo Gradual de Farmacos. Porto Alegre. 2012. Proposta de
tese e Biomateriais. Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vivo, o efeito de dois diferentes trata-
mentos de superficie de implantes de titanio - plasma-spray (PSA) e plasma-spray
nanotexturizado (PSA-nano) - na interface osso-implante (osseointegracao), associ-
ados ou ndo ao horménio do crescimento humano recombinante (rhGH). Vinte e
quatro prototipos de implantes de titdnio puro, medindo 6 mm de comprimento por 2
mm de diametro, foram especialmente confeccionados em uma forma cilindrica e
colocados na tibia de 12 coelhos da raca New Zealand. Os implantes foram dividi-
dos em quatro grupos: 1) implantes PSA sem rhGH, 2) implantes PSA com rhGH, 3)
implantes PSA-nano sem rhGH e, por ultimo, 4) implantes PSA-nano com rhGH. Os
animais foram sacrificados 14 e 42 dias ap0s as cirurgias. As amostras foram cole-
tadas e analisadas por microscopia 6ptica (MO), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia de infravermelho (u-FTIR), além do teste mecanico de pull-out.
Os resultados mostraram que no estagio inicial da cicatrizacdo, o hormonio do cres-
cimento recombinante humano favoreceu a neoformacéo 6ssea, independente do
tipo de superficie. Porém, no estagio tardio, a nanotexturizacdo, sem a presenca do
horménio, exerceu uma influéncia positiva na neoformacéo éssea, quando compa-
rada ao seu emprego com o horménio. Neste estagio, apenas a superficie de plas-

ma-spray (PSA) foi favorecida pelo hormonio do crescimento.

Palavras-Chaves: implantes de titanio; osseointegracdo; nanotexturizacdo; micros-

copio optico; microscopia de infravermelho.



ABSTRACT

VELEDA, Paula. Production and Characterization of Nano-Textured Titanium Im-
plants Associated to the Gradual Release of Drugs. Porto Alegre. 2012. PhD Thesis.
Post-Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The aim of this study was to assess, in vivo, the effect of two different surface
treatments of titanium implants - plasma-spray (PSA) and nano-textured plasma-
spray (PSA-nano) - at the bone-to-implant interface (osseointegration), associated or
not to the recombinant human growth hormone (rhGH). Twenty-four prototypes of
pure titanium implants, 6-mm long and 2-mm wide, were especially fabricated in a
cylindrical shape and placed in 12 New Zealand rabbit’s tibiae. The implants were
divided into four groups: 1) PSA implants without rhGH, 2) PSA implants with rhGH,
3) PSA-nano implants without rhGH and, lastly, 4) PSA-nano implants with rhGH.
The animals were sacrificed 14 and 42 after the surgeries. Samples were collected
and analysed by optical microscopy (OM), scanning electronic microscopy (SEM)
and infrared microscopy (U-FTIR), besides the pull-out mechanical test. The results
showed that in the early stage of osseointegration, the recombinant human growth
hormone has favored new bone formation, regardless the surface treatment. Howev-
er, in the later stage, the nano-textured surface, even without the hormone, has
made a positive influence on the new bone formation, when compared to its use with
hormone. In this stage, only the plasma-spray surface (PSA) has been favored by

the growth hormone.

Key-words: titanium implants; osseointegration; nano-texturing; optical microscopy;

infrared microscopy.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de implantes dentarios para a reposicao dos elementos * faltantes
ndo é recente. Descobertas antropolégicas na Europa, no Oriente e na América
Central indicam que o homem tentou repor dentes perdidos com alguns materiais,
incluindo dentes humanos, de animais, 0osso esculpido e pedagos de marfim e péro-
la, através de amarras nos dentes remanescentes. Essa reposicdo tinha apenas

finalidade estética, pois funcionalmente era indtil (figura 1.1a e 1.1b) [1].

Figura 1.1. Reposicéo de dentes utilizando dentes de animais em (a) e de humanos em (b).

A substituicdo de dentes perdidos foi muito utilizada no século XVII, quando
o transplante dentario era moda nos circulos sociais nobres da Franca e da Inglater-
ra. Os dentes transplantados eram de jovens que recebiam dinheiro para oferecé-
los. Entretanto, devido ao alto indice de fracassos e dos riscos de transmissédo de
doencas, esse tipo de procedimento caiu em desuso [2].

A partir do século XVIII, com o desenvolvimento das ciéncias e com a transfe-
réncia dos conhecimentos cientificos e métodos para a area biomédica foram reali-
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zadas varias tentativas de substituicdo de dentes perdidos, através da utilizacao de

implantes de diferentes materiais [1,2].

A reposicao de varios dentes através de implantes surgiu com Hartmann, em
1891. Ele teve a ideia que a prétese dentaria fosse fixada por meio de parafusos
sobre implantes no formato de raiz. Esse método foi pouco utilizado devido ao gran-
de numero de fracassos, induzindo desta maneira a tentativa de mudanca na forma
da raiz dentaria dos implantes por Strock em 1939. Foi utilizada uma liga de cromo-
cobalto-molibdénio para a criacdo de implantes dentérios, provido de roscas que se

assemelhavam a um parafuso de madeira (figuras 1.2a e 1.2b) [2].

a
9@%
©QO
@)
00

Figura 1.2. Implantes Rudimentares.

Através dos estudos de Per-Ingvar Branemark, na década de 60 no século
passado, percebeu-se que o metal titanio, quando introduzido no 0sso com menor
trauma e inciséo cirdrgica, promovia a adesédo do 0sso ao metal com grande tenaci-
dade. A estrutura metalica tornava-se incorporada ao 0sso vivo numa forma que se
imaginava ser impossivel. Branemark compreendeu o significado dessa forma de

mecanismo de fixagao [3].

Desde entédo, o uso do titanio e de suas ligas tem sido aplicado para a con-
feccdo de implantes odontolégicos e ortopédicos devido a sua biocompatibilidade e
a excelente osteoconducdo, sem a interposicado de tecido inflamatorio crénico ou
conjuntivo [3]. Esta caracteristica de interacdo do titanio com o tecido 6sseo iniciou a

revolugdo da ciéncia Implantodontia com os trabalhos de Branemark [3] e gerou a
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origem do termo osseointegracédo [3], ou seja, o contato estrutural e funcional direto

entre o tecido 6sseo e a superficie de titdnio do implante.

Dentre os principais fatores para o sucesso de um implante, pode-se destacar
a biocompatibilidade, a estabilidade priméria e a osseointegracdo, sendo que esta
altima é responsavel pela vida util do implante e pela possibilidade do uso de carga
mecéanica. Assim, quanto mais rapida e efetiva for a osseointegracdo de um implan-
te, mais rapido também sera a liberacdo do paciente para as atividades normais,

diminuindo assim os transtornos pos-cirdrgicos e 0s custos com revisdes [4].

Pesquisas recentes tém investido na busca de solugbes para aumentar a
area de contato direto entre 0sso e o implante, além de reduzir o intervalo de tempo
para que ocorra a osseointegracdo. Uma das alternativas mais estudadas € o de-
senvolvimento de implantes com variadas formas e diferentes tratamentos da super-
ficie de titanio [5-6]. Esses tratamentos incluem processos de modificagdo da micro-
topografia e rugosidade superficial, como jateamento de particulas, ataque acido,
anodizacdo eletroquimica, recobrimento com camada de matérias biocompativeis,

técnicas de implantacéo i6nica e técnica de asperséo a plasma [7].

Mais recentemente, a nanotecnologia permitiu a constru¢cdo de novos materi-
ais e dispositivos pela manipulacdo de atomos individuais e moléculas. As nanotec-
nologias estdo sendo cada vez mais usadas para modificacdes da superficie dos
implantes dentarios. Além disso, a combinacdo entre tratamentos de superficie de
implantes de titdnio com a utilizacdo de substancias osteoindutoras, como as protei-
nas morfogénicas 0sseas, os bisfosfonados, os fatores de crescimento e, mais re-
centemente, o horménio do crescimento vem aumentando progressivamente, de

maneira a acelerar o processo de osseointegracao [8,9,10].

O hormoénio do crescimento humano recombinante (rhGH) € produzido pela
adenohipofise, ao longo de toda a vida do individuo e tem como principais acoes:
regular o anabolismo de proteinas e o catabolismo de acidos graxos. O rhGH é res-

ponsavel, no periodo de crescimento do individuo, pela sua estatura anatémica [8].
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A sintese de substancias endogenas, como o rhGH, foi possivel a partir da polime-

rizacdo em cadeia [9,11].

Devido ao efeito sistémico do rhGH, uma aplicacdo massiva apenas, durante
a cirurgia, nao traz os efeitos desejados. Por este motivo, pesquisadores tém aplica-
do doses regulares, durante o tempo de osseointegracdo, dando margem aos efei-
tos colaterais do horménio. Uma possivel solu¢do a ser testada seria a liberacao
gradual do rhGH no local do implante para verificar se o efeito pode ser predominan-

temente topico [8,9,11].

Embora estudos recentes com animais tenham utilizado o rhGH no reparo
0sseo, associado a implantes; ndo existem evidéncias mostrando o efeito desta
substancia, associada a nanotexturizagao da superficie do implante. Assim, o objeti-
vo deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso de superficies nanotexturizadas as-
sociadas, ou nao, ao horménio do crescimento humano recombinante (rhGH) no

processo de osseointegracdo de implantes de titanio.

A execucdao deste trabalho foi feita em parceria com a Faculdade de Odonto-
logia da PUCRS, no projeto “Avaliagdo do Horménio do Crescimento Humano Re-
combinante (rhGH) no Processo de Osseointegracdo de Implantes de Titanio Sub-
metidos a Diferentes Tratamentos de Superficie”, coordenado pelo professor Doutor

Rogério Miranda Pagnoncelli.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Estudar a influéncia das superficies nanotexturizadas no processo de osse-

ointegracao de implantes de titanio.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito de dois diferentes tipos de tratamento de superficie no pro-

cesso de osseointegracao;

e Verificar o papel do horménio do crescimento humano recombinante (rhGH)

no processo de osseointegracao;

e Analisar a qualidade do processo de osseointegracdo por técnicas de carac-

terizagdo ndo convencionais em ensaios biologicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tecido Osseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular € mineralizada
e rigida, o que por sua vez lhe confere propriedades ideais para as funcdes de su-
porte e protegcdo dos organismos vertebrados. Este tecido disp6e-se, formando os
0Ss0s, estruturas rigidas e resistentes que compdem o0 esqueleto, apresentando
propriedades mecénicas e biologicas distintas e diferenciaveis. Dentre os tecidos de
suporte, o tecido 6sseo é considerado o que possui 0 mais alto grau de rigidez e
resisténcia a pressao. Além das propriedades mecanicas, 0 0SSO exerce uma impor-
tante funcdo metabdlica no equilibrio da homeostasia mineral, agindo como reserva-
torio de célcio e fosfato. Ainda funciona como local de hematopoese e exibe um ex-

traordinario potencial de reparo [12].

O crescimento, a formacdo e o desenvolvimento do tecido 6sseo humano
ocorrem durante o desenvolvimento embrionario e seguem até a idade adulta. Du-
rante toda a vida, 0s 0ssos apresentam um processo combinado e dinamico de re-
absorcao e neoformacéo, denominado de remodelacao 6ssea. Este processo € con-
tinuo e fisiolégico, permitindo que o tecido 6ésseo se renove constantemente, res-
ponda aos estimulos externos e também sofra reparacao [13]. Esta remodelacéo é
determinada pela carga genética e se mostra dependente de regulacdo e das in-
fluéncias enddcrinas, bioquimicas e ambientais. Mesmo no adulto, o tecido 6sseo &
metabolicamente ativo e a manutencdo da matriz é resultado de um delicado balan-
co de atividades de sintese e reabsorcéo, as quais refletem as atividades antagonis-
tas de osteoblastos e osteoclastos, respectivamente [14]. A cooperacdo entre oste-

oclastos e osteoblastos é responsavel nao so pela formacao, remodelacao e reparo
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do osso, mas também pela manutenc¢do, a longo prazo, da homeostase do calcio e

do fosfato no organismo [14-15].

Os ossos sao revestidos, em suas superficies externa e interna, por membra-
nas conjuntivas ricamente vascularizadas, denominadas peridsteo e enddsteo, res-
pectivamente. Estas membranas apresentam células osteoprogenitoras, cujas prin-
cipais funcdes sdo de nutricdo e osteogénese, necessdrias para o crescimento e a
reparacdo dos 0ssos. Os vasos sanguineos do endosteo e do periosteo ramificam-
se e penetram nos 0ssos atraves de canais, encontrados na matriz 6ssea (Figura
3.1).

Osso compacto e esponjoso

Lacuna contendo ostedcitos

Sisterma de e i T A ;
W' —= Canal de Havers
Havers Rt f g ;

Peridsteo

"_, : Canal de “Volkmann

Figura 3.1. Osso compacto e esponjoso com suas estruturas [16].

O componente celular do tecido 6sseo é constituido pelos osteoblastos, o0s-
tedcitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os osteoblastos sao derivados
de células osteoprogenitoras, responsaveis pela sintese dos constituintes organicos
da matriz 6ssea e também pela concentracéo de calcio e de fosforo, participando da
mineralizacdo desta matriz [17]. Da mesma forma, o colageno tipo I, responsavel por
90% da constituicdo proteica 0ssea, participa desse processo de mineralizacdo da

matriz 6ssea, servindo como uma espécie de arcabouco.
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3.2. Inflamacao e Reparo Tecidual

Um tecido vivo que sofreu agresséo, que foi perdido ou tratado cirurgicamen-

te, responde através de um processo fisiolégico chamado de inflamacéo ou reparo.

3.2.1. Inflamacéao

A inflamacé&o é uma resposta protetora cujo objetivo final é libertar o organis-
mo da causa inicial da lesdo celular. E desencadeada por infecgdes microbianas,
agentes fisicos, substancias quimicas, tecidos necroticos ou por uma reacado imune.
A resposta inflamatéria deve conter e isolar a lesédo, destruir os microrganismos in-
vasores e as toxinas inativas preparar o tecido para a recuperacao. Ela envolve o
tecido conjuntivo incluindo o plasma, células circulantes, vasos sanguineos e consti-

tuintes celulares e extracelulares do tecido conjuntivo (figura 3.2) [18].
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Figura 3.2. Células intravasculares, células do tecido conjuntivo e matriz extracelular envolvidas na

resposta inflamatéria [19]
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A inflamacgé&o esté intimamente relacionada ao processo de reparo; ela serve
para destruir, diluir ou isolar o agente lesivo, em uma série de eventos que tendem a
cicatrizar o tecido lesado. Durante o reparo, este tecido € substituido pela reparacao
com células parenquimatosas nativas, ou por preenchimento do defeito com tecido
cicatricial fibroblastico (fibrose), ou mais comumente, por uma associacdo destes

dois processos [18].

Existem dois tipos de inflamacéo: a inflamacao aguda e a inflamacéao cronica.
A aguda tem duracédo curta, pode ser de alguns minutos, varias horas, ou poucos
dias, e suas principais caracteristicas sdo a exsudacdo de liquidos e proteinas
plasméticas e a emigragdo de leucdécitos, predominantemente neutrofilos. A cronica,
por sua vez, tem um tempo de duracdo maior e esta associada, histologicamente, a
presenca de linfécitos e macrofagos e a proliferacdo de vasos sanguineos e tecido

conjuntivo [18]. A figura 3.3 ilustra os dois tipos de inflamacéao [21].
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Figura 3.3. Esquema que mostra os dois tipos de inflamacéao [20].
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3.2.1.1. Inflamacdo Aguda

A inflamacado aguda inicia-se rapidamente e tem uma duracéo relativamente
curta; envolve a exsudacao de liquido e migracdo de células polimorfonucleares
[22]. E a responsavel inicial e imediata por um agente lesivo. Como os dois princi-
pais componentes de defesa contra micrébios — anticorpos e leucdcitos — séo nor-
malmente carreados na corrente sanguinea, ndo € surpresa que os fenébmenos vas-
culares desempenhem um papel importante na inflamacdo aguda. Portanto, a infla-
macao aguda possui trés principais componentes: alteracéo do calibre vascular que
leva ao aumento do fluxo sanguineo; alteracBes estruturais na rede microvascular
que permitem as proteinas plasmaticas e os leucécitos deixarem a circulagdo como
também a emigracdo dos leucdécitos da microcirculacdo e seu acumulo no local da
lesdo. Esses componentes contribuem para os classicos sinais de inflamacao: calor,

rubor, edema e dor [18].

Os fenbmenos vasculares sao caracterizados pelo aumento do fluxo sangui-
neo para a area lesada, resultando em uma dilatagcdo arteriolar e abertura de leitos
capilares. O aumento da permeabilidade vascular acarreta no acumulo de fluido ex-
travascular rico em proteinas que, por sua vez, forma o liquido extravascular infla-

matorio (Figura 3.4).

3.2.1.2. Inflamacao Cronica

E um processo mais demorado que a inflamac&o aguda, ocorre em algumas
semanas ou meses e é caracterizada por inflamacéo ativa (infiltrado de células mo-
nonucleares), com destrui¢ao tecidual e tentativa de reparar os danos (cicatriza¢ao).
Pode ser a continuacdo de uma reacao aguda, mas, muitas vezes, acontece de ma-
neira insidiosa, como uma reacao pouco intensa e frequentemente assintomaética.
As células apresentadoras de antigenos, os macrofagos, sao ativadas para comba-
ter esse processo e secretam varios mediadores quimicos da inflamacéo, os quais,
se néo controlados, podem levar a destruicdo do tecido lesado e fibrose, caracteris-
ticas desse tipo de inflamacdo. E causada por infecgdes persistentes, exposicio
prolongada a agentes potencialmente toxicos, enddgenos ou exdégenos. Uma das

caracteristicas da inflamacg&o crbénica € a destruicdo tecidual (Figura 3.5). Outras
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substancias podem contribuir para isso, além das produzidas pelos macréfagos. As
préprias células necréticas do tecido inflamado podem iniciar a cascata inflamatoria,
ativando o sistema das citocinas, coagulacao e fibrinolitico e liberacdo de mediado-
res pelos leucdcitos responsivos ao tecido necrotico.

A. NORMAL Fluxo final zero
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B. INFLAMAGAO AGUDA
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t
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para fora

Arteriola Capilares Vénula

f Pressao hidrostatica

& Presslio coloidosmética

Figura 3.4. Alteragédo do fluxo sanguineo associado a inflamagéo [20].
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Figura 3.5. Destruicdo tecidual caracteristica de um processo inflamatério crénico [20].
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3.2.2. Reparo Tecidual

A inflamacg&o é uma resposta fisiolégica de um tecido vivo que sofreu agres-
sao, que foi perdido ou que foi tratado cirurgicamente. Todo reparo inicia-se atraves
de um processo inflamatorio e pode ocorrer tanto por regeneracdo, quanto por cica-

trizacao [14].

Regeneracdo € a reproducdo ou reconstituicio de uma parte danificada ou
perdida do tecido, resultando em estruturas com a mesma arquitetura e funcao das
estruturas originais. Ja a cicatrizacao € a reparacao de uma ferida por um tecido que

nao restaura completamente a arquitetura ou a fungéo da parte danificada [14].

3.2.2.1. Reparo 6sseo

O processo inflamatorio desencadeado por uma injuria ao tecido 6sseo (fratu-
ra, por exemplo) ou por um defeito cirurgicamente criado, dara inicio ao processo de
reparo 6sseo. O periésteo e o enddsteo, proximos a area fraturada, respondem com
uma intensa proliferacdo, formando um tecido conjuntivo rico em células osteopro-
genitoras que penetra entre as extremidades 0sseas rompidas, constituindo o entor-
no da fratura. Neste anel ou colar conjuntivo, bem como no conjuntivo que se locali-
za entre as extremidades 6sseas fraturadas, surgem tecidos imaturos (Figura 3.6),
tanto pela ossificacdo endocondral de pequenos pedacos de cartilagem, como tam-
bém por ossificacdo intramembranosa. Este processo evolui de modo a aparecer a
formacédo de calo 6sseo com tecido 6sseo primario (Figura 3.6, item 4). O calo 6s-
seo é constituido por tecido imaturo que une provisoriamente a extremidade do 0sso
fraturado [14].

As tracOes e pressdes exercidas sobre 0 0sso, durante a reparacao e, apos 0
retorno do individuo as suas atividades normais, causam a remodelacdo do calo
0sseo e sua completa substituicdo por tecido 6sseo lamelar ou maduro. Se essas
tracOes e pressoes forem idénticas as exercidas sobre 0 0sso antes da fratura, a

estrutura dele volta a ser aquela que existia anteriormente [14].
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O tecido 6sseo exibe um alto potencial de regeneracdo, porém esta capaci-
dade exibe limitacbes com defeitos de grandes dimensdes. Nestas situacdes, a utili-
zacgdo de enxertos favorece o processo de reparo através de preenchimento do de-
feito 6sseo que serve como um arcabouco, levando a neoformacao 0ssea, através
do processo de osteoconducédo, onde (em que) os osteoblastos depositam nova ma-

triz 0ssea aderida as particulas enxertadas [14].
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Figura 3.6. Processo de reparo ésseo [23].

3.3. Osseointegracao

Foi na década de 60 do século passado, que Branemark e cols. [3] descobri-
ram, acidentalmente, um mecanismo alternativo de fixagdo durante um trabalho ex-
perimental, realizado na Suécia. Branemark estudava, através do microscopio vital,
uma técnica onde uma fina camada de tecido vivo era preparada e examinada sob
microscopio. Para facilitar, ele utilizou um mecanismo oOptico, implantado no metal e
inserido cirurgicamente no 0sso de animais experimentais. Camaras de observacéo
similares tinham sido usadas por outros pesquisadores. No entanto, o inusitado foi
que quando o metal titanio era usado na camara de observagédo e a peca era intro-
duzida no osso com pequena técnica cirargica, 0 0sso aderia ao metal com grande

tenacidade. A estrutura metélica tornava-se incorporada ao 0sso vivo numa forma
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que se imaginava ser impossivel. Branemark compreendeu o significado deste me-
canismo de fixacdo, uma vez que ele permitiu a conexdao de componentes protéticos
ao esqueleto através de unidades de fixagcdo, ndo s6 para implantes dentarios, mas

também para uso ortopédico [24].

Baseados nestas observacdes da adesao estrutural e funcional do tecido 6s-
seo ao titdnio, o qual Branemark denominou de fendmeno da “osseointegragao”,
estudos experimentais foram iniciados objetivando o desenvolvimento e aprimora-
mento dos implantes enddsteos. Os implantes dentarios desenvolvidos por Brane-
mark foram inseridos em pacientes pela primeira vez, em 1965, para a reabilitacédo
de individuos totalmente edéntulos, também chamados de “invalidos orais”. O sis-
tema inicial baseou-se em um conceito Unico de implante, sendo este de titanio puro
e liso (usinado), em forma de parafuso e sem a aplicacdo de qualquer modificacao
de superficie. Este tipo de implante foi o0 mais usado para a reposi¢cdo de dentes e

reabilitagdo dos maxilares, total ou parcialmente, desdentados [24].

A osseointegracao ocorre a partir da colocacado do implante de titanio dentro
de uma loja 6ssea, confeccionada cirurgicamente. Como descrito anteriormente,
este procedimento desencadeia um processo inflamatério, semelhante ao que ocor-
re nos casos de fratura. O coagulo sanguineo formado traz consigo células inflama-
torias, responsaveis pela liberacdo de mediadores que, por sua vez, estimulam a
diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos. Os osteoblastos inici-

am a deposicéo de matriz 6ssea em intimo contato com a superficie do implante.

A osseointegragdo implica em uma dindmica integragdo entre 0sso e titanio
que vai se tornar mais madura com a colocacédo de carga (protese dentéria) sobre o
implante, seguindo uma fase de cicatrizacao inicial na qual o local de sua instalacéo
ndo é submetido a estresse ou micromovimentacao (deslocamento do implante em
relacdo ao 0sso). Uma micromovimentagcao prematura interfere no processo de mo-
delagem 6ssea normal, levando a formacéo de um tecido de cicatrizacéo fibroso ao
redor do implante. Assim, o local de implante ja preparado é visto como uma ferida,
onde o dano ao tecido deve ser minimo. Um implante osseointegrado bem sucedido
€ aguele em que ha uma conexao direta entre 0 0Sso vivo e 0 titanio, ou seja, nao

deve haver uma camada de tecido fibroso envolvendo-o. Esta fixacdo pode e deve
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suportar condi¢bes de carga, porque o implante osseointegrado esta mais proximo

de uma raiz dentaria anquilosada do que uma raiz normal [24].

3.4. Implantes

Nos dias de hoje, quase todos os implantes metalicos manufaturados sao de
titAnio em varias formas e de varios tipos de superficie. A utilizagdo de diversos me-
tais na fabricacdo de implantes dentarios tem crescido muito, porém existe uma ten-
déncia clara de utilizacdo do titanio por sua grande disponibilidade na natureza e

pela sua biocompatibilidade [25].

3.4.1. Titanio

O titdnio e suas ligas sdo amplamente utilizados na fabricacdo de implantes
dentéarios e ortopédicos, tanto na forma pura como de liga Ti-6Al-4V, pois € conside-
rado quimicamente inerte, possui propriedades mecéanicas adequadas e excelente
biocompatibilidade. E um metal ndo-nobre, protegido por uma camada passiva de
diéxido de titanio que se forma espontaneamente no ar ou na agua [25,26]. Quimi-
camente, a camada de 6xido consiste de varios oxidos (TiO,, TiO, TiOs), porém o
TiO, predomina. Varias pesquisas histoldgicas demonstraram a excelente incorpo-
racdo dos implantes de titdnio e o intimo contato entre a superficie do titédnio e o os-
so perimplantar. Por esta razdo, a interface titdnio-osso pode transferir com sucesso
as forcas compressivas e de cisalhamento impostas na cavidade bucal, mas somen-
te se a configuracdo do implante proporcionar uma adequada retencdo mecanica
[25,26]. Baseado em estudos ultraestruturais, foi levantada a hipétese de que a ca-
mada de 6xido nos implantes de titanio é revestida por um fino filme de substancias
fundamentais teciduais. As fibras colagenas do 0sso circunvizinho foram observadas
a uma distancia de 20-40 um deste filme. A malha de filamentos foi gradualmente
substituida por feixes de fibrilas colagenas que se entrelacam com aquelas do osso
circunvizinho. Baseado nesse conhecimento, o termo “osseointegracao” foi criado
para descrever o contato direto entre 0 0sso viavel e o implante sem interposicéo de

uma camada de tecido mole [25,27,28].



30

A degradacéo do titanio in vivo € minima, devido & camada protetora de Oxi-
do. Entretanto, em alguns casos foi possivel demonstrar ions de titanio no 0sso e na
mucosa perimplantar. E dificil interpretar a presenca de ions de titanio ou avaliar
seu significado médico, pois eles também entram no corpo através dos alimentos
[25].

As caracteristicas especiais do titanio foram de extrema importancia para o
seu emprego bem-sucedido na industria de implantes dentéarios - principalmente a
sua resisténcia a corrosdo e a sua facilidade de modelagem em diversas formas,
sem perda da resisténcia e da biocompatibilidade. Porém, algumas circunstancias
s8o necessarias para o titanio ser rigidamente incorporado ao 0sso vivo. A superfi-
cie do titanio deve estar ndo so6 limpa ou estéril; ela deve ser livre de contaminacao
e num estado reativo. O local do implante 6sseo deve ser preparado com grande
delicadeza, infligindo um trauma minimo ao tecido. Uma estreita compatibilidade
entre o metal e 0 0sso é importante. Um periodo de cicatrizagdo atraumatico é ne-
cessario para o 0sso crescer e se fundir com a camada de éxido da superficie do
implante. Se todas essas circunstancias necessarias estiverem presentes, entdo a
osseointegracao ocorre de forma previsivel numa alta porcentagem de casos. Além
do mais, quando as condi¢Bes necessarias estdo presentes, 0 0sso vivo tem dificul-

dade inclusive em reconhecer que o titdnio € uma substancia estranha ao corpo
[24].

3.4.2. Tratamento de Superficies

Os implantes de titanio foram inicialmente empregados na reabilitacdo de pa-
cientes totalmente edéntulos. Sua alta taxa de sucesso com os tratamentos, mos-
trando seguranca e previsibilidade em longo prazo, permitiu que seu emprego fosse
também aplicado em pacientes, parcialmente desdentados, e também para a repo-
sicdo unitaria de dentes perdidos. Situacfes extremas, com pouco volume 0sseo,
também foram contornadas cirurgicamente, através de enxertos, e 0s implantes
passaram a ser utilizados com altas taxas de sobrevivéncia. No entanto, a crescente
demanda por estética e por tratamentos mais rapidos, menos dispendiosos e menos
invasivos estimulou o aprimoramento dos implantes. A variabilidade de componen-

tes protéticos, a associagdo com procedimentos de regeneracdo 6ssea guiada, o
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desenho e os materiais dos implantes, assim como as inovagdes no tratamento da
superficie do titanio permitiram grandes avancos. Os implantes de titanio de superfi-
cie lisa, ou implantes usinados, inicialmente aceitos como a maior inovacao na area
da Implantodontia, vém sendo gradualmente substituidos por implantes com os mais
variados tratamentos de superficie. Independente do tipo de tratamento de superfi-
cie, 0 objetivo € sempre o de estimular a neoformacdo 6ssea nos estagios iniciais da
osseointegracao, traduzido para uma maior superficie de contato osso-implante. Em
termos clinicos, isto implica na possibilidade de carregamento (aplicacdo de carga

através de uma prétese) sobre este implante, em periodos cada vez mais reduzidos.

Atualmente, tem crescido as técnicas de tratamento superficial, podendo in-
fluenciar em varias etapas do processo de desenvolvimento e estabelecimento da
osseointegracao. I1sso ocorre tanto nas células presentes na interface osso-implante,
como no tipo de osteogénese e na quantidade de matriz 6ssea calcificada, deposi-
tada na superficie do implante [29,30]. O termo interface refere-se a intima interacéo

existente entre a superficie do implante e os tecidos organicos circundantes.

Nos implantes de titanio, os procedimentos usuais de fabricacdo geram uma
camada superficial ndo uniforme, oxidada e contaminada, a qual se encontra geral-
mente deformada plasticamente e com tensdes internas. Essa camada superficial
ndo é apropriada para aplicacdes biomédicas, havendo a necessidade de realizacdo

de algum tipo de tratamento superficial para melhorar suas superficies.

Os implantes de titanio com superficies rugosas tém encontrado ampla utili-
zagao na Implantodontia. Elas substituiram as superficies lisas usinadas em grande
escala nas aplicagfes clinicas, devido a sua capacidade de mostrar 0 contato 0sso-
implante em um tempo mais curto do que os implantes de superficie lisa, aléem de

uma maior superficie de contato [31].

Em particular, a rugosidade da superficie € um parametro que tem sido muito
pesquisado, tanto in vitro como in vivo. As superficies asperas, tais como as jatea-
das com areia de particulas grandes e condicionadas com &cido (SLA) demonstra-
ram serem superiores as superficies lisas, no que diz respeito ao contato com o 0s-

SO e ao aumento de ancoragem, ampliando assim o torque de remocéo de implan-
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tes [26]. Estudos recentes tém demonstrado as vantagens das superficies incorpo-

radas com calcio, na cicatrizacdo 0ssea de implantes microestruturados [32].

3.4.2.1. Plasma-Spray (PSA)

Uma técnica muito utilizada é o revestimento do implante com plasma spray,
um termo genérico de um grupo de processos de tratamentos de superficie em que
metais ceramicos e polimeros, na forma de p6é, barra ou lamina sdo aquecidos em
temperatura elevada, lancados contra uma superficie e depositados em camadas.
As propriedades do revestimento dependem da técnica de deposicdo empregada e

do material depositado.

Alguns dos implantes de titAnio em uso atualmente séo revestidos com po de
titdnio, formando uma camada no substrato, aplicado com uma técnica especial de
plasma spray. Esta técnica cria uma rugosidade e também aumenta a superficie do
corpo do implante [25,28]. O revestimento tem como objetivo melhorar a resisténcia
ao desgaste, a resisténcia mecanica e proteger contra a corrosao da superficie do
substrato. Além disso, esta técnica tem ampla aplicacdo e continuo aperfeicoamen-

to, devido aos bons resultados de aderéncia, eficiéncia e qualidade do revestimento.

A técnica envolve forcar um gas nobre que é dividido em ions e elétrons
(plasma), por meio de um arco intensamente aquecido (15.000-20.000°C), a uma
velocidade muito alta. O material de revestimento (particulas de pé de titanio na
forma de hidreto de titanio) é colocado no spray de gas, extremamente quente
usando argonio. O hidreto se decompde no vapor do gas quente e pequenas goticu-
las de metal séo projetadas no corpo do implante que esta a uma distancia de 15-20
cm. Assim, as particulas de titdnio exibindo o tamanho de 50-100 pm soldam-se fir-
memente ao corpo do implante, através desta técnica do spray de plasma (figura
3.7) [25].
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Figura 3.7. Processo de tratamento de superficie plasma-spray.

Paredes e cols. (2006) avaliaram que alteracdes na superficie, obtida pelo re-
cobrimento de implantes com gases ionizados por aspersao térmica com plasma
spray de titanio aumentam a area de contato superficial, proporcionando uma maior
osseointegracao. Estas alteragcdes morfologicas da superficie aceleram a absorcéo
do sangue, pela acdo do efeito da molhabilidade, garantindo o processo de 0sseoin-

tegracao [32].

3.4.2.2. Nanotexturizacao

A palavra "nanotecnologia” foi utilizada pela primeira vez pelo professor Norio
Taniguchi, em 1974, para descrever as tecnologias que permitiam a construcéao de
materiais a uma escala de 1 nandmetro. A nanotecnologia é o estudo de manipula-
cao da matéria, numa escala atbmica e molecular [33]. Geralmente é lida com estru-
turas de medidas entre 1 a 100 nanémetros, em ao menos uma dimenséo e inclui o
desenvolvimento de materiais ou componentes. Além disso, esta associada a diver-
sas areas (como a medicina, eletrdnica, ciéncia da computacéo, fisica, quimica, bio-
logia e engenharia dos materiais) de pesquisa e producdo na escala nano (escala
atdbmica). O principio basico da nanotecnologia é a construcdo de estruturas e novos

materiais a partir dos atomos (os tijolos basicos da natureza).
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A nanotecnologia é a capacidade potencial de criar coisas a partir do menor
elemento, usando as técnicas e ferramentas para colocar cada atomo e cada molé-
cula no lugar desejado. O obijetivo principal ndo é chegar a um controle preciso e
individual dos atomos, mas elaborar estruturas estaveis com eles. No momento em
que este sistema de engenharia molecular for alcancado, o resultado sera uma nova
revolucao industrial. Assim, a nanotecnologia seria responsavel por importantes mo-

dificacdes econdmicas, sociais, ambientais e militares.

O uso de materiais, cujo tamanho de particulas é reduzido a niveis inferiores
a 100 nm, tem sido cada vez mais considerado como capaz de explorar proprieda-
des novas ou significativamente alteradas no campo da ortopedia ou dos materiais
dentarios [34]. Nanomateriais apresentam um aumento do numero de atomos, parti-
culas ou porosidades nas superficies, uma maior area de superficie e uma alteracédo
na distribuicdo de elétrons, se comparados aos materiais convencionais, fazendo
com que figuem mais reativos que 0os materiais convencionais [33]. Embora a con-
feccdo de materiais para substituir osso e partes perdidas do corpo nao seja recen-
te, a utilizacdo de materiais nano-estruturados em relagcdo aos materiais convencio-
nais € relativamente nova, por apresentar melhores propriedades superficiais (quan-

do comparados aos convencionais).

As tendéncias atuais levaram também ao emprego da nanotecnologia no tra-
tamento dos substratos de titanio liso ou rugoso dos implantes dentarios, nos quais
o desenvolvimento de superficies nano-estruturadas pode aumentar, consideravel-
mente, a adesao de células 6sseas e também a producdo de matriz 6ssea, neces-
saria no processo de mineralizacdo e manutencao do 0sso que circunda o implante
[35]. Apesar de haver conhecimento sobre as vantagens das superficies nanoestru-
turadas, poucos sistemas de implantes dentarios osseointegrados, disponiveis co-
mercialmente no mercado, tém utilizado essa tecnologia na elaboracdo de seus pro-
dutos [34].

Diferentes técnicas de nanotexturizacdo de implantes dentarios de titanio tém
sido propostas, como a deposicdo discreta de nanoparticulas de hidroxiapatita [34,
35,37], o revestimento com filmes finos nanométricos de oxido de titanio (forma cris-

talina anatase ou rutilo), 6xido de aluminio ou 6xido de zirconio [33], o tratamento
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com nanoestruturas de fluoreto [36] e titania [37] e a deposi¢ao de cristais de fosfato

de célcio nanométricos [38].

A influéncia in vitro de nanoestruturas na atividade celular tem sido demons-
trada com diferentes tipos celulares, o que pode indicar que a nanotexturizagao po-
de modular a formacéo tecidual final [35,39]. Além disso, evidéncias pré-clinicas
[33,34,35,36,37] e em humanos [38] recentes apontam para uma alteracdo na res-
posta 6ssea precoce [33,34,36]: uma maior tendéncia de osteogénese, confirmada
através da expressdo dos genes especificos da cascata de diferenciacdo de os-
teoblastos [33], uma alteracdo da composicdo quimica da interface osso-implante
[33,36], uma maior area de contato osso-implante [33,36,37,38], além de uma maior
carga de ruptura [34] e um maior torque de remocédo do implante (maior ancoragem
Ossea) [33,36].

Em um ensaio clinico randomizado, Goéne e cols. (2007) fizeram a colocac¢éo
de implantes experimentais, ora com superficie, duplamente condicionada com aci-
do (DCA, Osseotite®, BIOMET/3I) (n = 9); ora com superficie DCA, acrescida de
nano-particulas de fosfato de calcio (Nanotite®, BIOMET/3I) (n = 9), na regido pos-
terior dos maxilares de pacientes com o objetivo de avaliar a taxa e a extensao da
neoformacédo 6ssea. Nove pares de implantes foram colocados e removidos com
brocas trefinas, apds 4 ou 8 semanas de cicatrizacao, livre de qualquer tipo de car-
regamento. A quantidade de osso em contato linear (%) com a superficie do implan-
te foi utilizada para determinar o potencial osteocondutor da superficie do implante.
Os implantes e os tecidos adjacentes foram processados para analise histoldgica, a
qual revelou um valor de contato osso-implante médio para a superficie teste (Nano-
tite), significativamente maior do que os implantes controle (Osseotite) em ambos os
intervalos de tempo. Os autores concluiram que a adicdo de um tratamento com
fosfato de calcio, em uma escala nanométrica sobre uma superficie de implante,
duplamente condicionada com éacido (DCA) pareceu aumentar a extensdo do cres-

cimento 6sseo, apos 4 e 8 semanas de cicatrizagao.
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3.5. Hormonio do Crescimento

O hormonio do crescimento recombinante humano (rhGH — recombinant hu-
man Growth Hormone) é um horménio & base de proteinas que estimula o cresci-
mento corpdéreo, particularmente o crescimento dos 0ssos longos, promovendo a
proliferacdo de células cartilaginosas nas epifises. Estudos pré-clinicos mostraram
gue a hipofisectomia de animais ocasiona a cessac¢ao do crescimento, que pode ser
restabelecida pela administracdo do hormdénio. O horménio do crescimento € um
aminoécido 191, polipeptideo de cadeia Unica que é sintetizado, armazenado e se-
cretado pelas células somatotroficas. Somatotrofina refere-se ao horménio do cres-
cimento, produzido naturalmente em animais, enquanto que o termo recombinante
se refere a somatrofina hormonal do crescimento, produzido por tecnologia de DNA
[4,33].

Devido a restricbes para a obtencdo do rhGH até os anos 80 do século pas-
sado, um limitado namero de estudos foi realizado até aquele periodo e eram carac-
terizados pela ndo homogeneidade do tratamento e dos grupos controles, diferentes
fontes de horménio e grupos e idades de animais insuficientes. Entretanto, a partir
dos anos 90, através de técnicas de biologia molecular, a sintese laboratorial do
horménio do crescimento humano recombinante se tornou realidade e houve um
significativo aumento no nimero e na qualidade das pesquisas, envolvendo este
horménio. No principio, o rhGH foi utilizado em criancas com retardo do crescimento
por deficiéncia na secrecdo do rhGH pela adenohipofise. Atualmente, esta bem es-

tabelecido também o importante papel do rhGH em adultos [40,41].

Dentre as principais a¢cfes metabdlicas do rhGH destaca-se o aumento do
anabolismo de proteinas, do catabolismo de acidos graxos e a reducao da utilizagao
de glicose como fonte de energia; assim, este horménio é um poupador de aminoa-
cidos. No tecido 0sseo, observa-se que a sua acao promove a deposicdo aumenta-
da de proteinas pelos condrécitos e osteoblastos, aumento do nimero de mitoses e

a converséo de condrocitos em osteoblastos [40,42,43,44].

O rhGH é um regulador fundamental do crescimento 0sseo pds-natal e atua

no remodelamento 0sseo (balango entre a reabsorcéo e a formagéo 6ssea). Ainda,
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o rhGH exerce um papel fundamental sobre os osteoclastos e mais acentuadamente
sobre os osteoblastos, criando a base teorica para o seu possivel efeito de anabo-
lismo no esqueleto. Em virtude disso, o hormoénio do crescimento pode atuar tanto
como osteoindutor tépico, aplicado diretamente na loja éssea ou na superficie dos
implantes, ou se difundindo sistemicamente, aumentando o anabolismo do tecido

0sseo no organismo [45,46].
3.6. Métodos para Caracterizacdo de Superficie
3.6.1. Imagem (MEV e MO)

O microscopio 6tico (MO) € um instrumento aparentemente simples, sendo
essencialmente uma extensao de nossos proprios olhos. Ele amplia pequenos obje-
tos e nos permite visualizar diretamente as estruturas que estao abaixo do poder de
resolucdo do olho humano (0,1 mm). H& tanta diferenca entre materiais em nivel
microscopico como existe no nivel macroscopico, e a pratica da microscopia envolve

aprender as caracteristicas microscopicas de materiais [47].

O microscoépio 6tico é composto de no minimo duas lentes convergentes: a
primeira esta proxima ao objeto, denominada lente objetiva (grande distancia focal);
e a segunda, € uma lupa denominada ocular (pequena distancia focal). Os micros-
copios oticos ficam, entdo, limitados a um aumento maximo de 2.000x, pois acima
deste valor os detalhes menores que o comprimento de onda da luz empregada
(4.000 - 7.000 A) sdo imperceptiveis. Deste modo, para aumentar a resolucéo, a fim
de se obter a imagem desejada, seria necessario trabalhar-se com comprimento de

onda menor, 0 que acontece com 0 microscopio eletronico [47].

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) utiliza, como meio de formacéo
da imagem, um feixe de elétrons oriundo de um filamento de tungsténio. O feixe é
acelerado através de uma diferenca de potencial. Durante todo o caminho dos elé-
trons, que é feito em ambiente controlado a vacuo (10’3 Pa), o feixe eletronico atra-
vessa um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas, incidindo na

camara que contém a amostra, varrendo sua superficie [48].
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Nessa interacdo feixe eletrénico-amostra, sdo emitidos sinais que devem ser
detectados e amplificados de maneira segura, com a menor perda possivel de in-
formacao. Os sinais sdo emitidos na forma de elétrons secundarios retroespalhados,
absorvidos, transmitidos, difratados, entre outros, e de fotons. A captura dos sinais é
realizada através da interacdo com detectores apropriados, sendo amplificados e

processados em um sistema analisador, especifico para cada tipo de sinal [47].

O MEV permite a captacdo de imagens amplificadas com aparéncia tridimen-
sional e que apresentam resolucdes de até 0,5 nm, com excelente profundidade de
foco. Muitas imagens biolégicas podem ser adquiridas por esse método. Porém, a
utilizacdo de um tratamento prévio é essencial para obtencdo de resultados seme-
lhantes a realidade. O MEV € uma técnica, altamente difundida e conhecida, para a
obtencdo de imagens com maiores magnificagcdes do que as obtidas em microsco-
pia Optica. Os microscopios eletrdnicos apresentam maiores resolugdes espaciais e
profundidade de foco das imagens, em relacdo aos microscopios épticos, devido ao

uso de um feixe incidente de elétrons [47].

A técnica de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) é muito utilizada,
conjuntamente ao MEV, devido a possibilidade de ambos os equipamentos serem
montados juntos. Utilizando os dois métodos, ndo apenas a aquisicao da imagem da
amostra pode ser obtida mas também a composicdo quimica em areas na ordem de

micrometros [47,48].

As informag0des qualitativas e quantitativas sobre os elementos presentes séo
obtidas pela captagdo dos raios X caracteristicos, resultantes da interacdo do feixe
primario com a amostra. A analise quimica da amostra é dada em um espectro, cri-
ado a partir da energia dos raios X detectados e é convertida em contagem eletroni-
ca, através de um analisador multicanal. O espectro pode entdo ser observado, indi-

cando a composi¢do quimica da amostra [47].
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3.6.2. Composicéao por Espectroscopia no Infravermelho com Transfor-
mada de Fourier (FTIR)

Esta técnica consiste em incidir radiacdo eletromagnética, correspondente a
faixa do infravermelho (4.000-400cm-') na amostra. A energia associada a estes
comprimentos de onda, uma vez absorvida pela molécula, converte-se em energia

de rotagao-vibragao molecular [49].

Este fendbmeno de absor¢cédo € extremamente quantizado e altamente depen-
dente dos grupamentos quimicos que estdo presentes na amostra, demonstrando,
assim, sua estrutura. A radiagdo infravermelha ndo possui energia suficiente para
gue sua absorcao altere o nivel energético da molécula, e por isso a técnica espec-
troscépica utilizada € de absorcdo, sendo que o sinal analisado sera o transmitido

ou o refletido, a depender do equipamento utilizado e do material analisado [50].

O espectro de infravermelho (FTIR) é utilizado para verificar as alteracfes
quimicas e estruturais, promovidas por irradiacdo a laser em diferentes densidades
de energia no 0sso, sendo capaz de detectar compostos organicos com o aumento
de densidade de energia. Permite avaliar, assim, a composi¢cao quimica nos tecidos
[51].

3.6.3. Avaliagdo da Qualidade do Osso Neoformado: Teste Biomecanico

de Tracao (Pull-out)

O pull-out é um ensaio de resisténcia a tracdo mecanica que consiste em
submeter um material a um esforco que tende a alonga-lo, geralmente até a sua
ruptura (tensdo maxima de ruptura), com o proposito de determinar uma ou mais de
suas propriedades mecanicas. Esse ensaio deve ser realizado a temperatura ambi-
ente, entre 10 e 35 °C. Através do ensaio de tracdo, obtém-se a relacdo da tenséo
aplicada com a deformacao do material [15,33]. O ensaio de pull-out fornece resul-
tados mais precisos para a avaliacdo do tratamento superficial em testes in vivo, em
comparacdo com o0s testes mecénicos, usualmente empregados, como contra-

torque e torque de remocéo; uma vez que a forca de ligagdo quimica entre 0 0Sso e
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o implante pode ser medida diretamente, minimizando os efeitos de fricgao e de for-
cas mecanicas (como forcas de cisalhamento e retencdo mecanica), introduzidas

pelo formato do implante e por sua rugosidade superficial [15,33,52,53,54].

3.7. Técnicas Histoldgicas

As técnicas tradicionais para a analise histologica incluem a histomorfologia e
a histomorfometria. A primeira utiliza geralmente o microscopio 6ptico que é exami-
nado por transparéncia, onde, na maioria das vezes, precisa ser reduzida a cortes
finos. Estes séo feitos com um instrumento denominado micrétomo, fornecendo
uma descricdo qualitativa dos tecidos. A segunda, por sua vez, utiliza recursos auxi-
liares como programas de computador e permite a andlise quantitativa, ou seja, uma
analise expressa em termos de porcentagem da constituicdo dos tecidos. Para que
possam ser executadas, ambas utilizam métodos de preparacdo e coloracdo dos
tecidos. A mais utilizada € o método hematoxilina-eosina (HE), considerado o pa-

dréo-ouro para a analise histologica dos tecidos.

No método de HE o objetivo € levar ao microscépio um preparado histoldgico,
no qual os tecidos estejam perfeitamente preservados, apresentando a mesma es-
trutura e composi¢do quimica que possuiam quando vivos. Mas, apesar dos cuida-
dos tomados, esse ideal ndo é alcancado, observando-se em todos os preparados
histologicos certos artefatos consequentes ao processamento que sofreram. Para
vencer esta limitacdo, sdo empregados corantes, que coram oS componentes celula-
res com certa especificidade. No entanto, como a maioria dos corantes € toxica, as
células vivas ndo conseguem resistir a eles. Por este motivo, antes de serem cora-

dos, os tecidos sao fixados, incluidos e cortados [21].

A fixacdo é a morte celular, através de procedimentos que produzem a menor
distorcdo possivel da célula e da matriz extracelular. Apos a fixacdo, os tecidos séo
incluidos em materiais dotados de certa consisténcia, como a resina ou a parafina e

cortados em fatias muito delgadas, capazes de serem atravessadas pela luz [21].
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A maioria dos tecidos é incolor, o que torna dificil sua observacdo ao micros-
copio optico. Devido a isso, foram introduzidos métodos para a coloracdo dos teci-
dos, de modo a tornar seus componentes visiveis e destacados uns dos outros. A
maioria dos corantes usados em histologia comporta-se como acidos ou bases e
tende a formar ligagdes salinas com radicais ionizaveis, presentes nos tecidos. Os
componentes dos tecidos que se coram com corantes basicos sdo chamados baso-
filos, sendo chamados de aciddfilos os que se ligam a corantes acidos. O azul-de-
toluidina e o azul-de-metileno sdo exemplos de corantes basicos. A hematoxilina
comporta-se como um corante basico, ligando-se as estruturas baséfilas dos teci-
dos. Os nucleos celulares, por serem ricos em DNA, coram-se pelos corantes basi-
cos. Os corantes &cidos, tais como o orange G, a eosina e a fucsina acida, coram
principalmente as proteinas citoplasmaticas. A hematoxilina cora em azul os nucleos
celulares e outras estruturas de natureza acida (basofilas), como as regiées do cito-
plasma ricas em RNA. Em contraste, a eosina cora o citoplasma e o colageno do

material extracelular em diversas tonalidades do vermelho [21].

O método picro-sirius utiliza o corante denominado vermelho sirius, um forte
corante anibénico hidrofilico, o qual mancha o colageno pela reacdo dos seus grupos
de &cido sulfénico com os grupos basicos, presentes na molécula de colageno. As
moléculas de corante alongadas estéo ligadas as fibras de colageno, de tal forma
gue os seus longos eixos ficam paralelos. Esta relagéo paralela entre o corante e o
colageno resulta em uma birrefringéncia reforcada. O exame de secc¢des de tecido,
a partir de 15 espécies de vertebrados sugere que a coloracdo com vermelho sirius,
guando combinada com o reforco da birrefringéncia, pode ser considerada especifi-
ca para o colageno, sendo capaz de distinguir, inclusive, o colageno tipo | do tipo IlI
[55] .

No entanto, uma limitacdo caracteristica deste método na avaliagdo da neo-
formacao 6ssea ao redor de implantes dentarios consiste na necessidade de des-
calcificagédo do tecido ésseo, dissolvendo a parte mineral. Além disso, a dificuldade
de obtencéo de biopsias, estruturalmente integras com o implante, o tecido 6sseo
adjacente e a interface osso-implante inviabiliza o processamento das amostras e a

consequente analise histologica.
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3.8. Testes in-vivo

Até o momento, ndo existe nenhum estudo avaliando, in vivo, o efeito da na-
notexturizacdo de superficies de implantes de titanio, associado ao horménio do

crescimento, nos diferentes estagios da osseointegracéo.

De acordo com Eldein e cols. (2011) [56], o hormdnio do crescimento aumen-
ta a neoformacédo 0ssea ao redor dos implantes de titanio no estagio inicial da osse-
ointegracdo. Em um estudo pré-clinico de boca dividida, os autores utilizaram seis
caes que tiveram os primeiros pré-molares inferiores dos lados direito e esquerdo
extraidos. No lado direito, foi feita a colocacao imediata dos implantes nos alvéolos
pos-extracdo apenas como controle, enquanto que no lado esquerdo, o hormdnio do
crescimento (GH) foi colocado na cavidade, seguido da colocacdo do implante (gru-
po teste). Os animais foram sacrificados em 2, 6 e 12 semanas, apos a cirurgia, e as
amostras preparadas pelos métodos HE (hematoxilina-eosina) e corante tricromico
para analise histologica do osso recém-formado. Os resultados mostraram que a
neoformacgdo éssea ocorreu nos dois grupos, porém no grupo que tinha o GH (tes-
te), foi observada uma maior densidade é6ssea e as fibras colagenas eram mais
densas e melhor orientadas. Além disso, o grupo teste mostrou que, nas primeiras
fases da reparacdo 0ssea, 0s Osteons e 0s sistemas de harvers eram mais organi-
zados. Os autores concluiram que o uso de p6 do GH ao redor dos implantes dentéa-
rios, colocados imediatamente em alvéolos pés-extracdo, intensificou a resposta do

0SS0 periimplantar.

Meirelles e cols. (2008) [36] investigaram o efeito de implantes, quimicamente
modificados e com diferentes nanotopografias, nos diferentes estagios da osseoin-
tegracdo. Quarenta implantes com diferentes tratamentos de superficie - jateadas
com TiO; (1), acrescidas de tratamento com fluoreto (2) ou modificadas com nano-
hidroxiapatita (3) foram utilizados em dez coelhos brancos da raga Nova Zelandia. A
avaliacdo da superficie incluiu a analise topografica com interferometria, anélise
morfolégica com microscopia eletronica de varredura e analise quimica com espec-
trometria fotoeletrbnica de raio X. A resposta 0ssea foi investigada com o teste de
torque de remocédo, enquanto que a analise histoldgica foi conduzida apos um peri-

odo de cicatrizacdo de 4 semanas. Os parametros de rugosidade de superficie mos-
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traram uma ligeira reducdo do desvio médio de altura para os implantes tratados
com fluoretos (2), comparados aos jateados com TiO, (1) (controle) e aos tratados
com nano-hidroxiapatita (3). As imagens de microscopia eletronica de varredura em
alta magnificacdo indicaram a presenca de nanoestruturas nos implantes, quimica-
mente modificados. A andlise quimica revelou a presenca de titanio, oxigénio, car-
bono e nitrogénio em todos os implantes. O grupo tratado com fluoreto revelou fluo-
reto e o grupo tratado com nano-hidroxiapatita revelou célcio e fosforo com uma re-
ducéo simultanea de titdnio e oxigénio. Os valores de torque de remocao revelaram
uma retencdo aumentada para os implantes, quimicamente modificados, que exibi-
am uma nanotopografia especifica. A analise histolégica demonstrou uma formacéao
Ossea imatura em contato com a superficie do implante em todos os grupos, de
acordo com o tempo de cicatrizacdo do experimento. Os autores concluiram que as
modificacdes quimicas usadas foram capazes de produzir uma nanotopografia parti-
cular, e junto com os ions presentes na superficie do implante, podem explicar os
valores de torque de remocdo aumentados depois de um periodo de cicatrizacdo de

quatro semanas.

Nesse contexto, é fundamental o desenvolvimento e a experimentacdo de
superficies de implantes que possam acelerar e estabilizar a longo prazo a osseoin-
tegracédo dos implantes dentais. Embora estudos recentes com animais de laborato-
rio tenham utilizado o rhGH no reparo 6sseo associados a implantes, nao existem
evidéncias mostrando o efeito desta substancia associada a nanotexturizacdo da
superficie do implante. Por isso, 0 objetivo deste estudo € avaliar, através de uma
nova técnica de caracterizacdo das amostras, a influéncia do uso de superficies na-

notexturizadas no processo de osseointegracédo de implantes de titanio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Fabricacéo e Preparagcdo dos Implantes

Os implantes foram fabricados a partir do titanio, comercialmente puro (ASTM
Grau 2) e fornecido pela empresa Baumer® S.A. Foram usinados 40 implantes em
formato cilindrico, liso e sem roscas, com diametro de 2,2 mm e comprimento de 6
mm (28 para os testes in vivo e 12 para os testes preliminares). As amostras foram
atacadas por uma solucéo de acido fluoridrico (HF) a 10% para remocéo da camada
de Oxido nativo e imediatamente revestidas, através da pulverizacdo de uma cama-
da de 100um de particulas de plasma spray atmosférico (PSA). A seguir, os implan-
tes foram separados em dois grupos com 20 implantes cada: superficie tratada ape-
nas com plasma spray de titanio, conforme a figura 4.2(a) e superficie PSA nanotex-

turizada, conforme a figura 4.2 (b).

Figura 4.1. Implante de titanio plasma-spray (a) e implante plasma-spray nanotexturizado (b).

A deposicédo PSA foi feita pela empresa Baumer S.A. e 0 processo de nano-
texturizacao foi, especialmente, realizado para este experimento em sala limpa com
certificacdo P4, no Laboratorio de Materiais e Nanociéncias do Grupo de Estudos e

Propriedades de Superficies e Interfaces, do Centro de P&D em Fisica da Faculda-
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de de Fisica da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
(LMN/GEPSI/PUCRS). Apés a confeccdo e tratamento da superficie, os implantes
tiveram suas &reas limpas a vacuo, para entdo serem embalados individualmente,

em papel grau cirdrgico e esterilizados com 6xido de etileno.

4.2. Fase Experimental

Este trabalho caracterizou-se como um estudo experimental in vivo e foi sub-
metido & apreciacdo e aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) (protocolo 10/00165) (ANEXO 1). Cabe salientar que foi conduzido sob a
supervisao do Servico Veterinario da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), cujo numero de protocolo € 13.810. A pesquisa foi realizada de acordo
com 0s principios éticos vigentes para o uso de animais de laboratério, estabeleci-
dos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e prosseguiu em

ambiente regido pelas regras da Lei Arouca (n° 11.794, de 8 de outubro de 2008).

A metodologia utilizada neste trabalho baseou-se em um projeto piloto
(ANEXO 2) gue contou com a colaboracdo do Professor Doutor Rogério Miranda
Pagnoncelli e o Doutor Marcelo Emir Abreu. Inicialmente, trés implantes foram colo-
cados na tibia de um coelho: 1 (um) implante nanotexturizado (PSA-nano), 1 (um)
implante com superficie plasma-spray (PSA) e 1 (um) implante liso usinado. A figura
4.1 mostra que, ap6s 30 dias, no implante PSA-nano o calo 6sseo formado ao redor
foi visivelmente maior que no implante adjacente, sem a nanotexturizagdo. Em virtu-
de disso, resolvemos utilizar neste projeto o implante plasma-spray (PSA) e o im-

plante nanotexturizado.

Figura 4.2. Fotografia da tibia do coelho mostrando os implantes PSA-nano, PSA e liso.
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Ao todo confeccionaram-se vinte e quatro ( 24) implantes. As amostras foram ran-

domicamente alocadas em 8 grupos, de acordo com o tipo de tratamento de super-

ficie (Grupo | = implantes PSA; Grupo Il = implantes PSA-nano), a associacdo ou

nao com o horménio do crescimento humano recombinante (rhGH) (C = controle; H

= presenca do horménio) e os diferentes periodos observacionais (14 ou 42 dias)

(Tabela 4.1). Em todos os animais, os implantes PSA e PSA-Nano foram alocados

nas cavidades experimentais proximal e distal da tibia, respectivamente.

Tabela 4.1. Composi¢édo dos grupos experimentais (I = Grupo | - implantes PSA; Il = Grupo Il implan-

tes PSA-nano; C = auséncia do horménio do crescimento ou controle; H = presenca do hormonio ou

teste; 14d = 14 dias de cicatrizag&o; 42d = 42 dias de acompanhamento).

IC14(PSA14d)

IC42(PSA42d)
Grupos |

Implantes

PSA
IH14 (PSA- H14d)

IH42(PSA- H42d)

[IC14 (PSA-nanol4d)

[IC42 (PSA-nano42d)

Grupo Il
Implantes
PSA-Nano

[IH14(PSA-nano- H14d)

[IH42(PSA-nano- H42d)

42D

14D

42D

14D

42D

14D

42D

Sem

Com

Com

Sem

Sem

Com

Com

Implante IC14-1
Implante IC14-2
Implante IC14-3
Implante IC42-1
Implante IC42-2
Implante IC42-3
Implante IH14-1
Implante IH14-2
Implante IH14-3
Implante IH42-1
Implante IH42-2
Implante IH42-3
Implante [IC14-1
Implante 11C14-2
Implante [IC14-3
Implante 11C42-1
Implante [IC42-2
Implante 11C42-3
Implante [IH14-1
Implante 11H14-2
Implante [IH14-3
Implante 11H42-1
Implante [IH42-2
Implante 11H42-3
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O estabelecimento de dois periodos de observacdo permitiu a avaliagdo dos
efeitos do hormonio do crescimento em diferentes estagios da osseointegracdo —
aos 14 dias, correspondendo ao estagio inicial (ou estabilidade priméria), que é
guando ocorre a maior prevaléncia de perda de implantes; e aos 42 dias, corres-
pondendo ao estagio final (ou estabilidade secundéaria), momento este que, em hu-

manos, corresponde ao momento de aplicacdo da carga (protese) sobre o implante.

4.4. Calculo da amostra

O calculo do tamanho da amostra do grupo experimental foi definido a partir
da realizagdo de um célculo amostral (WINPEPI®, modulo compare 2, versao 1.47)
[57]. Considerou-se um nivel de significancia de 0.05, um poder de 80% e uma ra-
z&do de 1:1 (com a presenca rhGH: sem a presenca rhGH), para poder se detectar
uma diferenca, clinicamente relevante de dois desvios-padrao. O tamanho da amos-
tra obtido foi de 14 animais, sendo 0 experimento composto de sete animais em ca-
da grupo. Estudos [58, 59,60] que avaliaram o uso do rhGH na osseointegracdo de
implantes em coelhos também utilizaram 12 animais divididos em 2 grupos (teste e
controle) de 6 animais cada, realizaram histomorfometria da regido periimplantar,
obtendo resultados com significancia estatistica (p < 0.05). Também ha estudos
[60,61] realizados em cées nos quais foram testados, além do horménio do cresci-
mento, outros fatores osseoindutores na osseointegracdo de implantes e cicatriza-
cdo de defeitos 6sseos, em que o numero de animais utilizado foi de oito, sendo
quatro em cada grupo (controle:teste), submeteram os espécimes a andlise histo-
morfométrica, radiografica e biomecéanica e obtiveram resultados com significAncia

estatistica (p < 0.01) em alguns testes [57].

4.5. Modelo Experimental em Animal e Procedimento Cirargico

Quatorze (14) coelhos machos adultos da linhagem Nova Zelandia (Oryctola-
gus cuniculus), variedade branco, com 10 meses de vida, saudaveis, com auséncia
de ferimentos e alteracbes congénitas, obtidos comercialmente do mesmo criador

(Biotério da Universidade do Estado de Santa Catarina, UDESC, Brasil) foram utili-
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zados como modelo experimental. Os animais foram identificados individualmente

de acordo com os grupos e alojados em gaiolas separadas [57].

Os coelhos foram mantidos em local adequado, no biotério situado no Centro
de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), em Lages (Santa Catarina), alimentados com racao standard e agua fil-
trada ad libitum. Os instrumentais e materiais descartaveis utilizados na execucéo
deste estudo foram providos pelos pesquisadores e obtidos, através de auxilio fi-

nanceiro de agéncias de fomento a pesquisa [57].

Todos os animais foram pesados antes das cirurgias. A média de peso dos
animais tratados com rhGH foi de 3,281 kg e a do grupo controle foi de 2,735 kg. Os
animais receberam inicialmente medicacdo pré-anestésica com acepromazina, na
dose de 4 mg/Kg associada com butorfanol 0,2 mg/kg via intramuscular. A inducéo
anestésica e manutencdo foram realizadas com Ketamina na dose de 50 mg/kg de
peso corporal associado a Diazepan por via intravenosa. Profilaxia antibiética peri-
operativa, consistindo de 20 mg/kg de amoxicilina, associada a 5 mg/kg de clavula-
nat foi instituida a todos os animais. As anestesias gerais foram realizadas por Ve-

terinarios Anestesiologistas da UDESC.

Apbs confirmada a anestesia, a pata traseira esquerda foi tricotomizada e in-
filtrada com anestésico local tipo lidocaina 2% com concentracdo de 1:150.000 de
adrenalina (Lidocaina, DFL®, Rio de Janeiro, Brasil), na regido anterior da tibia, pa-
ra diminuir o sangramento trans-operatério e controle profilatico da dor poés-
operatoria. A cirurgia foi realizada sob condigbes assépticas. Uma incisdo de apro-
ximadamente 4 cm foi realizada na pele sobre a face anterior da tibia. Em seguida,
o tecido muscular foi divulsionado até atingir o peridsteo, que foi incisado e descola-
do expondo-se o tecido 6sseo. Foram feitas na tibia duas lojas 6sseas de 2,2 mm
de diametro e 4 mm de profundidade, separadas 16 mm entre elas (Figura 4.2). As
cavidades foram confeccionadas com uma fresa cirurgica helicoidal de 2 mm de di-
ametro (Colosso®, Itu, Brasil) em 637 rotacdes por minuto, sob irrigacdo abundante
de soro fisioldgico 0,9%, até o rompimento da cortical 6ssea. Na sequéncia, a cavi-

dade foi alargada até o diametro e profundidade planejados com uma fresa cirdrgica
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helicoidal de 2,2 mm de didmetro (Straumann Dental Implant System®, Waldenburg,
Suica).

Figura 4.3. Duas cavidades 6sseas de 2,2 mm de diametro e 4 mm de profundidade foram confeccio-

nadas, separadas 16 mm entre si.

Cada tibia esquerda recebeu dois implantes cilindricos de titdnio puro com
2,2 mm e 6 mm de comprimento, sem roscas e com afilamento no dltimo milimetro
de sua porcéo apical, sendo um plasma-spray (proximal) e o outro plasma-spray
nano (distal).

Os coelhos foram divididos em grupos. No grupo teste, antes da colocacdo do
implante, em cada defeito 6sseo, cirurgicamente criado, foi inserida uma camada de
11U (0,3 mg) de rhGH liofilizado (Saizen®, Serono Laboratories, Aubonne, Suica).
Nada foi aplicado nos animais do grupo controle.

Apés essa etapa, os implantes foram inseridos 4 mm intradsseos, deixando
0S 2 mm remanescentes supradsseos para facilitar sua posterior localizacéo e reali-
zacao do teste biomecanico (pull-out). Procedeu-se entdo a sutura dos tecidos mo-
les em planos, onde foi utilizada fio de mononylon ndo-reabsorvivel 6.0 (Ethicon®,
Johnson & Johnson Co., EUA). Apds a sutura, 0s animais voltaram as suas gaiolas

individuais, onde ficaram por um periodo de sete dias com o objetivo de restringir
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sua movimentacao pds-operatoria. Pelo mesmo periodo, para evitar infecgdes, foi
utilizado antibiético (amoxicilina 10 mg/kg e clavulanato 2,5 mg/kg) ,na agua coloca-
da para os animais beberem. A analgesia pds-operatoria também foi realizada por
via oral, na agua dada aos animais por 3 dias (cetoprofeno). Os animais eram visita-
dos duas vezes ao dia, e as feridas operatdrias inspecionadas diariamente, durante
todo o periodo do estudo. As suturas da pele foram removidas aos 10 dias de poés-
operatoério. Apos os 14 e 42 dias, os animais foram sacrificados com uma overdose
de Ketamina também pela equipe de Veterinarios Anestesiologistas do CAV. As ti-

bias dos coelhos foram dissecadas, removidas e armazenadas em formol.

4.6. Preparacédo do Corpo de Prova

Os trés implantes de cada grupo foram submetidos a trés diferentes anélises.
O primeiro foi analisado por histologia tradicional (método H.E.); enquanto que o
segundo foi analisado por testes de microscopia 6ptica (M.O.), microscopia eletroni-
ca de varredura (M.E.V.) e microscopia de infra-vermelho (FTIR) e, por altimo, o ter-
ceiro pelo testes mecanico de tracdo (pull-out) e pela andlise do espectro de disper-
sao de energia (EDS) (Tabela 4.2).

4.6.1. Histomorfologia (Método HE)

Um implante de cada grupo (IC14-1, IC42-1, IH14-1, IH42-1, lIC14-1, 1IC42-1,
[IH14-1, 1IH42-1) foi removido da tibia, por descalcificacdo em solugcdo &cida, para
gue se procedesse a analise histolégica do tecido periimplantar, totalizando 8 (oito)
implantes. As areas periimplantares foram entdo desidratadas em séries crescentes
de alcool etilico e, apos, embebidas e infiltradas com parafina. Para a confeccao das
laminas histoldgicas, as amostras foram seccionadas em uma direcdo latero-lateral,
paralela ao longo eixo longitudinal da cavidade 6ssea remanescente, apos a remo-
cao dos implantes. Quatro seccdes foram feitas por cavidade 0ssea; porém, nao foi
possivel analisa-las. Os mesmos procedimentos foram repetidos para as amostras
IC14-2, I1C42-2, IH14-2, IH42-2, 1IC14-2, IIC42-2, 1IH14-2 e 1IH42-2, somente com
uma secc¢ao, apos o teste de tracdo (pull-out). Cada seccéo foi reduzida a espessura

de aproximadamente 10 um e, entédo, corada com hematoxilina-eosina (método HE).
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As secc¢Bes foram observadas em microscopia Optica de reflexdo (Olympus BX60®,
Olympus Co, Japao) em magnificacdo de 20 a 60 vezes, onde foi possivel a descri-
cdo histolégica qualitativa do tecido periimplantar. As andlises foram todas realiza-

das pelo mesmo pesquisador (calibrado), o qual desconhecia a que grupo pertencia

cada amostra (cegado) [57].

Tabela 4.2. Implantes divididos pelo tipo de caracterizacéo realizada.

IC14(PSA14d)

IC42(PSA42d)
Grupos |

Implantes PSA
IH14 (PSA- H14d)

IH42(PSA- H42d)

1IC14 (PSA-nanol4d)

1IC42 (PSA-nano42d)
Grupo Il

Implantes PSA-

Nano
IIH14(PSA-nano- H14d)

IIH42(PSA-nano- H42d)

Implante IC14-1
Implante IC14-2
Implante | C14-3
Implante IC42-1
Implante IC42-2
Implante IC42-3
Implante IH14-1
Implante IH14-2
Implante IH14-3
Implante IH42-1
Implante IH42-2
Implante IH42-3
Implante [IC14-1
Implante [IC14-2
Implante [IC14-3
Implante [IC42-1
Implante [1IC42-2
Implante [1C42-3
Implante [IH14-1
Implante [IH14-2
Implante [IH14-3
Implante [IH42-1
Implante [IH42-2
Implante [IH42-3

lHlH%IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, FTIR, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, FTIR, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, FTIR, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, FTIR, MEV
Histomorfologia
Pull-out, MO, MEV
MO, MEV
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4.6.2. Preparacao das amostras para o MO, MEV e FTIR

Quatro (4) implantes com cicatrizagdo precoce (14 dias) — IC14-3, IH14-3,
[IC14-3 e 1IH14-3 — foram selecionados para analise por MO e FTIR. Ainda, outros 4
(quatro) implantes com cicatrizacdo de 42 dias — 1C42-3, 1H42-3, 11C42-3, 1IH42-3 —
foram selecionados para as andlises de MO, MEV e FTIR. Para caracterizar os cor-
pos de prova, foi necessario prepara-los, colocando-os inicialmente em banho ul-
trassbnico com agua deionizada por 72 horas para remocao do formol, sendo que a
agua foi trocada a cada 24 horas. ApGs o banho ultrassénico, as amostras foram
liofilizadas a vacuo em dez etapas com banhos intermediarios com alcool etilico
desde 10% vol. até alcool absoluto (100 %), resultando em uma amostra como a da

figura 4.4.

ApGs a liofilizagdo, as amostras foram embutidas em vacuo com resina de po-
liéster para serem preparados os corpos de prova. Os blocos foram cortados em

seccao longitudinal, proximo aos implantes, como mostrado na figura 4.5.

Figura 4.4. Tibia do coelho apés a liofilizacao.

As amostras foram lixadas, manualmente, com uma sequéncia de lixas de
gramaturas desde 60 até 4000, fixadas em bloco de vidro e sob irrigacdo com agua
corrente e, posteriormente, foi realizado polimento em politriz metalografica com

pasta de diamante de 9u m e 1 pum, com irrigacado constante e com uma mistura de
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alcool isopropilico/propilenoglicol (1:1), conforme a figura 4.6. O objetivo deste pre-
paro foi a obtencdo de uma superficie polida no local do implante e nas suas adja-
céncias, mantendo a caracteristica da matriz 6ssea inorganica e do implante para
observacdo microscoépica; entretanto, esta técnica ndo preserva as ceélulas organi-

cas.

Figura 4.5. Corpo de prova antes do polimento.

- -

Figura 4.6. Corpo de prova polido e lixado, pronto para ser analisado no MO.
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ApGs o preparo, os corpos de prova foram submetidos, em um primeiro mo-
mento, a microscopia optica de reflexdo, com o aparelho Olympus BX60® (Olympus
Co, Japéo) em magnificacbes de 50x, 100x e 200x. Nesta etapa, foram obtidas as
imagens microscopicas que revelaram a microestrutura dos implantes e a qualidade
do osso neoformado, mostrando os detalhes da osseointegragéo, na interface 0sso-

implante.

A seguir, 0s mesmos corpos de prova foram submetidos a caracterizacdo por
espectro de infravermelho (FTIR), onde 100 varreduras foram realizadas para obter
uma curva com pouco ruido e as analises foram feitas em um microscépio por ATR
acoplado no equipamento Prestige 21° (Shimadzu, Japé&o) e convertidas no progra-
ma OriginPro 8°® (OriginLab, EUA). A finalidade desta caracterizacao foi quantificar a

presencas das fases fosfato e colageno no osso novo (figura 4.7) [62,63].

- Fosfato
Colageno

Absorbancia

BT T RN . W

v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

n°de ondas (cm™)

Figura 4.7. Picos de energia do FTIR.

Apoés analisar os comprimentos de onda correspondentes do carbonato, fos-

fato e colageno (amidas I, Il e Ill), foi feito um calculo da area dos picos para verifi-
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car a quantidade de fosfato e coldgeno, apresentada em cada amostra (Figura 4.8).
Em todos os graficos foi utilizada a regido aproximada 1800-1300 e de 1200- 900

cm™ para identificar as concentrac6es de colageno e fosfato, respectivamente.

ancia

A

Absorb

1800 1600 1400 1200 1000

Figura 4.8. Grafico absorbancia x n° de ondas que permite o calculo das areas dos picos de cada um

dos componentes quimicos.

Num primeiro momento, foi calculada a &rea total do pico do fosfato, subtrai-
da da area em azul, resultando entéo na area do fosfato. Em seguida, o mesmo cal-
culo foi realizado para o grupo do colageno (amidas), resultando na area do colage-

no.

Por dltimo, os mesmos corpos de prova foram submetidos a analise por mi-
croscopia eletrénica de varredura (MEV), da marca Philips, modelo XL 30, em mag-
nificacdes de 50x, 100x, 200x e 500 vezes. O MEV permite analisar microestruturas
e a neoformacado O0ssea. Nesta etapa, foi possivel visualizar as microestruturas dos

implantes e estruturas adjacentes em escala micrométrica.
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4.6.3. Preparacao das Amostras para Pull-Out

Um total de 8 (oito) amostras — 1C14-2, IC42-2, IH14-2, 1H42-2, 1IC14-2,
[IC42-2, IIH14-2, IIH42-2 — também submetidas ao banho ultrassénico e liofilizacdo
(descritos anteriormente) foram selecionadas para o teste biomecéanico de osseoin-
tegracao (pull-out). As tibias foram embebidas em resina de poliéster insaturada
(Resapol 10249®, Reichold Co., EUA), mantendo a porcao extradéssea dos implan-

tes expostas (Figura 4.9).

Fig. 4.9. Conjunto contendo a tibia e os implantes embebidos em resina de poliéster insaturada, pron-

to para o teste pull-out.

Para a execucao do teste, foi confeccionada, especialmente para este expe-

rimento, uma pin¢a que tinha a finalidade de agarrar o implante (Figura 4.10).

As tibias emblocadas na resina foram entdo montadas na maquina de testes
universal (EMIC DL-2000°, S&o José dos Pinhais, Brasil). Elas foram submetidas ao
teste biomecanico de pull-out, realizado no laboratério de Tecnologia dos Materiais
Dentarios da Faculdade de Odontologia da PUCRS. O ensaio consistiu na mensura-

¢éo da forgca necesséria a extrusdo mecanica dos implantes da tibia (figura 4.11).
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Figura 4.10. Pinca utilizada no teste biomecénico de pull-out.

As mensurag6es foram feitas, usando uma célula de forga de 500N e uma ta-
xa de deformacédo constante de 1 mm/min. A forca foi aplicada até o completo des-
prendimento do implante da tibia. Foi registrada a curva tensdo-deformacéo e, a
partir dela, foram calculados os valores de energia, mostrado na figura 4.11. Esses
testes seguiram na metodologia citada na norma “ASTM C-633” para adeséo de fil-

mes em substratos.

Figura 4.11. Teste de tracdo (pull-out) sendo realizado na maquina de testes universal (EMIC DL-

2000®) e o computador que mostra a curva de tensdo-deformacéao.
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Os implantes utilizados no teste do “pull-out” foram submetidos a anélise su-
perficial, por espectrometria de dispersédo de energia (EDS) para avaliar a quantida-
de de calcio e fosforo (composicao da hidroxiapatita (Cai10(PO4)s(OH)2)) na superfi-
cie, apds a sua remocao. A microanalise por EDS é semiquantitativa, servindo como
um indicador das quantidades de cada elemento presente, porém ndo pode ser to-

mada como analise quantitativa.

Para a obtencdo de uma estatistica da composi¢cdo média em toda a superfi-
cie do implante, foi utilizado um retangulo de 4,07 mm x 1,58 mm na imagem do im-
plante, na tela do computador, obtida com o MEV, onde foi possivel calcular a quan-
tidade total de ions célcio e fosforo existentes em relacéo ao titanio (Figura 4.12).
Como parte do processo de preparacdo das amostras, as pecas foram metalizadas,
isto é, cobertas com uma fina camada de ouro. Nesta etapa, foi encontrada a quan-

tidade aproximada dos elementos que compdem 0 0SSO.

AccV SpotMagn Det WD ———— 2mm
200kV 45 30x BSE 19.8

Figura 4.12. Retangulo da imagem do implante no MEV para andlise por EDS.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este estudo teve por objetivo estudar a influéncia do uso de superficies nano-
texturizadas, e verificar o papel do hormoénio do crescimento humano recombinante
(rhGH) no processo de osseointegracao de implantes de titanio. Vinte e quatro pro-
tétipos de implantes foram colocados na tibia de coelhos e, alocadas em 8 grupos,
de acordo com o tipo de tratamento de superficie (Grupo | = implantes PSA; Grupo Il
= implantes PSA-nano). A associagdo ou ndo com o hormoénio do crescimento hu-
mano recombinante (rhGH) (C = controle; H = presenca do horménio) e os diferen-
tes periodos observacionais (14 ou 42 dias), apés a obtencdo dos corpos de prova
foram submetidos a analise por MO, MEV, FTIR, Pull-Out e EDS. Diversos testes e
uma técnica meticulosa de preparacédo das amostras foram empregados para a ava-
liacdo dos diferentes tipos de superficie, associados ou ndo ao hormonio do cresci-
mento e em diferentes tempos de acompanhamento no processo de neoformacéao
0ssea ao redor dos implantes. Os resultados serdo apresentados em trés etapas -
analise do tipo de superficie, utilizacdo ou ndo do hormbnio e o tempo de cicatriza-

céo.

5.1. Avaliacdo qualitativa da Histologia por Microscopio Optico

A figura 5.1-a mostra a analise histologica por microscopia optica no estagio
inicial de osseointegracdo da amostra IC14. Esta amostra apresenta a existéncia de
uma pequena regido de osso neoformado (formagéo de células desorganizadas e
de tamanhos variados), mostrando regides de canais de reabsorcdo ao redor do
implante inferior a amostra nanotexturizada (11C14). Como mostrado na figura 5.1-b,
esta amostra apresenta uma neoformacéo O0ssea periimplantar superior, apresen-
tando uma maior regido de 0sso novo proximo ao implante, o que permite concluir

que a superficie nanotexturizada favorece a neoformacéo 6ssea nas fases iniciais.
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No estagio tardio da cicatrizacao, foi possivel verificar que a amostra 1C42 (fi-
gura 5.1-c) exibiu uma regido periimplantar com tecido 6ésseo imaturo e com mode-
rado contato osso-implante. Por outro lado, a amostra 11C42 exibe um intenso conta-
to osso-implante, com crescimento 0sseo has cavidades do implante, como mostra-
do na figura 5.1-d. Estes resultados corroboram os de Cunha (2007) [63] que mos-
traram, usando modelo animal em ovelha, que superficies PSA-nano apresentam
elevada atividade osteoblastica levando a uma formacéo de osso novo denso e or-

ganizado, mesmo em estagios iniciais, se comparados a outros tipos de superficie.

Figura 5.1. Micrografia com magnificagdo de 50x na interface osso-implante das amostras do grupo
controle (a) 1C14; (b) 1IC14; (c) IC42 e (d) lIC42.

Nas amostras, onde o hormonio do crescimento - IH14 e [IH14 - foi utilizado,
respectivamente, (figuras 5.2-b e 5.2-d) percebeu-se a presenca de uma grande re-
gido de osso novo ao redor do implante, permitindo claramente concluir que o uso
do hormdnio favoreceu a neoformacédo 6ssea no estagio inicial. Além disso, compa-
rando com as amostras do Grupo | (figura 5.2-b), verificou-se que a amostra 1IH14

(figura 5.2-d) apresenta uma maior quantidade de osso neoformado, mostrando que
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0 hormonio acelera o processo de osseointegragcédo, quando comparado ao implante

do Grupo | sem o horménio (figura 5.2-a).

Na amostra 11H42, foi possivel verificar a presenca de regides com tecido 6s-
seo imaturo, onde possiveis regifes de transicdo do 0sso novo para o maduro esta-
vam presentes, e com moderado contato osso-implante apresentando também al-
gumas cavidades préximas ao implante. J& na amostra IH42 (figura 5.2-f), a utiliza-
cao do horménio do crescimento foi favoravel, apresentando regides de 0sso madu-
ro préximo ao implante, enquanto que a amostra 1C42 (figura 5.1-e) apresentou for-
macédo de 0sso novo, ndo tendo 0sso maduro ao redor do implante. Independente-
mente da presenca ou ndo do hormdnio do crescimento nas amostras do Grupo II,
foi possivel perceber que elas apresentaram uma maior neoformacao 6ssea em 14
dias, quando comparadas as amostras do Grupo |, 0 que por sua vez sugere um

possivel aumento da estabilidade inicial dos implantes de titanio.

Comparando as amostras em func¢do do tempo de reparo, é possivel verificar
que a amostra IIC14 apresentou formacdo de 0sso novo, enquanto que a amostra
[IC42 apresentou a formacdo de osso maduro. Na figura 5.2-a, foi possivel observar
a presenca de uma pequena regido de osso neoformado, enquanto que na figura

5.1-e nota-se o tecido 6sseo imaturo na regido periimplantar.

Comparando as amostras em funcdo do tempo de reparo e do uso do hormé-
nio do crescimento, é possivel afirmar que a amostra nanotexturizada 1lIH14 (figura
5.2-d) apresentou uma neoformacéo 0ssea significativa, enquanto que na figura 5.2-
h, observa-se que a amostra 1IH42 mostrou a presenca de osso maduro ao redor do
implante. Na figura 5.2-b (amostra IH14), foi possivel verificar a ocorréncia de neo-
formacdo Ossea, enquanto que na amostra IH42 (figura 5.2-f) verifica-se os bons
resultados na formagao do osso maduro que apresentando os canais de Havers e

com o contato osso-implante moderado.
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Figura 5.2. Micrografia com magnificacdo de 100x na interface osso-implante das amostras IC14 (a);
IH14 (b); 11IC14 (c); IIH14 (d); IC42 (e); IH42 (f); 11IC42 (g); IIH42 (h).
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5.2. Avaliacdo qualitativa das Analises por Microscopia Eletrénica de Varredu-
ra (MEV)

As amostras de 14 dias ndo estiveram disponiveis para a analise por MEV
porque a preparacdo das amostras para esse teste inclui a metalizacdo da superfi-
cie com ouro, 0 que as inviabiliza para a analise por FTIR. Assim, estas amostras
foram selecionadas para a andlise por FTIR exclusivamente, portanto foram elimi-

nadas da analise por MEV.

Desta forma, as amostras de 42 dias foram analisadas no MEV, mostrando
resultados semelhantes aos do microscépio Optico (MO). Foi possivel verificar que
na amostra 1C42 (figura 5.3-a), a regido periimplantar apresentou tecido 6sseo ima-
turo e com moderado contato osso-implante. J& a amostra 11C42 (figura 5.3-b) mos-
trou intimo contato osso-implante, com crescimento ésseo nas cavidades do implan-

te.

Na amostra IH42, figura 5.3-c, a utilizagdo do hormoénio do crescimento exibiu
regides de osso maduro proximo ao implante. Na amostra IIH42, figura 5.3-d, em
que o horménio do crescimento foi utilizado, verificou-se regides com tecido 6sseo
imaturo e com moderado contato osso-implante, mostrando também algumas cavi-

dades proximas ao implante.

Nas amostras de 42 dias com superficies nanotexturizadas percebeu-se que
a amostra 11C42 (figura 5.3-b) possuia caracteristicas de tecido 6sseo maduro, en-
guanto que a amostra IIH42 (figura 5.3-d) ainda estava em fase de remodelamento.
Nas amostras PSA foi observado que o hormbnio do crescimento mostrou-se favo-
ravel, apresentando regides de osso maduro proximo ao implante (IH42, figura 5.3-
c). Ja o implante PSA, sem o uso do horménio (IC42, figura 5.3-a), apresentou for-

macao de 0sso novo nao tendo osso maduro ao redor do implante.

Verificou-se que a liberacdo do horménio foi favoravel para a amostra 1H42
(figura 5.3-b), mostrando bons resultados quando do uso desse horménio com uma

superficie plasma-spray. Ja com a superficie nanotexturizada, a melhor resposta de
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ossointegracdo estd na amostra de 42 dias, sem o0 uso do horménio. Isso se deve,
possivelmente, ao fato de que, quando usamos a superficie nanotexturizada, ela
retém mais hormonio na fase inicial, devido a sua nanoporosidade, justificando os
otimos resultados no estagio inicial. Contudo, com o crescimento rapido e desorde-

nado na fase inicial, estas amostras estao sujeitas ao remodelamento mais severo,

levando a grandes regides reabsorvidas e com a formacéo de lacunas.

Det WD
00KV 3.0 100x BSE 108

500 pm

B>00 kv 3.0 100x  BSE 10.7

Acc.V SpotMagn Det WD 1 500 gm
200 kv 3.0 100x BSE 11.1

cc.V  Spot Magn Det WD
20.0 kV 3.0 100x BSE 12.1

Figura 5.3. Microscopia eletrdnica com magnificagdo de 100x da interface osso implante das amostras
do grupo controle (a) IC42; (b) IIC42; (c) IH42 e (d) lIH42.

Comparando as duas analises é possivel perceber que tanto o MEV quanto o
MO complementaram resultados de osseointegracdo. Deixando claro que com as
duas técnicas é possivel analisar neoformacéo 6ssea.
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Comparando os resultados de HE do trabalho de Abreu (2011) [57], verificou-
se gue os melhores resultados encontrados foram nas amostras de 42 dias, mos-
trando que a superficie nanotexturizada teve um maior crescimento 0sseo e que a

gue melhor respondeu a liberacdo do horménio foi a plasma-spray.

5.3. Andlise do espectro de Infra-vermelho (FTIR)

Como pbde ser observado na tabela 5.1, na analise de FTIR os melhores re-
sultados encontrados na quantidade de fosfato e colageno esta nas amostras com o
tempo de cicatrizacdo de 42 dias, mostrando neste caso a formacdo de um o0sso
maduro [64].

Analisando os gréaficos de FTIR do tempo de cicatrizacdo de 42 dia, encontra-
se o0 melhor resultado na amostra controle com superficie nanotexturizada porque
apresenta uma maior quantidade de fosfato e de colageno comparado a amostra
controle plasma spray. Ja nos espectros de FTIR das amostras com o uso do hor-
monio, o melhor resultado encontrado esta na amostra com superficie plasma spray
porque apresenta uma maior quantidade de fosfato e de coldgeno comparavel com

a amostra nanotexturizada com hormoénio do crescimento.

Tabela 5.1. Valores da area de fosfato e colageno pela técnica do FTIR.

IC14-3 1IC14-3 IH14-3  1IH14-3  1C42-3 IH42-3  1IC42-3  1IH42-3

Area do Cola-
geno

Area do Fosfa-
to

2 da area 41,3 25,9 8,7 19,6 31,1 47,8 53,8 30,9

29,276 9,672 2,747 7,393 6,072 11,195 14,541 8,292

11,978 16,148 6,016 12,290 25,069 36,542 39,226 22,636
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Figura 5.4. Espectro de FTIR das amostras com tempo de cicatrizacdo de 42 dias.

5.4. Andlise Biomecanica de Tracao (pull-out) e Espectro de Energia Dispersiva

(EDS)

Por ser uma adaptacdo nova para medir a osseointegracdo, em algumas
amostras, a pinca deslizou e desprendeu-se do equipamento, inviabilizando o teste.
Para as demais amostras, os valores encontrados no teste de tracdo pull-out estéo
descritos na tabela 5.2. Assim, somente foi possivel analisar as diferentes superfi-
cies em 42 dias, além do uso do hormdnio do crescimento para a superficie nano-
texturizada em 42 dias e do tempo de cicatrizacdo para a superficie nanotexturizada

sem o hormoénio.

Tabela 5.2. Valores de resisténcia a tracao pelo teste pull-out.

1C42-2 IH14-2 [1C14-2 11IC42-2 1IH42-2

Tensédo (MPa) 25,99 59,26 33,88 78,95 29,69

Analisando as amostras no tempo inicial de cicatrizacao IH14 e 1IC14 é pos-
sivel verificar que a amostra com o0 uso do horménio do crescimento obteve um me-
Ihor resultado comparado com a de 14 dias sem uso do horménio. Este achado
confirma o resultado obtido com a micrografia, em que o uso do horménio no tempo
inicial de cicatrizacdo resulta em uma maior formacéo de osso do que as amostras

sem a presenca do hormonio.
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Comparando os dois implantes de 42dias - 11IC42 e 1C42 — percebe-se que a
amostra com estrutura nanotexturizada apresentou uma maior resisténcia a tracao.
Analisando o tempo de cicatrizacdo de duas amostras controle nanotexturizadas é
possivel verificar que amostra de 11IC42 teve uma maior resisténcia a tracdo do que a

amostra de 14 dias.

Nas amostras nanotexturizadas de 42 dias com e sem hormodnio, observou-se
gue a amostra que apresentou a maior resisténcia a tracdo foi aquela de 42 dias
sem o0 hormdnio do crescimento (IIC42). Isso confirma que os resultados obtidos
com 0s outros métodos de analise, em que as amostras de 42 dias nanotexturizadas

apresentaram a melhor resposta na estrutura da formagéo do 0sso.

Os implantes removidos das amostras do teste de tracéo pull-out foram anali-
sados por espectrometria de dispersédo de energia (EDS), para avaliar a quantidade
de calcio e de fésforo na superficie, juntamente com o titanio (Ti) e o ouro usado
para metalizar o tecido 6sseo. Com esta analise podemos avaliar, além da razéo
Calcio/Fosforo (Ca/P), a espessura da camada de osso retida na superficie, atraves
da intensidade do titdnio. Assim, quanto menor for o sinal do titanio, maior sera a
espessura do osso aderido a superficie. Detalhes desta medida sdo apresentados

na tabela 5.3 e na figura 5.5.

Tabela 5.3. Quantidade de calcio e fosforo na superficie analisadas pelo EDS.

Atomos/% IC14-2 IC42-2 IH14-2 IH42-2  1IC14-2 [IC42-2 [IH14-2 1IH42-2

Fosforo 5,98 4,47 7,84 5,05 7,98 12,58 514 7,77
Calcio 5,93 3,58 7,02 1,58 8,55 16,29 3,56 12,69
Titanio 54,7 71,06 38,46 51,94 55,43 25,2 65,03 52,06
Ouro 33,39 20,89 46,69 41,42 28,05 45,94 26,27 27,55

Na figura 5.5 é possivel verificar que todas as amostras tiveram resultados
semelhantes na quantidade de fosforo e de calcio, mostrando a presenca de grande
quantidade de osso nas superficies removidas. E possivel perceber por esta analise
gue a amostra que apresentou formacéo de osso favoravel foi a amostra nanotextu-
rizada, controle de 42 dias (1IC42). Também apresenta resultados que mostram a

qualidade do osso aderido nas superficies, indicando que quanto menor € a quanti-
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dade de titanio, maior é a quantidade de o0sso; portanto, melhor € a osseointegra-

cao.

A partir destes resultados, foi elaborado um calculo de razéo de calcio/fésforo
(Ca/P), conforme apresentado na tabela 5.4. O trabalho de Filho e cols. [65] sugere
uma razao ideal de ions calcio/fosforo (razdo Ca/P) como sendo de 1.67, que € a

razdo estequiométrica da hidroxiapatita ((Cao(PO4)s(OH),).

Tabela 5.4. Mostra a razao de calcio/fosforo.

Atomo/ IC14 1C42 IH14 IH42 lIC14 lic4a2 IIH14 1IH42
%
Fosforo 63,13 65,06 66,55 85,71 57,56 55,89 68,66 47,84
Calcio 36,87 34,94 33,45 14,29 42,44 44,11 31,34 52,16
razao 0,58 0,54 0,50 0,17 0,74 0,79 0,46 1,09

A andlise desta tabela permite concluir que as amostras que se situam proxi-
Mo a esta razdo sao as amostras 11IC42 e [IH42. Mostrando também que as amos-

tras que obtiveram maior quantidade de Célcio sdo as amostras nanotexturizada.

Mesmo sabendo que as propor¢des de calcio e de fésforo variam, significati-
vamente, durante a remodelacdo do 0sso, os resultados apontam para fatores que
definem a maturidade do osso neoformado, indicando que a amostras com maior
tempo de cicatrizacdo e com superficie nanotexturizada sao as melhores. Por outro
lado, a amostra IH42, que apresentou um dos melhores resultados de osseointegra-
cao, aparece com a pior relacdo neste teste. Estas contradicbes devem ser bem
mais estudadas para verificar se ha ou ndo alguma relacdo entre estes resultados e

a maturidade do osso neoformado.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, independentemente do tempo de cica-
trizacdo, do tipo de superficie ou do uso de horménio do crescimento, foram bem
sucedidos clinicamente quanto a osseointegracdo. Em todos os casos, foi observa-
da uma forte osseointegracdo com fartas regides de osso neoformado, exibindo
presenca de canais de Havers e de Volkman e tecidos com organizacdo celular. As
técnicas propostas para avaliar a qualidade do osso neoformado se mostraram efi-
cientes, principalmente a analise histoldgica por microscépio 6ptico (MO), mantendo
o implante na parte mineral do osso. Ao contrario dos testes convencionais de HE, e
picrosirius red, onde o implante é removido e a estrutura mineral dissolvida, pode-
mos ver a real interface osso-implante e “observar’ a osseointegragédo de fato. Esta
analise mostrou ser ideal para avaliar as regiées de 0sso novo, linhas incrementais
e formacdo das estruturas lamelares no osso. As demais técnicas, apesar de con-
cordarem com as analises do MO, apresentaram resultados subjetivos e ainda pre-

cisam de mais tempo e estatistica de medidas para se tornarem conclusivas.

Neste trabalho foi possivel concluir que, comparando as superficies com e
sem nanotexturizacdo, estas obteviram uma melhor resposta frente a neorformacéao
Ossea e a formacdo de osso maduro para as amostras de 42 dias, sem 0 uso do

hormonio.

Nas amostras onde foi empregado o horménio do crescimento, foi possivel
perceber uma maior resposta na neoformacao 0ssea, no periodo de 14 dias. Esse
fato mostra que o horménio do crescimento aumenta a formag&do de 0sso novo nas
etapas iniciais, (auxiliando nas fixacbes primarias), ocorrendo, no entanto, a forma-
cédo de grande quantidade de tecido desorganizado. Este fato poderia justificar os
resultados moderados aos 42 dias, uma vez que este tecido foi posteriormente re-

absorvido pelos osteoclastos gerando as lacunas vistas nas imagens de 42 dias.
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Levando em consideracdo o tempo de cicatrizacdo foi possivel perceber que
o melhor resultado com uso do horménio do crescimento foi no implante de superfi-
cie plasma-spray aos 42 dias. Neste caso, o horménio representa um ganho. Contu-
do, quando usamos a superficie nanotexturizada, a qual retétm mais horménio na
fase inicial devido a nanoporosidade, os resultados do periodo mais longo ficaram
prejudicados. A maior atividade na etapa inicial pode comprometer os resultados de
longo prazo, gerando perda de qualidade 6éssea como ocorre com o uso dos bisfos-
fonados. Contudo, como foram avaliados apenas dois tempos de cicatrizacdo e uma
concentragdo de rhGH, um estudo mais detalhado se faz necessario para definir a

guestéo.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho mostrou, in vivo, resultados favoraveis da nanotexturizacdo de
superficie de implantes de titanio, associado ou ndo ao horménio do crescimento
recombinante humano (rhGH), em diferentes estagios do processo de osseointegra-
cdo. No entanto, os resultados devem ser interpretados com cautela, uma vez que
se baseiam em evidéncias de animais de laboratério. Os implantes utilizados séo
apenas prototipos dos implantes dentarios empregados em pacientes e a sua ma-
croestrutura ndo apresentava roscas, responsaveis pela macro-retencdo do implante
no interior do 0sso. Além disso, a amostra deste estudo foi pequena e os implantes
ndo foram submetidos a carregamento funcional (colocacdo de prétese). Estudos
clinicos prospectivos controlados, com pacientes recebendo proteses dentarias em
diferentes tempos de osseointegracdo e com implantes de dimensdes reais, subme-
tidos aos mesmos tratamentos de superficie devem ser conduzidos para que con-
clusbes definitivas possam ser tiradas e novas diretrizes clinicas possam ser adota-

das.
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Anexo 2. Projeto Piloto.

PRODUCAOE CARAC;FERIZACAO DE IMPLANTES
NANOTEXTURIZADOS DE TITANIO ASSOCIADO AO HORMONIO DO
CRESCIMENTO HUMANO (rhGH)
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Abstract: The objective of this work is to characterize
the process of ossointegration with different surface
treatments (as machined. plasma spray and plasma spray
nanotextured) with the use of recombinant human
growth hormone (thGH). The implants were made of
pure titanium in a cylindrical shape and placed in the
tibia of rabbits. The samples were analyzed by
wavelength x-ray fluorescence (W-XRF). optical
microscopy. scanning electron microscopy (SEM). and
infrared microscopy (u-FTIR). The results show a
strong formation of new bone around all implants,
specially the nanostructured one.

Palavras-chave: Implats, Titanium, Osseointegration,
characterization.

Introducio

O titanio e suas ligas sao amplamente aplicados para
a confeccdo de implantes odontolégicos e ortopédicos
devido sua excelente osseoconducio sem a interposicao
de tecido inflamatdrio crénico ou conjuntivo [1]. Essa
caracteristica de interacdo do titanio com o tecido osseo
iniciou a revolucdo da implantodontia com os trabalhos
de Branemark [l] e gerou a origem do termo
osseointegragio [2].

Devido ao grande uso do fitinio em implantes,
diversos pesquisadores e empresas tém investido na
busca de solugdes para reduzir o periodo para que
ocorra a osseointegracdo. Uma das alternativas mais
estudadas ¢ o desenvolvimento de implantes com
variadas formas e diferentes tratamentos de superficie
[3-4]. Com a polimerizacio em cadeia foi possivel
sintetizar substancias endogenas, dentre as quais o
horménio do crescimento (GH) [3].

O GH ¢ produzido pela adenohipéfise ao longo de
toda a vida e tem como principais agdes regular o
anabolismo de protefnas e o catabolismo de acidos
graxos. O GH € responsavel. no periodo de crescimento
do individuo, pela sua estatura final [5].

Dentre os principais fatores para o sucesso de um
implante, podemos destacar a biocompatibilidade, a
estabilidade primdria e a osseointegracdo, sendo que
esta ultima ¢é responsavel pela vida util do implante e

pela liberacio do uso de carga mecanica. Assim, quanto
mais rapida e efetiva for a osseointegragdo de um
implante, mais rdpido também sera a liberacio do
paciente para as atividades normais, diminuindo assim
05 franstornos pos-ciriirgicos e 0s custos com revisdes.

Devido ao efeito sistémico do thGH. uma aplicagao
massiva apenas durante a cirurgia ndo tras os efeitos
desejados. Por este motivo pesquisadores tem aplicado
doses regulares durante o tempo de osseointegragdo.
dando margem aos efeitos colaterais do horménio. Uma
possivel solucdo a ser testada seria a liberacdo gradual
do thGH no local do implante para verificar se o efeito
pode ser predominantemente topico.

O objetivo desse trabalho € a producdo de implantes
com superficie nanotexturizada para a liberacéo
confrolada de thGH e a caracterizacdo do processo de
ossointegracdo entre implantes de titdnio com diferentes
tratamentos de superficie com a utilizacdo do hormonio
do crescimento humano recombinante (thGH).

Materiais e Métodos

Os implantes foram fabricados a partir de titanio
comercialmente puro (ASTM Grau 2) fornecidos pela
empresa BAUMER SA. Os implantes foram usinados
em formato cilindrico , liso e sem roscas. com diametro
de 2 mm e comprimento de 6 mm. Dos 6 mm de
comprimento dos implantes. 4 mm serdo inseridos no
defeito dsseo e 2 mm ficardo supra-6sseos. o que
facilitara sua insercéo e posterior localizacdo. Antes da
deposicdo de titanio poroso (PSA) os implantes foram
atacados com acido fluoridrico 10 % em volume para
manter a dimensdo apos a deposi¢do como mostrado na
Figura 1-a. Os implantes foram separados em trés
grupos: superficie lisa, jateamento plasma spray de
titinio (PSA) e PSA nanotexturizada. A deposicdo PSA
foi feita pela empresa Baumer S.A. e as nanotexturas
foram produzidas em sala limpa certificada P4 no
Laboratério de Materiais e Nanociéncias da PUCRS
(LMN/GEPSI/'PUCRS) conforme descrito  nas
referéncias [6-8]. A fotografia do implante apds a
textura estd mostrada na Figura 1-b. Apés a limpeza
final dos implantes em estufa a vacuo, os mesmos foram
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embalados ¢ esterilizados com ETO e arnmazenados até a
data da cirurgia.

(@ o 2m I

B PR (i g, Ve " o R
Figura 1 — (a) Representagdo esquemdtica dos implantes (b)
fotografia do implante PSA-nano pronto para embalagem.

Para este estudo foi utilizado um coelho macho
adulto da linhagem Nova Zelandia. No procedimento
cimirgico, inicialmente o animal recebeu medicagao pré-
anestésica via intramuscular .

Apds constatada anestesia, as patas traseiras direita e
esquerda foram ftricotomizadas e infiltradas com
anestésico local na regido médio-distal da tibia, para
diminuir o sangramento trans-operatério e controle
profilatico da dor poés-operatoria. Uma incisdo na pele
de 3 cm foi realizada na regido antero-proximal das
tibias. expondo-se sua regido médio-distal. onde foram
preparadas trés cavidades dsseas de 2 mm de diametro e
4 mm de profundidade sob irrigacdo abundante de soro
fisiologico 0.9%.

Foi utilizade nesse estudo o hormonio do

crescimento humano recombinante (Biomatrop®, Aché,
Sdo Paulo, Brasil), sob forma de po liofilizado (frasco-
ampola), em que. conforme informagdes na bula do
farmaco, cada frasco-ampola contém 2 UI de rthGH. e
excipientes de glicina. fosfato de sodio dibasico e
fosfato de sodic monobdsico. O thGH foi aplicado
apenas no momento da cirurgia. nenhuma dose extra foi
ministrada durante o periodo de cura dos animais.
As tibias dos coelhos foram dissecadas. removidas e
armazenadas em glutaraldeido a 2% e posteriormente
liofilizadas a vacuo com banhos sucessivos de alcool de
10 % vol. até alcool absoluto. Apos a liofilizacdo as
amostras foram embutidas em resina acrilica para
possibilitar o lixamento e o polimento.

O lixamento foi realizado de forma manual com uma
seqiiéncia de lixas da gramatura desde 180 até 4000,
fixas em bloco de vidro e sob irrigacdo com &gua
corrente e posteriormente o polimento foi realizado em
politriz com pasta de diamante de 9 mm, Imm e 0.25
mim em sequéncia e com irrigacdo constante com uma
mistura de alcool isopropilico/dlcool  glicélico
50%/50%. O objetivo deste preparo foi a obtencdo de
uma superficie polida no sitio da DO e nas suas
adjacéncias, mantendo as caracteristicas da parte
mineral e do implante para posterior observagdo
microscopica. A composicdo das amostras foi obtida por
Fluorescencia de Raios X (XRF), em um equipamento
Shimadzu XRF-1800 e microscopia no infra-vermelho
(m-FTIR) em um equipamento Shimadzu Prestige 21. A
microestrutura dos implantes e a qualidade do osso
neoformado  foram avaliados por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e microscopia optica
(MO). A andlise qualitativa do tecido désseo
periimplantar  foi obtida por MEV usando um
equipamento Phillips XL 30 e um MO Olympus BX-60
com camera de 14 Mpixeis.

Resultados

As analises do material base mostraram que a
composicdo dos implantes antes dos tratamentos atendia
a norma ASTM para titdnio grau 2 e apds a deposicio
da camada porosa apresentou um teor de oxigénio
inferior a 1 at.%. contudo nenhum traco de fluor ou
fosforo foi observado. A Figura 2 mostra a superficie
dos implantes apoés cada etapa do processamento. A
Figura 2-a mostra a superficie como usinada, a Figura 2-
b apds o ataque acido. a Figura 2-c a superficie PSA e a
Figura 2-d a superficie PSA-nano. mostrando o aumento
significativo da érea superficial pela aplicagdo da
nanotextura.

Fira 2- Micmg:ras da superficie dos implantes (a) como
usinado, (b) apés o ataque acido, (c) apds a deposicdo da
camada porosa de Ti e (d) apés a nanotexturizagio.

Ao término de um periodo de 30 dias do projeto
piloto, todos os implantes que receberam rhGH ficaram
firmemente aderidos ao osso mostrando uma forte
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osseointegracao. A Figura 3 mostra a fotografia da tibia
onde podemos observar os implantes PSA-nano. PSA e
como usinado bem como o calo 6sseo formado ao redor
dos mesmos. Apds a dissecacdo e liofilizacdo das tibias,
as mesmas foram embutidas em resina acrilica de
poliéster e curadas em estufa a vacuo para que a resina
penetrasse nos espagos vazios do 0sso, permitindo um
polimento de elevada qualidade. A Figura 4-a mostra o
conjunto de tibia com trés implantes apdés o
embutimento e a Figura 4-b um dos implantes apds o
corte e a etapa de polimento.

Figura 3 — Fotografia da tibia do coelho apos o periodo 30 dias
mostrando os implantes liso. PSA E PSA-nano.

1 | 4

=

Figura 4 — (a) fotografia da tibia com trés implantes e (b)
conjunto osso-implante apés corte e polimento.

A Figura 5-a mostra a interface osso-implante com
magnificacdo de 50X onde a linha vermelha
corresponde a linha incremental do osso neoformado e a
Figura 5-b mostra esta interface com magnificacdo de
500X permitindo observar a estrutura do 0sso
neoformado e sua morfologia. As andlises de u-FTIR e
XRF mostraram que a composi¢ao do osso neoformado
corresponde a razdo célcio-fosforo da hidroxiapatita

bem como as liga¢des quimicas presentes correspondem
a esta fase. sem diferenciar a regido neoformada da
regido de 0sso antigo.

Discussao

O projeto de implantes lisos. mesmo oferecendo
uma menor fixacdo primaria que implantes rosqueaveis.
mostrou ser bastante eficiente para a osseointegragdo.
Assim como apresentado por Ghéhennec e coautores. o
tipo de tratamento superficial foi decisivo para acelerar
o processo de fixacdo do implante ao osso. Karlsson e
colaboradores mostraram que, alterando a superficie de
um mesmo modelo de implante, a dindmica de
osseointegracdo depende fortemente do tipo de
tratamento superficial e Renz e coautores mostraram
que este fator esta relacionado com a rugosidade e com
a area de contato implante-meio fisiolégico.

Figura 5 — (a) fotografia da interface osso-implante com
magnificacdo de 50X e (b) detalhe da interface com
magnificagdo de 500X.

Lan mostrou em seu trabalho que a aplicacdo de
horménio de crescimento ¢ eficiente na ativagdo do
processo osteobldstico permitindo que implantes com a
mesma superficie tenham resultados diferentes. Neste
trabalho mostramos que os dois fatores sdo
independentes. Em um mesmo animal ¢ possivel
observar uma diferenca significativa entre implantes
tratados com rhGH mas com superficies diferentes
como pode ser visto na Figura 3. Além do efeito
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sistémico do hormoénio. mas também pela metodologia
cimrgica onde colocamos em cada loja dssea a mesma
quantidade de rhGH. fica claro que o calo 6sseo
formado ao redor do implante PSA-nano ¢ visivelmente
maior que no implante adjacente sem a
nanotexturizagdo. Estes resultados indicam que pode
haver liberacdo gradual do horménio armazenado na
superficie nano gerando também um efeito topico.

Hiibler e coautores mostraram que o processo de
avaliacdo do osso apds liofilizacdo e polimento traz
resultados complementares as avaliagdes histologicas
como o HE. mostrando como a parte mineral do o0sso
neoformado estd associada ao osso antigo e as regides
que sofreram o tratamento. Neste trabalho foi possivel
observar que em um periodo de apenas 30 dias ha uma
forte ligagdo  osso-implante  praticamente  sem
apresentar lacuna intersticial. A Figura 5 mostra que as
camadas de osso neoformado estio intimamente em
contato com o implante sugerindo que a fixacdo do
mesmo ¢ bastante efetiva.

Assim como feito nos trabalhos de Renz e Cunha,
novos grupos de implantes serdo preparados para testes
de ftragdo visando avaliar quantitativamente a
osseointegragao dos implantes.

Conclusao

Os resultados obtidos mostram que os implantes com
uma superficie nanotexturizada permite a liberagdo
gradual de thGH que permite um efeito tépico do
medicamento. pois mesmo com os trés tipos de implante
instalados na mesma tibia. o PSA-nano mostrou a
formacdo de um calo dsseo bem mais proeminente que
o0s demais.
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