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RESUMO

KUNRATH, Marcel F. Protocolo de Preservacdo Ossea para Avaliacdo de
Tecido Osseo e Osseointegracdo de Implantes de Titanio. Porto Alegre-
RS. 2015. Dissertacdo. Programa De PoOs-Graduacdo Em Engenharia E
Tecnologia De Materiais, Pontificia Universidade Catélica Do Rio Grande Do
Sul

Com a crescente expansdo de superficies de implantes e a necessidade de
maior velocidade de osseointegracdo, métodos de analise do tecido 0sseo,
andlises da superficie de implantes e a qualidade do contato osso-implante
(BIC) estdo cada vez mais sendo explorados pelos pesquisadores. O objetivo
do presente estudo foi descrever detalhadamente um protocolo de preservacéo
Ossea para confec¢do de amostras com e sem implantes, sem causar danos ou
avarias nem ao tecido 6sseo nem as propriedades do metal, preservando o
BIC. Em uma segunda etapa, as amostras confeccionadas pelo protocolo de
preservacdo Ossea foram comparadas com as amostras preparadas pelo
método de analise histolégica por coloracdo por Hematoxilina-Eosina,
considerado padréo ouro para tecidos vivos. Foram utilizadas oito amostras de
tecido 6sseo com implantes de tibias de coelhos e, mais quatro fragmentos de
mandibulas sem implantes, dos mesmos coelhos. As amostras com e sem
implantes foram confeccionadas pelos dois protocolos e, apds a preparacdo
dos corpos de prova, foram feitas as analises por microscopia optica de
transmissdo e reflexdo através de imagens digitalizadas. Cada protocolo
apresentou vantagens quando os resultados foram analisados individualmente
nas amostras sem implantes. Porém, para as amostras com implantes, a
analise apenas pelo método histolégico ndo conseguiu apresentar bons
resultados, enquanto que o método de preservacado 0ssea mostrou excelentes
resultados para analise de osseointegracdo, neoformacédo Ossea e interface
osso-implante. Conclui-se que o protocolo de preservacdo 6ssea desenvolvido
mostrou-se um excelente método para analise de amostras com implantes, e
que pode ser complementar a histologia, em analises de tecido 6sseo sem
implantes. O método histolégico ndo mostrou-se suficiente para analise de

neoformacéo O0ssea e interface osso-implante.

Palavras chaves: Implantes; Osseointegracdo; Titanio; BIC; Tecido ésseo
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ABSTRACT

KUNRATH, Marcel F. Protocol of Bone Preservation for Evaluation of Bone
Tissue and Osseointegration of Titanium Implants. Porto Alegre. 2015.
Master. Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
Pontifical Catholic University of Rio Grande Do Sul

With the growing expansion of implant surfaces and the need for
greater speed of osseointegration, methods of analysis of bone tissue and
implant surface as well as the quality of the bone implant contact (BIC), they are
increasingly being explored by researchers. The aim of this study is to show
detail and describe a bone preservation protocol for making implants samples
with and without implants without any harm or damage, or the bone tissue or
the properties of the metal, preserving the BIC. In a second step, the samples
prepared by the protocol preservation were compared with those made by
histological analysis method for staining for HE, considered the gold standard
for living tissue. Eight samples were used for bone tissue with implants in rabbit
tibia and more four fragments of jaws without implants of the same rabbits.
Samples with and without implants were made by the two protocols, after
preparation of the test specimens, analysis by optical microscopy of
transmission and reflection through scanned images were made. Each protocol
had advantages when the results were analyzed individually in the implants
without samples, becoming further analysis. However, for samples with
implants, analysis only by histological method cannot bring good results, while
the bone preservation method showed excellent results for osseointegration
analysis, bone formation and bone implant interface. It follows that the bone
preservation protocol is an excellent method for analyzing samples with
implants, and can be complementary to histology, in analysis bone samples
without implants. The histological method is not sufficient for analysis of bone

formation and bone implant interface.

Keywords: Implants; Osseointegration; Titanium; BIC; Bone
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1INTRODUCAO

A rapida evolucdo, dos implantes e o tratamento das suas superficies,
instiga pesquisadores e empresas da area biomédica ao estudo e
desenvolvimentos de novas superficies, buscando melhorar e acelerar a
osseointegracdo. Estima-se que, s6 em 2015, mais de trés milhdes de
brasileiros busquem por algum tipo de implante, seja ele ortopédico ou

odontologico.

Os trabalhos iniciais sobre osseointegracao, desenvolvidos pela equipe
do professor Branemark[1], foram realizados utilizando-se implantes de titanio
comercialmente puro (Ti-CP) com acabamento de superficie apenas usinado.
Os implantes foram instalados na regido anterior da mandibula ou maxila,
unidos para uma melhor distribuicdo das cargas mastigatorias e utilizados para

reabilitacdes de pacientes edentados totais.

O sucesso dessa modalidade levou a uma extrapolacdo da técnica, e
a partir de certo momento, passou a ser utilizada para reabilitacdes de
pacientes edentados em diversas situagdes. Contudo, quando a instalacao de
implantes foi feita em regiées de pior qualidade 6ssea (como a regido posterior
de maxila) as altas taxas de sucesso ndo seguiram com a mesma porcentagem
a longo prazo. Estes piores resultados e a busca por tempos de cicatrizacao
cada vez menores estimularam os centros de P&D de empresas e
universidades a pesquisa e ao desenvolvimento de novas superficies de

implantes[2].

Com o objetivo de aumentar a superficie e a forca de adesdo na
interface osso-implante, diferentes métodos de modificacdo de superficie tém
sido propostos. A maioria destes métodos sdo baseados na alteracdo

topografica do implante, aumentando sua area superficial (rugosidade) e,
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principalmente, sua hidrofilicidade (diminuicdo do angulo de contato). Além de
acelerar o fenbmeno de reparacdo do 0sso, os implantes devem influenciar
positivamente na formacao de matriz 6ssea em contato, e fazer com que esse
0SSO novo tenha composicdo, estrutura e propriedades biomecanicas
adequadas e semelhantes aquelas da matriz 6ssea original. Isto induz a um
grande diferencial na diminuicdo do tempo de tratamento, aumento da
casuistica de sucesso, diminuicdo de custos clinicos e maior aprovacdo do

paciente. [2]

Desta forma, o uso de técnicas de caracterizacdo que permitam avaliar
com acuracia qualitativa e quantitativamente estes implantes é de suma
importancia, de modo que pesquisadores precisaram lancar mao de técnicas
novas para avaliar a osseointegracdo. Além dos tradicionais testes de contra-
torque [3-4], estudos usando microtomografia [5] e testes de pull-off e push-out
[6,7,8], a percepcdo do cirurgido, o torque de insercdo, o torque de
assentamento, o teste de percussdo, avaliacdo de mobilidade, analise de
frequéncia de ressonancia e avaliacdo imaginolégica foram necesséarios para
avaliar a verdadeira grandeza da osseointegracdo e permitir diferenciar
guantitativamente o grau de osseointegracdo em superficies com diferentes

tratamentos.

Além dos métodos supracitados, a avaliacdo 6ssea perimplantar, pode
ser estudada pela andlise histomorfométrica por observacdo microscépica [9-
10]. Entretanto, devido a particularidade de preparo das laminas histolégicas
(que sera discutido neste estudo), se faz necessaria a retirada do implante com
o tecido 6sseo circunjacente. Por se tratar de uma metodologia destrutiva,
somente é passivel de aplicacdo em pesquisas com animais, isto €, através de

estudos “in-vivo”.

Para a avaliagcdo por microscopia Optica tem sido preconizada a
confeccdo de laminas histologicas coradas pelas técnicas de Hematoxilina-
Eosina (HE) e Picrosirius-Red[11], permitindo a quantificacéo de tecido 6sseo e

de fibras colagenas.
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Para uma avaliagao qualitativa e quantitativa da osseointegracdo ainda
sdo necessarios estudos histomorfométricos do 0sso na regido adjacente ao
implante. Contudo € muito dificil obter uma lamina com boa qualidade sem a
remocao prévia do implante, uma vez que o metal dificulta e gera imperfeicdes
quando é feito o ataque acido no osso para desmineraliza-lo. Por outro lado, a
retirada do implante do osso acaba removendo toda a camada de 0sso
neoformada impedindo a observacéao real da interface osso-implante bem como
avaliar parametros fundamentais relativos a osseointegracdo, como 0 contato
osso-implante (BIC), o grau de maturacdo do osso neoformado ao redor do
implante e a formagdo de osso novo dentro das porosidades da superficie do

implante.

Outras técnicas e métodos de caracterizacdo sdo necessarios para
auxiliar e melhorar essa avaliacdo critica da osseointegracdo. O presente
estudo propbe o uso de um protocolo de preparacdo de amostras de tecido
0sseo, 0 qual ser& descrito com detalhes, no capitulo 4. Pelo método proposto,
a retirada do implante ndo é necessaria de modo que todo o osso neoformado
bem como a interface osso-implante sdo preservadas e as principais

caracteristicas para avaliacdo da osseointegracdo podem ser avaliadas.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo demonstrar e descrever um
protocolo de preparacdo de amostras de tecido 60sseo, com e sem implantes de

titdnio, para o estudo da osseointegracdo de implantes de titanio.
2.1 Objetivos Especificos:

e Comparar analises de amostras preparadas pelo protocolo proposto com
amostras preparadas por histologia com coloragdo por HE do tecido
0sseo com e sem implantes ou qualquer agresséo ao tecido;

e Verificar a viabilidade de uso do protocolo de preparacdo de amostras
proposto para observacdo das caracteristicas do tecido 0sseo, do
contato osso-implante (BIC); superficie do implante e suas modificacdes

e formacao éssea in loco sem a retirada do implante.
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3REVISAO BIBLIOGRAFICA

O entendimento da osseointegragcédo e das caracteristicas dos implantes
depende de um conjunto de conhecimentos basicos que passam desde a
fisiologia basica do corpo humano até tecnologias avancadas de manipulacéo

de materiais metélicos e quimicos.

Esses conhecimentos devem ser pensados em uma sequéncia l6gica
para que se possa estudar o que, realmente, acontece na pratica. Iniciando-se
no organismo receptor e sua resposta ao material, até analisar o material
usado e suas caracteristicas, e por fim, os métodos de como podemos avaliar o

resultado desta juncéo entre organismo e material.
3.1 Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular é
mineralizada e rigida, o que por sua vez Ihe confere propriedades ideais para
as funcbes de suporte e protecdo dos organismos vertebrados. Este tecido
dispde-se, formando 0s 0ssos, estruturas rigidas e resistentes que compdem o
esqueleto, apresentando propriedades mecanicas e bioldgicas distintas e
diferenciaveis. Dentre os tecidos de suporte, o tecido 6sseo € considerado o
que possui 0 mais alto grau de rigidez e resisténcia a pressdo. Além das
propriedades mecanicas, 0 0SSO exerce uma importante fungcdo metabdlica no
equilibrio da homeostasia mineral, agindo como reservatorio de calcio e fosfato.
Ainda funciona como local de hematopoese e exibe um extraordinario potencial

de reparo [12].

O crescimento, a formacdo e o desenvolvimento do tecido 0sseo
humano ocorrem durante o desenvolvimento embrionario e seguem até a idade
adulta. Durante toda a vida, 0S 0sSs0s apresentam um processo combinado e

dindmico de reabsorcdo e neoformacgdo, denominado de remodelagédo Ossea.
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Este processo é continuo e fisioldgico, permitindo que o tecido 6sseo se renove
constantemente, responda aos estimulos externos e também sofra reparacéo
[13]. Esta remodelacdo € determinada pela carga genética e se mostra
dependente de regulacdo e das influéncias enddcrinas, bioquimicas e
ambientais. Mesmo no adulto, o tecido 6sseo € metabolicamente ativo e a
manutencdo da matriz é resultado de um delicado balango de atividades de
sintese e reabsorcdo, as quais refletem as atividades antagonistas de
osteoblastos e osteoclastos, respectivamente [14]. A cooperacdo entre
osteoclastos e osteoblastos € responsavel ndo so6 pela formacao, remodelagéo
e reparo do o0sso, mas também pela manutencdo, a longo prazo, da

homeostase do célcio e do fosfato no organismo [14-15].

Os o0ssos sdo revestidos, em suas superficies externa e interna, por
membranas conjuntivas ricamente vascularizadas, denominadas periésteo e
endosteo, respectivamente. Estas membranas apresentam  células
osteoprogenitoras, cujas principais funcdes sdo de nutricAo e osteogénese,
necessarias para o crescimento e a reparacdo dos o0ssos. Os vasos
sanguineos do endésteo e do peridsteo ramificam-se e penetram nos 0Sso0sS

através de canais, encontrados na matriz éssea. [14]

O componente celular do tecido 6sseo é constituido pelos osteoblastos,
ostedcitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os osteoblastos séo
derivados de células osteoprogenitoras, responsaveis pela sintese dos
constituintes organicos da matriz 6ssea e também pela concentracdo de calcio
e de fésforo, participando da mineralizacao desta matriz [16]. Da mesma forma,
o colageno tipo I, responsavel por 90% da constituicdo protéica 6ssea, participa
desse processo de mineralizacdo da matriz 0ssea, servindo como uma espécie

de arcabouco. [16]
3.2. Inflamacgéo e Reparo tecidual

Um tecido vivo que sofreu agressédo, que foi perdido ou tratado
cirurgicamente, responde através de um processo fisiolégico chamado de

inflamac&o ou reparo.
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3.2.1. Inflamacéo

A inflamac@o é uma resposta protetora cujo objetivo final é libertar o
organismo da causa inicial da lesdo celular. E desencadeada por infeccdes
microbianas, agentes fisicos, substancias quimicas, tecidos necréticos ou por
uma reacdo imune. A resposta inflamatoria deve conter e isolar a lesao,
destruir os microrganismos invasores e as toxinas inativas preparar o tecido
para a recuperacado. Ela envolve o tecido conjuntivo incluindo o plasma, células
circulantes, vasos sanguineos e constituintes celulares e extracelulares do

tecido conjuntivo[17].

A inflamacao esta 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 é
substituido pela reparacdo com células parenquimatosas nativas, ou por
preenchimento do defeito com tecido cicatricial fibroblastico (fibrose), ou mais

comumente, por uma associacao destes dois processos [17].

Existem dois tipos de inflamacédo: a inflamacdo aguda e a inflamacéo
cronica. A aguda tem duracédo curta, pode ser de alguns minutos, varias horas,
ou poucos dias, e suas principais caracteristicas sdo a exsudacado de liquidos e
proteinas plasmaticas e a emigracdo de leucdcitos, predominantemente
neutroéfilos. A crbnica, por sua vez, tem um tempo de duracdo maior e esta
associada, histologicamente, a presenca de linfécitos e macréfagos e a
proliferacdo de vasos sanguineos e tecido conjuntivo [17]. O desenho
esquematico da figura 3.1 mostra maiores detalhes da inflamacdo aguda e

cronica.
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Figura 3.1 - Representacdo do comportamento celular e vascular durante e apds os

dois tipos de inflamacg&o. [18]

3.2.1.1. Inflamacao Aguda

A inflamacdo aguda inicia-se rapidamente e tem uma duragao
relativamente curta; envolve a exsudacdo de liquido e migracdo de células
polimorfonucleares. E a responsavel inicial e imediata por um agente lesivo.
Como os dois principais componentes de defesa contra micrébios — anticorpos
e leucocitos — sao normalmente carreados na corrente sanguinea, nao €
surpresa que os fendmenos vasculares desempenhem um papel importante na
inflamacdo aguda. Portanto, a inflamacdo aguda possui trés principais
componentes: alteracdo do calibre vascular que leva ao aumento do fluxo
sanguineo; alteracdes estruturais na rede microvascular que permitem as
proteinas plasmaticas e os leucécitos deixarem a circulagdo como também a
emigracao dos leucocitos da microcirculagdo e seu acumulo no local da leséo.
O aumento da permeabilidade vascular acarreta no acumulo de fluido
extravascular rico em proteinas que, por sua vez, forma o liquido extravascular

inflamatorio. [17]
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Esses componentes contribuem para os classicos sinais de inflamacéao:

calor, rubor, tumor e dor.
3.2.1.2. Inflamacéao Crbnica

E um processo mais demorado que a inflamag&do aguda, ocorre em
algumas semanas ou meses e € caracterizada por inflamacgéo ativa (infiltrado
de células mononucleares), com destruicdo tecidual e tentativa de reparar os
danos (cicatrizacdo). Pode ser a continuacdo de uma reacdo aguda, mas,
muitas vezes, acontece de maneira insidiosa, como uma reagao pouco intensa
e frequentemente assintomatica. As células apresentadoras de antigenos, 0s
macrofagos, sdo ativadas para combater esse processo e secretam varios
mediadores quimicos da inflamacéo, os quais, se ndo controlados, podem levar
a destruicdo do tecido lesado e fibrose, caracteristicas desse tipo de
inflamac&o. E causada por infeccdes persistentes, exposicdo prolongada a
agentes potencialmente toxicos, enddgenos ou exdgenos. Uma das

caracteristicas da inflamacao crbnica é a destruicéo tecidual. [17]

Outras vinte e cinco substancias podem contribuir para isso, além das
produzidas pelos macrofagos. As proprias células necroticas do tecido
inflamado podem iniciar a cascata inflamatéria, ativando o sistema das
citocinas, coagulagéo e fibrinolitico e liberagdo de mediadores pelos leucdcitos

responsivos ao tecido necrético. [17]
3.2.2. Reparo Tecidual

Todo reparo inicia-se através de um processo inflamatdrio e pode

ocorrer tanto por regeneragao, quanto por cicatrizagao.

Regeneracao € a reproducdo ou reconstituicdo de uma parte danificada
ou perdida do tecido, resultando em estruturas com a mesma arquitetura e
funcdo das estruturas originais. Ja a cicatrizacéo € a reparacdo de uma ferida
por um tecido que nao restaura completamente a arquitetura ou a funcéo da

parte danificada.
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3.2.2.1. Reparo 6sseo

O processo inflamatério desencadeado por uma injdria ao tecido 6sseo
(fratura, por exemplo) ou por um defeito cirurgicamente criado, daré inicio ao
processo de reparo 6sseo. O periosteo e o0 enddsteo, préximos a area
fraturada, respondem com uma intensa proliferacdo, formando um tecido
conjuntivo rico em células osteoprogenitoras que penetra entre as
extremidades 6sseas rompidas, constituindo o entorno da fratura. Neste anel
ou colar conjuntivo, bem como no conjuntivo que se localiza entre as
extremidades Osseas fraturadas, surgem tecidos imaturos, tanto pela
ossificacdo endocondral de pequenos pedacos de cartilagem, como também
por ossificagdo intramembranosa. Este processo evolui de modo a aparecer a
formacao de calo 6sseo com tecido ésseo primario. O calo 6sseo é constituido
por tecido imaturo que une provisoriamente a extremidade do osso fraturado
[14].

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

da fratura, a estrutura dele volta a ser aquela que existia anteriormente [14].

O tecido 0sseo exibe um alto potencial de regeneracdo, porém esta
capacidade exibe limitacgdes com defeitos de grandes dimensdes. Nestas
situacdes, a utilizacdo de enxertos favorece o processo de reparo através de
preenchimento do defeito 6sseo que serve como um arcabouco, levando a
neoformacdo Ossea, através do processo de osteoconducdo, em que 0S
osteoblastos depositam nova matriz 6ssea aderida as particulas enxertadas

[14]. A figura 3.2 representa as fases do reparo e a formagao do calo 0sseo.
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Figura 3.2 - Representacéo das fases do reparo ésseo. [19]

3.3 Biocompatibilidade e Titanio
3.3.1 Biocompatibilidade

Um material biocompativel € capaz de produzir uma resposta apropriada
no hospedeiro, quando usado em uma aplicacdo especifica. No caso de um
implante 6sseo, é a capacidade de o material induzir a formacdo de um novo

tecido 6sseo pela diferenciacdo de células osteoprogenitoras.

Para ser definido como biocompativel, o material usado como implante
permanente deve ser resistente aos ataques degradativos ou corrosivos por
fluidos fisiolégicos; o implante ndo poderd modificar a composigcéo eletrolitica
do tecido ou do plasma onde seré instalado; ndo devera interferir no sistema de
defesa do organismo; ndo devera proporcionar qualquer trauma sanguineo;
deve preservar a natureza das proteinas do plasma; devera ser conformado de
forma anatomicamente adequada e os constituintes do material devem suportar
as solicitagbes sem ocorréncia de fadiga ou fratura catastréfica durante o

tempo de vida util estimado do implante. [20-21]
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3.3.2 Titanio

O titanio e suas ligas sdo amplamente utilizados na fabricacdo de
implantes dentarios e ortopédicos, tanto na forma pura como de liga Ti-6Al-4V,
pois é um material biocompativel, possui propriedades mecanicas adequadas e
excelente biocompatibilidade. E um metal ndo-nobre, protegido por uma
camada passiva de didxido de titanio que se forma espontaneamente no ar ou
na agua. Quimicamente, a camada de 6xido consiste de varios 6xidos (TiOz,
TiO, TiOs), porém o TiOzpredomina. [22-23]

Varias pesquisas histolégicas demonstraram a excelente integracao dos
implantes de titdnio com o0 0sso perimplantar. Por esta razéo, a interface titanio-
0sso pode transferir com sucesso as forcas compressivas e de cisalhamento
impostas na cavidade bucal, mas somente se a configuracdo do implante

proporcionar uma adequada retencdo mecanica [22,23].

Baseado em estudos ultraestruturais, foi levantada a hipétese de que a
camada 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
entrelagcam com aquelas do 0sso circunvizinho. Baseado nesse conhecimento,
o termo “osseointegracao” foi criado para descrever o contato direto entre o

0sso viavel e o implante, sem interposi¢cao de uma camada de tecido mole [23].

A degradacao do titanio "in vivo" € minima, devido a camada protetora
de 6xido. 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 [23].

As caracteristicas especiais do titanio foram de extrema importancia
para 0 seu emprego bem-sucedido na inddstria de implantes dentarios -
principalmente a sua resisténcia a corrosdo e a sua facilidade de modelagem

em diversas formas, sem perda da resisténcia e da biocompatibilidade.
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Porém, algumas circunstancias sdo necessarias para o titanio ser

rigidamente incorporado ao 0SSO0 Vivo:

e A superficie do titanio deve estar ndo so limpa ou estéril; ela deve
ser livre de contaminacdo e num estado reativo.

e O local do implante 6sseo deve ser preparado com grande
delicadeza, causando um trauma minimo ao tecido.

¢ Uma estreita compatibilidade entre o metal e 0 0osso € importante.

e Um periodo de cicatriza¢do atraumatico é necessario para 0 0Sso
crescer e se fundir com a camada de Oxido 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¢cdes necesséarias estdo presentes, 0
osso vivo tem dificuldade inclusive em reconhecer que o titanio € uma

substancia estranha ao corpo [24].

3.4 Implantes Osseointegraveis

Branemark e colaboradores descreveram uma nova modalidade de
tratamento para reabilitar a perda de elementos dentais. Um implante
osseointegrado é caracterizado pela aposi¢céo direta de 0sso sobre a superficie
de titdnio do implante, sem evidéncia de uma camada de tecido conjuntivo
entre 0 0sso e o implante. Esse tecido 0sseo, circunjacente a superficie do
implante, apresenta caracteristicas normais de 0sso vivo, com ostedcitos e

canais vasculares. [25-26]

Dados oriundos da Implantodontia demonstram que 0 sucesso clinico
dos implantes esta diretamente associado ao fendbmeno da osseointegracao,
definido por diversos autores como “uma conexao direta e estrutural entre um

tecido 0sseo vivo e organizado e um implante funcional” [15,27-29].

Os mecanismos pelos quais os implantes enddsseos de titdnio se

integram ao osso podem ser divididos em trés diferentes fendmenos: a
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osteoconducdo, a neoformacdo O0ssea e a remodelacdo. Durante a fase de
osteoconducdo ocorre a migracdo de células osteogénicas em diferenciagéo,
provenientes de tecido 0sseo vizinho e tecido conjuntivo perivascular
indiferenciado, para a superficie do material. A migracdo das células ocorre
através da rede de fibrina que se forma pela resolu¢cdo do coagulo sanguineo
presente entre 0 0sso e o implante. Assim, a superficie do implante se torna
colonizada por uma populacdo de células osteogénicas antes do inicio da
producdo de matriz 6ssea. A seguir, inicia-se a neoformacao 6ssea, a partir da
secrecdo de uma matriz organica sem colageno pelas células osteogénicas.
Tal matriz, constituida principalmente pelas proteinas, fornece sitios para a
nucleacdo de fosfato e calcio, sendo seguida pela formacdo de cristais, e sO
entdo havera a formacdo do colageno a sua subsequente mineralizacdo. A
terceira fase de cicatrizagcdo, a remodelacéo 0ssea, é de particular importancia
para a estabilidade em longo prazo de um implante [15,27-29].

ApGs a implantacdo, os eventos iniciais que ocorrem na interface 0sso-

implante determinam a falha ou o sucesso dos implantes.

A instalacdo dos implantes deve ser realizada de forma atraumatica,
sem gerar superaquecimento do tecido 6sseo, apresentar estabilidade primaria
e aguardar um periodo de trés a seis meses para carregar o implante a fim da
obtencdo de um bom prognéstico[14]. Esta técnica apresenta uma
previsibilidade muito grande quanto ao sucesso do tratamento e esta

embasada por varios trabalhos de pesquisa [30-32].

Existem quatro mecanismos basicos pelos quais os implantes podem ser
ancorados no 0sso: travamento macro e micromecanico, material bioativo,
vedamento pelo tecido mole e osseointegragao [33]. A falha e consequente
perda de um implante podem ser causadas pela técnica cirargica deficiente,
pela morfologia do implante, pela resposta adversa do paciente ou ainda pela

carga clinica excessiva [30].
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3.5 Superficies Modificadas

Entretanto, o tempo elevado de osseointegracdo do implante para a
confeccdo da protese levou a pesquisas que propuseram alteracdes na técnica
originalmente apresentada por Branemark e colaboradores quanto a textura de
superficie do implante de titanio. O tratamento desta superficie tem por objetivo
reduzir o tempo, antecipando a colocacdo de carga [31,34,35]. Revisando a
literatura, observa-se que o0s implantes com tratamento de superficie
apresentam taxa e velocidade de osseointegracdo maiores quando

comparadas com implantes de superficie lisa. [14,31,34,36,37]

O aumento da area de superficie e a qualidade de adesédo da interface
osso-implante sédo objetivados pelos processos de modificacdo de superficies,
sendo muito baseados no principio de que uma melhor e mais rapida
osseointegracdo pode ser alcancada por meio da alteracdo topogréfica do

implante. [2]

Um dos principais objetivos da atual pesquisa em implantes é o
desenvolvimento de propriedades que induzam a uma reparacao 6ssea rapida,
guiada e controlada. Mais especificamente, além de acelerar o fenémeno de
reparacao, os implantes deveriam influenciar na formacéo de uma matriz 6ssea
interfacial, com composicéo, estrutura e propriedades biomecéanicas adequadas
e semelhantes aquelas da matriz 6ssea original. Estas adequacfes permitiriam
ndo somente a recuperacdo mais rapida do paciente, mas também a fixacdo
estavel entre o0 osso e o implante, a qual forneceria a possibilidade da

aplicacao de carga mecanica mastigatoria de modo imediato sobre o implante.

[2]

Isto induz a um grande diferencial na diminuicdo do tempo de
tratamento, aumento da casuistica de sucesso, melhor efeito psicolégico no
paciente além da diminuicdo dos custos clinicos. Os diversos processos de
modificacdo de superficie nos implantes de titanio levam a necessidade de se
caracterizar estas superficies, a fim de correlaciona-las as respostas biol6gicas
correspondentes [38,39,40,41]
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Nos implantes de titdnio, os procedimentos usuais de fabricagdo geram
uma camada superficial ndo uniforme, oxidada e contaminada, a qual se
encontra geralmente deformada plasticamente e com tensdes internas. Essa
camada superficial ndo € apropriada para aplicacdes biomédicas, havendo a
necessidade de realizacdo de algum tipo de tratamento superficial para
melhorar suas superficies. As superficies rugosas substituiram as superficies
lisas usinadas em grande escala nas aplicacdes clinicas, devido a sua
capacidade de mostrar o contato osso-implante em um tempo mais curto do
que os implantes de superficie lisa, além de uma maior superficie de contato
[42].

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 jateadas com areia de particulas grandes e condicionadas com acido
(SLA) demonstraram serem superiores as superficies lisas, no que diz respeito
ao contato com 0 0SS0 e ao aumento de ancoragem, ampliando assim o torque
de remocdo de implantes [22]. Estudos recentes tém demonstrado as
vantagens das superficies incorporadas com célcio, na cicatrizacdo 6ssea de

implantes microestruturados [43].

Em 2000, um estudo avaliou a interacdo das células sanguineas e
plaguetas com a topografia de dois tipos de superficie: uma rugosa (processo
de duplo ataque &cido — (Osseotite - Biomet 3i, Palm Beach Gardens, FI, EUA)
e outra usinada. Os resultados mostraram que a superficie rugosa apresentava
uma maior interacdo com as células sanguineas e plaquetas, quando
comparada a superficie usinada, demonstrando a importancia das rugosidades
nas superficies dos implantes[44]. Outro estudo[25] também avaliou a interacao
de plaquetas com a topografia das superficies e também encontrou uma
melhor interagdo das plaquetas com as superficies rugosas, quando
comparadas as superficies usinadas. A interacdo das ceélulas sanguineas e
plaguetas com a superficie dos implantes ira determinar todo o processo de

osseointegracao. [44]

Além de tratamentos de superficie que alteram a sua topografia, existem

tratamentos que buscam alterar a energia da superficie dos implantes. Uma
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alta energia de superficie proporciona melhor molhabilidade e
consequentemente melhor adsor¢céo e deposigcéo ions de Ca e P, e moléculas
organicas como proteinas, lipoproteinas e peptideos sobre a superficie de
TiO2, potencializando a osseointegracdo. Estas interagbes provavelmente
ocorrem por forcas eletrostaticas entre grupos de aminoacidos com carga
positiva e a superficie negativa de TiO2, ou entre grupos de aminoacidos com
cargas negativas através de pontes de Ca++ que foram adsorvidas

previamente pela superficie negativa de TiOz. [45]

Através de um processo de jateamento com granulos de areia e ataque
acido (SLA — Straumann AG, Waldenburg, Suica), e o enxaguamento da
superficie em uma atmosfera de N2 e continuo armazenamento em uma
solucao isotdnica de NaCl, conseguiu-se chegar a uma superficie com alto grau
de molhabilidade (SLActive — Straumann AG, Waldenburg, Suica) [45].

A resposta celular, determinada pelo tipo de tratamento de superficie a
qual o implante foi submetido, influencia diretamente os estagios da
osseointegracao. [45]

Através de um estudo em animais, autores avaliaram dois tipos de
tratamentos de superficie em relacdo a aposicao O0ssea durante os estagios
iniciais da osseointegracdo. As superficies testadas eram tratadas por
jateamento por microparticulas (Al2O3) mais ataque acido (SLA), porém uma
delas era quimicamente ativada (SLActive). Os resultados demonstraram que o
grupo com superficie ativada apresentava uma maior média de contato 0sso-
implante no periodo de dois e quatro semanas de acompanhamento, porém no
periodo de oito semanas, a média do contato osso-implante ndo apresentava
diferencas estatisticamente significantes. Isto demonstra que a velocidade da
formacdo 6ssea também é influenciada pelo tipo do tratamento da superficie.
[45]

Outro estudo demonstra que o aumento na velocidade da formagao
O0ssea pode influenciar diretamente na estabilidade do implante. Os mesmos

tipos de superficie foram avaliados (SLA e SLActive) através de uma analise de
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frequéncia de ressonéancia (RFA — Osstell — IntegrationDiagnostics, Savedalen,
Suécia). Os resultados demonstraram que todos os implantes apresentaram
sucesso clinicamente, porém foi observado que ocorreu uma mudanca da
estabilidade primaria para a estabilidade secundaria apés um periodo de duas
semanas para o grupo teste (SLActive) e de quatro semanas para 0 grupo
controle (SLA). Isto demonstra um maior potencial de formacéo 6ssea no grupo
teste comparada ao grupo controle, concordando assim com o estudo anterior,
e demonstra que essa velocidade de formacéo 6ssea influencia diretamente na

estabilidade do implante [46].

Estudos recentes tém suposto que nédo s6 microtopografia, mas também
nanotopografia pode influenciar a adesdo dos osteoblastos e diferenciacdo e
que a nanoestruturacdo pode melhorar a diferenciagdo de células
osteoprogenitoras em dire¢do a um fenotipo osteoblastico[47].

Em 2008, um estudo [48] avaliou trés tipos de superficie de implantes
através de diferentes metodologias (interferometro, MEV, XPS) e as respostas
do tecido 0sseo a esses implantes (torque de remocédo, avaliacdo histoldgica).
As superficies avaliadas sofreram trés tipos de tratamento de superficie:
jateada por TiOg; jateada por TiO2 + tratamento com &cido fluoridrico; e jateada
por TiO2 + modificada por particulas de HA nanométricas. Os resultados
demonstraram que o tratamento quimico das superficies produziu uma
nanotopografia sobre a microtextura das superficies jateadas. Analises
qguimicas demonstraram a presenca de ions especificos sobre as superficies
modificadas, como ions fldor para os implantes submetidos ao tratamento com
acido fluoridrico e ions de Ca e P para a superficie submetida a particulas de
HA. Os resultados dos testes de torque de remocdo demonstraram maiores
valores de torgue para as superficies modificadas, comparadas a superficie
jateada por TiO2. Isto indica que a nanotopografia associada a deposicao de
ions especificos sobre a superficie promove uma maior e mais rapida formacao

0ssea, 0 que pode ser comprovada atravées dos exames histoldgicos. [48]
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3.5.1 Contato Osso-Implante ou BIC (Bone Interface Contact)

A interface entre o tecido 6sseo e a superficie do implante é a area onde
a maior parte dos estudos laboratoriais e clinicos na area de Implantodontia
estdo focados, pois nesta regido temos a possibilidade de analisar
microscopicamente e celularmente a osseointegragdo, e também, aferir a
quantidade de osso neoformado em contato com o implante ou superficie

modificada do implante.

Porém, esta estreita area de contato, denominada "BIC", esta entre o
tecido 6sseo vivo e o implante inserido no organismo. Impossibilitando, quase
gue totalmente, confec¢cdes de amostras em humanos. E sua analise, se torna
mais dificil, mesmo em estudos com animais, pela forma de como confeccionar
as amostras para visualizar esta regido sem perder ou danificar esse contato

entre 0 0sso e implante em um tecido vivo junto a um material metalico.

Por isso, a literatura ainda € escassa em resultados de médias ou
porcentagens sobre esse parametro, principalmente em humanos. E a maioria
dos dados existentessdo adquiridos apos testes destrutivos deste conjunto
entre tecido vivo e implantes serem executados.

A osteogénese na interface osso-implante é influenciada por varios
mecanismos. Uma série de eventos coordenados, incluindo adsor¢cdo de
proteinas, proliferacdo e deposicéo de tecido 6sseo podem ser afetados pelas
diferentes topografias de superficie [49]. A rugosidade de superficie apresenta
resultados mais rapidos, bem como uma integragdo 0ssea mais firme[50], pois
promove maior osteoconducdo aumentando a area de superficie para fixacao

de fibrina [51], e consequentemente conseguindo melhor aposicéo 0ssea [52].

Avaliacbes de implantes comercialmente disponiveis sugerem que 0s
implantes analisados tinham BIC variando entre 31,15% a 87%. Ainda neste
estudo, os valores encontrados para as seguintes empresas foram:
Straumann(76,5%), 3i (65%), duplo ataque-acido experimental (44,36%),

superficie nanométrica (31,15%)[53].
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Outras pesquisas [54] apresentaram um BIC percentual médio de 55%
em implantes tratados com duplo ataque-acido, meédia esta que pode ser
comparada ao estudo em implantes com superficie Osseotite (3i), onde se
observou valor de 72.35% * 24.13% para BIC percentual [50].

Comparando com uma superficie hidrofoba, a superficie hidrofilica (SLA
modificada) contém menor quantidade de moléculas de carbono e mais de
oxigénio, e, assim, estabelece melhores condi¢des biolégicas para as células e
os tecidos na interface osso-implante [45], proporcionando um provavel maior

BIC entre o tecido 6sseo e implante.

Em busca da superficie de implante ideal, que favoreca a hidrofilia e
consequentemente a osteocondutividade. Karabuda e colaboradores em seu
estudo mostraram que as superficies rugosas promovem a osteoconducdo
aumentando a éarea de superficie para fixacdo de fibrina [52]. Quando
comparadas a superficies lisas/usinadas, independente de qual seja o
tratamento de superficie, este implante ird obter um contato osso-implante
maior [50,55]. Ainda assim, estudos mostram [49] que superficies de implantes
jateadas com particulas ceramicas influenciam positivamente a resposta
precoce do tecido ésseo, e também o BIC, quando comparados a implantes

com duplo ataque-acido [49].

As aplicacdes da nanotecnologia para a alteracdo da textura e da
quimica na topografia do implante podem resultar na modulacdo do
comportamento das células, variando as alteracdes na adeséo, a orientacéo, a
mobilidade, e exibicdo das células pré-osteogénicas e osteogénicas [56]. Isto
porque as fibras da matriz extracelular, da membrana basal, os nanoporos
comunicantes, e cristais de hidroxiapatita encontrada no 0sso natural,

apresentam dimensdes nanométricas[57].
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3.6 Métodos para Caracterizagdo
3.6.1 Avaliagdo por microscopia optica (MO)

Os métodos de ensino em Biologia Celular e dos Tecidos baseiam-se
principalmente no estudo das estruturas e processos celulares sob as
microscopias de luz (ML) e eletronica (ME), permitindo o reconhecimento da
célula como um componente dinamico e participante do metabolismo corporal.
Basicamente, estes estudos utilizam como ferramentas, laminas com
colorag@es histolégicas e histoquimicas, para o estudo a microscopia de luz e
telas de cobre contrastadas por metais pesados, para o estudo a microscopia

elétrica (de transmisséo, de varredura, etc.). [58]

Preparacdes citologicas ou histoldgicas exigem sistemas de observagéo
adequados, que permitem observar as estruturas. Para essa finalidade o
aparelno mais comumente usado € o0 microscopio Optico que utiliza a luz

transmitida ou refletida.

O microscoépio 6ptico (MO) é um instrumento aparentemente simples,
sendo essencialmente uma extensdo de nossos proprios olhos. Ele amplia
pequenos objetos 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 microscépico como existe no nivel macroscopico, e a
pratica da microscopia envolve aprender as caracteristicas microscépicas de

materiais [59].

O microscopio optico de luz transmitida (MOLT) e o microscopio optico
de luz refletida (MOLR) s&o os mais comumente usados. Estes dois tipos séo
similares no que se refere ao sistema de lentes, polarizador, analisador e
guanto aos varios diafragmas empregados, porém diferem quanto ao sistema
de iluminagdo: o MOLT utiliza uma fonte abaixo da amostra e o MOLR usa a
fonte acima da amostra. [58]

As analises exigem preparacdo especial das amostras, em seccoes

delgadas (luz transmitida), polidas (luz refletida), ou delgadas polidas (ambas).
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E possivel analisar fragmentos de rochas ou montagens de material

particulado, embutido em resinas (geralmente epoxi, acrilica ou poliéster). [58]

3.6.2 Preparacdo Histoldgica:

As técnicas tradicionais para a andlise histolégica incluem a
histomorfologia e a histomorfometria. A primeira utiliza geralmente o
microscopio Optico que € examinado 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 auxiliares como programas de
computador e permite a andlise quantitativa, ou seja, uma analise expressa em

termos de porcentagem da constituicdo dos tecidos. [60]

Para que possam ser executadas, ambas utilizam métodos de
preparacao e coloracdo dos tecidos. A mais utilizada € o método hematoxilina-
eosina (HE), considerado o padrdo-ouro para a andlise histologica dos tecidos.
No método de HE o objetivo € levar ao microscOpio um preparado histoldgico,
no qual os tecidos estejam perfeitamente preservados, apresentando a mesma
estrutura e composicdo quimica que possuiam quando vivos. Mas, apesar dos
cuidados tomados, esse ideal ndo € alcancado, observando-se em todos o0s
preparados histologicos certos artefatos consequentes ao processamento que
sofreram. Para vencer esta limitagdo, sdo empregados corantes, que coram 0s

componentes celulares com certa especificidade. [60]

No entanto, como a maioria dos corantes é téxica, as células vivas ndo
conseguem resistir a eles. Por este motivo, antes de serem corados, o0s tecidos

séo fixados, incluidos e cortados [60].

A fixacdo é a morte celular, através de procedimentos que produzem a
menor distorgdo possivel da célula e da matriz extracelular. Apos a fixagao, 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 [60].
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A maioria dos tecidos é incolor, o que torna dificil sua observagdo ao
microscopio Optico. Devido a isso, foram introduzidos métodos para a
coloracdo dos tecidos, de modo a tornar seus componentes visiveis e
destacados uns dos outros. A maioria dos corantes usados em histologia
comporta-se como &cidos ou bases e tende a formar ligagBes salinas com
radicais ionizaveis, presentes nos tecidos. Os componentes dos tecidos que se
coram com corantes basicos sdo chamados basdfilos, sendo chamados de

acidofilos os que se ligam a corantes acidos. [60]

O azul de toluina e o azul de metileno sdo exemplos de corantes
basicos. A hematoxilina comporta-se como um corante basico, ligando-se as
estruturas basofilas dos tecidos. Os nucleos celulares, por serem ricos em
DNA, coram-se pelos corantes basicos. 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 &cida (basdfilas), como as regides do citoplasma ricas
em RNA. Em contraste, a eosina cora o citoplasma e o colageno do material

extracelular em diversas tonalidades do vermelho [60].

Como o tecido 6sseo € um tecido muito duro devido a mineralizacao de
sua matriz, dois métodos sdo empregados para prepara-lo para estudo. Sua
dureza e forca s@o causadas pela associagéo dos cristais de hidroxiapatita com
o coldgeno. Quando um osso é descalcificado (todo mineral é removido do
0ss0), ele ainda mantém sua forma original, mas se torna tao flexivel que pode
ser dobrado como um pedaco de borracha dura. Se o componente organico é
extraido do 0sso, o esqueleto mineralizado ainda mantém sua forma original,
mas se torna extremamente quebradico e pode ser fraturado com facilidade
[61].

Cortes descalcificados podem ser preparados pela descalcificacdo de
um o0sso em solugdo acida para remover os sais de calcio da matriz. O tecido
pode, em seguida, ser incluido, seccionado e corado rotineiramente para
estudo. Cortes por desgaste sdo preparados serrando o 0sso em fatias finas,

seguindo pela raspagem progressiva destes cortes com abrasivos entre placas
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de vidro. O corte € montado quando esta suficientemente delgado para estudo
ao microscopio optico [61].
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho utilizou amostras confeccionadas a partir de um
trabalho prévio intitulado "Analise Comparativa Do Efeito De Diferentes
Superficies Sobre A Resposta Tecidual Perimplantar Em Regifes Com Baixa
Densidade Ossea: Modelo Animal Coelho", da autora Leticia Kirst Post, no ano
de 2009 [62], tese de doutorado sob orientacéo do professor Roberto Hubler e

da professora Marilia Gerhardt de Oliveira.

4.1 Consideragdes Eticas

O projeto desta pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
para Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul, sob protocolo de n° 08/00020 (Anexo A). Neste trabalho foram
observadas as Normas para a Pratica Didatico cientifica da Vivissec¢cdo em
Animais, que consta na Lei 6.638 de Marco de 1979, respeitando-se também
os Principios Eticos na Pesquisa Experimental, determinados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (Anexo B).

4.2 Confeccéoe Caracterizagdo dos Implantes

A confecc¢do e a caracterizagdo dos implantes, como também 0s ensaios
para adequacdo as normas técnicas foram realizados e sédo de
responsabilidade do Laboratério de Materiais e Nanociéncias — Grupo de
Estudos de Propriedades de Superficies e Interfaces do Centro de P&D em
Fisica da Faculdade de Fisica da PUCRS. Para o presente estudo foram
produzidos oito implantes cilindricos, feitos de titdnio comercialmente puro

(Baumer S. A, de Séao Paulo, Brasil), conforme descrito pela norma NBR-ISO
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5832-2, que foram revestidos com camada porosa de titdnio mais tratamento
com ataque de um &cido desenvolvido no GEPSI-LMN. Detalhes do implante e
da microestrutura superficial dos mesmos podem ser observados na figura 4.1.

Figura4.l - a) Fotografia do implante PSA-nano pronto para embalagem e (b) micrografia da

superficie mostrando os microcanais e as nanotexturas em seu interior.

4.3 Modelo Animal

O modelo animal usado para o estudo foi o coelho da raca Nova
Zelandia, espécie Oryctolagoscuniculus, da ordem Lagomorpha, género
Oryctolagos. Os animais selecionados foram obtidos e mantidos, até o final do
experimento, junto ao Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). Os procedimentos de manipulacdo e alimentacéo foram realizados,
seguindo a rotina do Biotério. Durante todo o experimento, 0s animais
permaneceram em alojamento com temperatura, umidade e iluminacdo

controladas, e em gaiolas padrdo, devidamente identificadas. [62]
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4.4 Procedimento Cirurgico

Para a realizacdo da pesquisa foram obedecidos os principios de
biosseguranca e controle de infeccdo. Os procedimentos cirargicos foram
realizados no Hospital Veterinario da UFPel. As cirurgias ocorreram de forma
independente, sobre uma bancada protegida por um campo de mesa estéril
descartavel e trocado, juntamente com 0s materiais e instrumentais cirargicos,
a cada animal. Na sala de pré-anestesia, apos a afericdo do peso, 0os animais
foram anestesiados com Zoletil® 50mg de peso, na dose de 5mg/kg e de

Xilazina®, 3mg/kg ministradas nesta sequéncia, por via intraperitoneal.

Foi realizada a incisdo da pele, com lamina de bisturi n° 15, e em
seguida do periosteo. A exposicdo do tecido 6sseo subjacente (face medial da
tibia) foi realizada com descolamento do periésteo através de descolador de
Molt, o qual auxiliou, também, no afastamento e na manutencdo do guia

cirrgico em posicao

Com a regido 6ssea exposta e 0 guia cirdrgico em posic¢ao, iniciou-se a
preparacdo da loja 6ssea, com o escalonamento gradual das brocas, numa
sequéncia logica pré-estabelecida, na velocidade de 800 rotacfes por minuto e
torque de 30 newtons-metro. Utilizou-se um motor para implantes (Driller BLM
600 PLUS) e um contra-angulo (Anthogyr) o qual tinha reducédo de 16 para 1
rom. Todas as perfuracdes contavam com abundante irrigacdo externa com

soro fisioldgico.

No periodo pds-operatorio, 0s espécimes permaneceram no biotério da
UFPel, sob cuidados dos pesquisadores e orientacdo de médicos-veterinarios.
A morte dos animais ocorreu apos um periodo de 30 dias da colocacdo dos
implantes. O procedimento foi realizado nas instala¢cdes do biotério da UFPel
por meio da técnica de overdose anestésica, correspondendo a 5 vezes a dose
terapéutica, ocasionando o Obito por parada -cardiorrespiratoria. Apds a

constatagdo da morte dos animais, pelos sinais vitais, os locais das
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implanta¢des foram acessados com uso de bisturi e lamina 11, expondo toda a
tibia. Para maiores detalhamentos cirargicos, avaliar referéncia [62].

Além das tibias dos coelhos, também foram reservadas as mandibulas
direitas as quais foram seccionadas nas extremidades distais e mesiais e
depois seccionadas transversalmente conforme linha pontilhada mostrada na

Figura 4.2.

Figura 4.2 (A) - Fragmento superior da mandibula seccionada confeccionado pelo protocolo de
preservacdo 0ssea;(B) - Fragmento inferior usado para confeccao de lamina histolégica e (C) -

Esquema do corte das regifes da mandibula utilizadasneste trabalho.
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4.5 Fluxograma da Metodologia

Fluxograma da metodologia mostrando a sequéncia da amostragem do

presente estudo (quadrados e setas vermelhas), a partir da confeccdo das

amostras conforme respectivas areas doadoras para amostragem (1), a divisdo

e técnica de preparacéo utilizada para cada amostragem (2) e por fim, a devida

analise para cada amostragem (3).

8 IMPLANTES EM

4 HEMI MANDIBULAS

t SEM IMPLANTES
TIBIAS

4 AMOSTRAS 2 AMOSTRAS 2 AMOSTRAS PELO 4 AMOSTRAS 4 AMOSTRAS PELO

PARA PARA PULL- PROTOCOLO DE PARA PROTOCOLO DE

PRESERVACAQ PRESERVACAQ

HISTOLOGIA ouT HISTOLOGIA
ANALISE ANALISE ANALISE ANALISE

MICROSCOPICA MICROSCOPICA MICROSCOPICA MICROSCOPICA
DAS AMOSTRAS DAS AMOSTRAS DAS AMOSTRAS | DAS AMOSTRAS
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4.6 Preparacdo das Amostras para Observacdo Microscépica e
Histoldgica

As mandibulas seccionadas foram escolhidas para confeccdo de

amostrasonde o tecido 6sseo néo foi agredido cirurgicamente.

Conforme Figura 4.2- C, a &rea escolhida para analise foi a regido dos
dentes, sendo que os quatro fragmentos superiores foram usados para
confeccdo do protocolo de preservacdo 6ssea e 0s quatro inferiores para
confeccdo de laminas por coloracdo HE, conforme visualizado na figura 4.2 A e

B, respectivamente.

Das oito amostras com implantes, quatro foram selecionados para
histologia, duas para confeccao do protocolo de preservacdo 0ssea, duas para
testes de pull-out, onde foi testada a forca da osseointegracao adquirida nestes

implantes.
4.6.1Preparacao pelo protocolo de preservacao 6ssea

Para caracterizar os corpos de prova, foi necessario prepara-los
colocando-os inicialmente em banho ultrassénico com agua deionizada por 72
horas para remocédo do formol, sendo que a agua foi trocada a cada 24 horas.
ApOs o banho ultrassbénico, as amostras foram liofilizadas a vacuo em dez
etapas com banhos intermediarios com alcool etilico desde 10% vol. até alcool
absoluto (100%).

Apos a liofilizacdo as amostras foram embutidas em resina acrilica a
vacuo para possibilitar o corte das regides de interesse nas mandibulas e nas
tibias, os cortes foram feitos nas extremidades distal e mesial da tibia e apos
isso, seccionados bem proximos de cada implante. O lixamento foi realizado de
forma manual com uma sequéncia de lixas de gramatura desde 100 até 4000,
fixas em bloco de vidro e sob irrigagdo com agua corrente, e posteriormente, foi
realizado o polimento em uma politrizmetalografica da marca Struers usando
pastas de diamante de 9 um, 1um e 0,25 pm em sequéncia e com irrigacao
constante com uma mistura de alcool isopropilico/propilenoglicol na propor¢ao

de 1:1. Apés cada etapa de preparo, antes da troca de lixa e granulacdo ou de
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pastas de polimento diamantadas, as amostras foram observadas em
microscépio Optico para conferir a correta planicidade. O objetivo deste preparo
foi a obtencdo de uma superficie polida no sitio do implante e nas suas
adjacéncias, assim como do tecido 6sseo na mandibula, mantendo as
caracteristicas da parte mineral e do implante para posterior observagado

microscopica.

Figura 4.3 - Amostra confeccionada pelo protocolo de preservagéao.

4.6.2 Preparacao pelo método de Coloracédo HE

As quatro sec¢des mandibulares inferiores foram preparadas conforme a

técnica histolégica de coloracéo por HE descrita.

Apoés 24 horas de fixagdo em formalina tamponada 10% (pH 7,0), os
espécimes foram descalcificados em solu¢cdo de acido formico a 20% sob
agitacdo e temperatura ambiente, desidratados, diafanizados e incluidos em
parafina. Os espécimes foram identificados e submetidos ao corte de 6um em
microtomo para receber a técnica histoquimica de coloracdo hematoxilina-

eosina (HE) da seguinte forma: dois banhos de xilol; hidratacdo em &lcool
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(absoluto e 96°GL); lavagem em &gua corrente; coloragdo com hematoxilina
(oito minutos) e coloracdo com eosina (dois minutos). Apds a coloracao, as
amostras foram lavadas, desidratadas em alcool e receberam novo banho de

xilol para a montagem das laminas com laminula e Entellan®.

As amostras com implantes, passaram pela mesma técnica histolégica
de coloracdo por HE, apés terem sido removidos os implantes das amostras

com o maximo cuidado e irrigacao constante com um aparelho de ultrassom.

4.7 Analises pelo Protocolo de Preservacdo e pela Técnica Histoldgica

A microestrutura dos implantes e a qualidade do osso neoformado foram
avaliadas por microscopia optica (MO). A analise qualitativa do tecido ésseo
periimplantar foi obtida por MO Olympus BX-60 com camera de 14 Mega

pixeis.

4.7.1 Analises das Amostras Sem Implantes

As quatro laminas histolégicas e as quatro amostras pelo protocolo de
preservacdo 0ssea confeccionadas para essa amostragem foram analisadas
por microscopia Optica de transmissado e de reflexdo, respectivamente, com o
aparelho Olympus BX-60 (Olympus Co, Japdo) em magnificacdes de 50x e
100x. Nesta etapa, foram obtidas imagens microscoOpicas digitalizadas, com
camera digital de 14mpixeis, que foram analisadas, em um software
denominado ImageJ, onde foi possivel a descricdo qualitativa do tecido ésseo
pela técnica de histologia em laminas por coloragdo Hematoxilina-Eosina e a

descricédo qualitativa do tecido 0sseo pelo protocolo de preservagao 0ssea.

Apos isso, foi feita uma comparacdo entre as descricdes obtidas dos
tecidos 0Osseos nas técnicas, onde foram avaliadas suas vantagens e

desvantagens.
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4.7.2 Andlises das Amostras com Implantes

As duas seccdes confeccionadas pelo protocolo de preservagdo 6ssea
foram analisadas, primeiramente, por microscopia Optica, com o aparelho
Olympus BX-60 (Olympus Co, Japao) em magnificacbes de 50x,100x. Nesta
etapa foram obtidas imagens digitalizadas, com camera de 14mega pixies, que
foram analisadas em um software denominado ImageJ,onde foi possivel a
descricdo qualitativa do tecido 6sseo adjacente ao implante e microestruturas

dos implantes.

A seguir, as duas amostras foram submetidas a analise por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), da marca Philips, modelo XL 30, em
magnificacdes de 50x, 100x, 200x e 400 vezes. O MEV permite analisar
microestruturas e a neoformacgéo 0ssea. Nesta etapa, foi possivel visualizar as

microestruturas dos implantes e estruturas adjacentes em escala micrométrica.

Apbs isso, foi feita uma comparacao entre as descricbes obtidas dos
tecidos Osseos nas técnicas, onde foram avaliadas suas vantagens e

desvantagens.
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5 RESULTADOS

Como foi descrito na metodologia do trabalho, a amostragem foi dividida
em dois grupos diferentes para analise, pela diferenca da regido 6ssea (tibias e

mandibulas) e pela utilizacdo de implantes ou ndo no tecido ésseo.

Os resultados das andlises qualitativas foram realizados de forma
dividida assim como a amostragem, para se poder comparar o tecido 0sseo
sem implantes pelas duas técnicas propostas (histolégica e protocolo de
preservacdo 0ssea) e o tecido 6sseo com implantes da mesma forma. Com
isso, 0s resultados serdo apresentados em duas etapas — avaliacao do tecido
0sseo sem implantes pelas duas técnicas (amostragem de tecido 6sseo da
mandibula), avaliacdo do tecido 6sseo com implantes pelas duas técnicas
(amostragem de tecido 6sseo da tibia).

5.1 Avaliagdo e comparacdo da amostragem sem implantes (tecido 6sseo

da mandibula) pelas duas técnicas propostas

A principal técnica de coloracdo de tecidos para o estudo de Histologia
basica é a técnica HE (Hematoxilina-Eosina). Através dessa técnica séo
diferenciadas por¢des basofilas e acidofilas do tecido estudado. A hematoxilina
€ basofila, ou seja, tem afinidade por substancias basicas. A eosina é acidofila,
tendo afinidade pelo citoplasma, fibras colagenas e outras substéncias acidas
das células. Essa técnica nos mostra principalmente caracteristicas organicas
do tecido estudado. [61]

A andlise histolégica das amostras com tecido 6sseo sem implantes, em

magnificacdes de 50x e 100x em microscopio éptico de transmissao, permitiu
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uma eximia andlise qualitativa do tecido. Foram averiguadas diversas

caracteristicas 6sseas como:

e Visualizacdo de grande quantidade de tecido 6sseo secundario ou
maduro, 0sso mais calcificado e mais denso do que 0 0SSO
primario;

e Diferenciacdo indireta de areas de tecido 6sseo compacto e
€esponjoso;

e Visualizacdo de canais de Harvers;

e Regides de vascularizacdo 6ssea, bem como, vasos sanguineos
e suas células, tecido hematopoiético, ligamento periodontal e
suas células, colageno;

e Ostedcitos maduros e células caracteristicas de tecido 0sseo
como osteoblastos, osteoblastos e células osteoprogenitoras em
determinadas regifes de reabsorcéo e formacéo 6ssea;

e Rica avaliacao celular e organica do tecido;

MO Transmissao - Aumento 50X

Figura 5.1- Tecido 6sseo sem implantes, técnica histolégica. Legendas: E= Esmalte, D=
Dentina, MB= Osso Esponjoso, CB= Osso Cortical, BV= Vaso sanguineo, HT= Tecido

Hematopoiético e PL= Ligamento Periodontal.
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J4 a analise do tecido 0sseo pelo protocolo de preservacdo éssea
proposto no estudo proporcionou a visualizacdo de caracteristicas inorganicas
deste tecido, sem possibilidade da analise de caracteristicas organicas

diretamente, como pode ser visualizado nas figuras 5.2, 5.3-B e 5.4 - A.

Porém, o conjunto das informac¢@es inorganicas adquiridas nas amostras
permitem avaliagdes qualitativas indiretamente do tecido. Assim como, O
conjunto de informagfes organicas nas amostras pela técnica histologica
também permitiu avaliacfes qualitativas indiretas, conforme as figuras 5.1, 5.3-
Aeb5.4-B.

A andlise do protocolo de preservacédo 6ssea, em magnificacbes de 50x
e 100x em microscopio optico de reflexdo, permitiu a analise de caracteristicas

dsseas como:

¢ Visualizacdo de grande quantidade de tecido 6sseo secundario ou
maduro, 0sso mais calcificado e mais denso do que 0 0SSO
primario;

¢ Diferenciacao de tecido 6sseo compacto e esponjoso;

e Visualizacéo de canais de Harvers;

e Visualizacdo de toda regido mineral tanto do tecido 6sseo como
dentario bem delimitado;

e Visualizacdo indireta de regibes onde se encontravam tecidos
organicos, bem como areas de ligamentos periodontais, “gaps”
onde haviam areas de vasculariza¢do dentro do tecido mineral;

¢ Rica avaliacdo do tecido inorganico em qualidade e delimitacdes;
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MO Reflexao - Aumento 50x

Figura 5.2 - Tecido 6sseo sem implantes, pela técnica de preservacao éssea.
Legendas: E= Esmalte, D= Dentina, MB= Osso Medular, G= Gaps 6sseos e PL= Ligamento

Periodontal.

Os registros das imagens para a comparacdo entre os meétodos de
analise focaram regibes 6sseas semelhantes nas amostras realizadas pelas
duas técnicas diferentes, com o intuito de mostrar as caracteristicas reveladas
por cada protocolo e suas vantagens e desvantagens na apresentacdo do

tecido 6sseo.

A figura 5.3 expbe uma mesma regido do tecido Osseo pelas duas
técnicas de confeccdo de amostras, juntamente com uma analise por
microscopia Optica. A imagem permitiu a comparacdo de caracteristicas
mostradas em cada técnica, onde pode-se verificar a maior quantidade de
informacdes visualizadas pela técnica histolégica como: caracteristicas
celulares tanto 6sseas como de vascularizacdo e de ligamento periodontal,
tecido organicos de diferentes tipos e qualidade e quantidade 6ssea na regido
(figura 5.3-A).Enquanto algumas informacdes semelhantes como: quantidade e
qualidade Gssea, regides de areas de vascularizacdo mostradas indiretamente
pelos “gaps” no meio do tecido mineral, regides onde o ligamento periodontal
se posicionava e tecido dentario bem definido (esmalte e dentina), foram
passiveis de analise pelo protocolo de preservacdo oOssea (figura 5.3 — B).
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Algumas areas inorgéanicas tiveram uma definicdo melhor, como o esmalte

dentério, pelo "protocolo de preservagao".

A riqueza de detalhes organicos e celulares pode ser analisada pela
técnica histologica, no entanto a qualidade e compactacdo 6ssea do tecido
0sseo e dentario foi mais facilmente analisada pelo protocolo de preservacao

Ossea por seu foco unicamente na parte mineral.

MO Transmissao - Aumento 50x MO Reflexao - Aumeno 50x%

Figura 5.3 - A e B: Regido semelhante de tecido 6sseo mandibular mostrada por
técnicas diferentes (protocolo de preservacao[B] e técnica histologica [A]) - Legendas: G=
"gaps”, MB= 0sso esponjoso, CB = 0sso cortical, E= Esmalte, D= Dentina, PL = Ligamento

Periodontal, HT= Tecido Hematopoiético

A figura 5.4 mostra regides semelhantes do osso mandibular mais
especificas, as quais proporcionaram a analise mais critica do osso pelas duas
técnicas. Nela se conseguiu delimitar muito bem areas de tecido 0sseo
compacto e esponjoso pelas duas técnicas e também permitiu a visualizacédo
de canais de Havers pelas duas técnicas. Esta imagem exemplificou a

possibilidade de avaliacdo do tecido mineral 6sseo de forma semelhante pelas
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duas técnicas apresentadas e ainda com uma analise mais abrangente, uma
avaliacdo indireta superficial de regides onde se encontravam tecidos de

vascularizacéo, ligamentais e espacos celulares pelo protocolo de preservacgéao.

MO Reflexao - Aumeno 100x

MO Transmissao - Aumento 100x
Figura 5.4 - A e B: Regido semelhante do tecido 6sseo mandibular mostrada por
técnicas diferentes (protocolo de preservacgao [A] e técnica histolégica [B]) - Legendas: MB=
0SS0 esponjoso, CB = osso cortical, HT= Tecido Hematopoiético, G= "gaps", H= Canais de

Havers
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A avaliacdo de diferentes regibes das amostras nas duas técnicas
propostas mostrou que a andlise histologica do tecido 6sseo mandibular sem
implantes foi substancialmente mais rica em informacfes do que o protocolo de
preservacao 6ssea. Com a comparacdo das amostras pelas duas técnicas em
diferentes regifes do tecido 6sseo mandibular, exemplificado pelas Figuras 5.1,
5.2, 5.3 e 5.4, se verificou uma analise mais abrangente pela técnica

histolégica quando o tecido 0sseo esta sem implantes.

Porém o "protocolo de preservacao” nao se difere tanto quando avaliada
a parte mineral do tecido 6sseo e dentes, mostrando ser uma técnica apta a

analise de tecidos 6sseos.

5.2 Avaliacdo e comparacdo da amostragem com implantes (tecido 6sseo

datibia) pelas duas técnicas propostas

A confeccao das laminas histologicas exige algumas etapas pelas quais
o metal (titnio) que esta aderido ao 0sso nas amostras ndo pode reagir, pois
ird prejudicar ou até condenar o resultado final da lamina, como a
descalcificacdo pelo uso de acidos ou o desgaste do tecido 6sseo junto ao
implante sem devidos cuidados, podendo impregnar o tecido 6sseo com metais

ou superaquecé-lo[61].

As amostras que foram avaliadas pela técnica histolégica passaram por
um preparo onde os implantes de titanio foram removidos de forma cuidadosa,
utilizando um ultrassom odontolégico e irrigacdo abundante. Para na confeccao
da lamina histoldgica apresentar somente o tecido 6sseo sem metal e passar

pelo protocolo padréo de preparo histolégico.

Os resultados comparativos de andlise do tecido 6sseo com implantes
pelas duas técnicas mostraram uma vantagem significativa de caracteristicas
O0sseas e implantares pelo método de "preservacdo o0ssea” em relacdo ao

método histolégico.

A remocédo do implante de titanio para confeccdo da lamina histolégica

pelo protocolo padrdo, fez com que a andlise critica das regides de contato
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entre osso-implante fossem perdidas, pois este 0sso em contato, em
determinadas &reas continuou aderido ao implante, como pode ser visto na
figura 5.5. Com isso, ndo se teve condicbes de avaliacdo do BIC, resultando
em uma grande perda da qualidade de avaliacdo de regibes de neoformacao
0ssea e nenhuma possibilidade de avaliagcdo do implante de titanio pela técnica
histologica.

I[H,‘!‘uw o]

4
TR

Figura 5.5 - Osso aderido a superficie do implante apds remog¢&o com uso de

ultrassom.

Por outro lado, as amostras preparadas pelo "protocolo de preservacao
O0ssea"” mantiveram o implante em total estabilidade no local de
osseointegracdo e nao geraram danos ao tecido 6sseo periimplantar,
permitindo avaliacbes de todas regibes de contato entre o tecido 0sseo e a
superficie do implante de titanio, mostrando as regides de neoformacéo 6ssea
ao redor do implante de titAnio e permitindo andlises da propria superficie
porosa do implante, em maiores aumentos no microscopio, conforme Figura
5.7.

A figura 5.6 apresenta uma comparacdo das analises feitas pelos dois
protocolos estudados neste trabalho. Pode ser verificado na Figura 5.6 - A,
para a amostra preparada pelo protocolo de preservagdo 0ssea, a qualidade
O0ssea ao redor do implante, com excelente delimitacdo, permitindo avaliacéo
do tecido 6sseo periimplantar e analise do implante de titanio e sua superficie,
enquanto a Figura 5.6 - B, preparada pela técnica histolégica, mostra a
delimitacdo de onde se encontrava o implante, indicando a grande perda de

tecido 6sseo que ocorreu na retirada do implante osseointegrado.
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Figura 5.6 — A e B — Imagem comparativa entre tecido 6sseo com regido de implante

confeccionado pelo protocolo de preservagéo dssea (A) e tecido 6sseo com regido de implante

confeccionado por técnica histologica.

A andlise de tecido 0sseo distante ao implante permitiu as mesmas
comparacoes feitas conforme a amostragem avaliada neste capitulo no tépico
5.1, com caracteristicas e qualidade de visualizacdo do tecido celular e 6sseo
mais abrangente na técnica histoldégica enquanto o "protocolo de preservacao

0ssea" permite em grande parte apenas avaliacdes minerais do tecido 0sseo.

O "protocolo de preservagdo 6ssea" se mostrou significativamente mais
vantajoso sobre a técnica histoldégica quando comparado em tecido 6sseo com
implantes pela sua excelente qualidade de avaliagdo em caracteristicas
importantes de osseointegracdo como: a andlise do contato osso-implante

(BIC), andlise de regides de neoformacdo O0ssea e avaliacdo da superficie do
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implante de titdnio, conforme Figura 5.7, enquanto a técnica histologica ndo
permitiu quase nenhum destes detalhes.

Figura 5.7 - Regido de detalhe do contato osso-implante pelo protocolo de preservagéo

6ssea.
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6 DISCUSSAO

Nas analises sem implantes apresentadas neste estudo as
caracteristicas 0sseas organicas mostradas pela técnica histolégica permitiram
uma avaliacdo profunda do tecido 6sseo quanto a: quantificacdo celular,
andlise de células béasicas do tecido 6sseo, analise de vasculariza¢do do tecido
0sseo, andlise de areas presentes com osteoclastos e osteoblastos, mostrando
reabsorcdo Ossea e remodelacdo Ossea respectivamente, 0sso cortical ou

medular, entre outras andlises que nédo foram o foco da avaliacdo deste estudo

Entretanto, o "protocolo de preservacao 6ssea” ndo se diferiu tanto da
andlise histologica quanto a avaliagdo da parte de tecido 6sseo mineral
exclusivamente, pois pode-se avaliar com facilidade areas de osso cortical e
0sso medular e compactacdo 0ssea com excelente qualidade. Nas regides
escuras onde o tecido organico se perdeu pela confeccdo do método, pode-se
avaliar indiretamente areas de vascularizacdo como "gaps" no tecido 0sseo,
regibes de ligamento periodontal, entre outras areas de tecido orgéanico e

diretamente canais de Havers.

Segundo Gartner, L.P e colaboradores [61], os métodos de analise
histoldgica de tecido ésseo e tecido dentario visam avaliacdo da parte organica
e inorganica do tecido pelo uso de diferentes técnicas. Esta constatacdo esta
relacionada com os bons resultados achados na avaliagdo histologica no
presente estudo, pela técnica de laminas por coloracdo HE, na qual o tecido
0sseo € analisado sem implantes possibilitando uma rica avaliagédo celular dos

tecidos.

Porém alguns autores descrevem alguns danos ao tecido presente nas
amostras confeccionadas pela técnica histolégica, como no trabalho de Piatelli

e colaboradores[63] os quais mostraram a necessidade de desidratacdo prévia
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do tecido 6sseo e desgaste para confec¢do de laminas histologicas. Durante
esta preparacao histologica, o tecido 6sseo sofre alteracdes relacionadas a
técnica de processamento; a fixacdo do material em formol causa um espaco
perilacunar, resultante da contracdo do ostedcito. Ja Marotti e
colaboradores[64], disseram que a fixacdo do tecido désseo nao interfere
substancialmente na preservacdo dos ostedcitos; o processo de
desmineralizacdo também causa retracdo das células Osseas, mas este
fenbmeno pode ser minimizado pelo uso de descalcificadores menos

agressivos.

Aprofundando-se mais no estudo dos métodos empregados para estudo
histologicos de tecido ésseo verificam-se duas técnicas principais e as duas
possuem alguma desvantagem que sao: cortes descalcificados e cortes por
desgaste, nos cortes descalcificados, os ostedcitos sao distorcidos pelo banho
no acido descalcificador; nos cortes por desgaste, as células sdo destruidas, e

as lacunas e canaliculos ficam preenchidos com restos de 0sso. [61]

Esses dados mostram a dificuldade de se manter todas as
caracteristicas 6sseas quando confeccionada uma amostra de tecido ésseo
para analise em laminas. Porém, nos resultados apresentados do presente
estudo, estes danos ou desvantagens ndo foram prejudiciais na avaliacdo de

caracteristicas 6sseas mais superficiais do tecido.

O uso do "protocolo de preservacao Ossea" apresentado mostrou que
para uma avaliacdo de caracteristicas 0sseas como: compactacao éssea,
qualidade Ossea ou defeitos 6sseos, se tem maior qualidade de analise e
menor chances de defeitos na confecgao de amostras, em relagéo a confeccao

das laminas histologicas.

Nas analises das amostras com implantes do presente estudo, o
protocolo proposto no trabalho teve resultados muito superiores contra a
analise histolégica. A confeccdo das amostras para analise da
osseointegracdo, proposta até entdo, ndo segue um padréo universal. Existem
dificuldades de confeccdo de uma amostra de tecido 6sseo com implantes e

necessidade de cuidados e equipamentos precisos para nao danificar as
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amostras. O presente estudo mostra um método para confeccdo destas

amostras seguindo um protocolo visando minimizar tais complexidades.

Alguns estudos[8,30,65] j& mostravam que a avaliacdo de tecidos
0sseos com implantes estuda basicamente a osseointegracdo. Esta é descrita
como a condicdo clinica que permite carga funcional sobre os implantes
dentarios [30] e histologicamente, consiste no contato direto entre 0sso e
implante [65]. Esse processo envolve uma complexa ordem de eventos e a
resposta tecidual que promove a osseointegracao dos implantes depende de
varios fatores como a superficie do implante, sitio anatémico, trauma cirdrgico,

tempo de cicatrizag&o, entre outros [8].

Consequentemente, nos ultimos anos, muitos estudos experimentais em
animais [63,66-68] foram executados com o objetivo de investigar os diferentes
estagios de osseointegracdo seguindo a insercéo de varios tipos de implantes
de titanio com diferentes designs e modificacBes de superficie. A primeira
descoberta na maioria desses estudos foi a porcentagem de um novo contato
osso-implante, acessado histomorfometricamente por meios de coloracdo

convencional de areas descalcificadas e ndo-descalcificadas de tecidos.

Com isso, quando temos um implante de titanio junto a analise
aumentamos a complexidade de produzir uma boa amostra para analise. O uso
de um &cido que é necessario para confeccao das laminas histolégicas 6sseas
causa extensos danos ou até total avaria na amostra, pois o titanio e suas ligas
apresentam corrosao apreciavel apenas em solucdes concentradas de alguns
acidos, particularmente os &cidos fluoridricos, cloridrico, sulfarico, fosférico,
oxalico e férmico, além de quaisquer solugdes contendo o ion fluoreto[69-71].
O que ratifica o protocolo apresentado neste estudo, onde ndo ha a

necessidade de &cido descalcificador para confeccdo da amostra.

O uso de serras ou brocas metalicas e/ou diamantadas sobre o tecido
0sseo e sobre o implante se tornou uma opcao ao invés do uso de &cidos na
confeccdo das amostras, entretanto seu uso € prejudicado quando avaliamos
os estudos de Sharawy M. e colaboradores[72] que mostram que

independentemente do tipo de 0sso, tempo e pressdo exercidos no local
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teremos um superaquecimento 6sseo, possibilitando danos nas amostras, no
tecido 6sseo a ser analisado e na interface do implante. O protocolo de
preservacdo 0ssea nao mostrou danos ao tecido 0sseo nem a interface
implante-osso, pois ndo sofre de alto aguecimento em sua confeccdo como

descrito neste estudo.

A metodologia e resultados expostos no presente estudo mostram que o
uso do ultrassom com irrigacao para retirada do implante ou testes de pull-out
[63,73], também ndo sdo suficientes para uma correta avaliagdo da interface
implante e tecido 6sseo. Eles mostraram claramente a perda da interface 0ssea
junto ao implante para confec¢cdo da lamina histolégica. Entretanto, séo
métodos auxiliares para avaliacdo de osseointegracdo em termos de forca de

aderéncia e qualidade de osseintegracao.

Todas estas dificuldades citadas anteriormente sdo demonstrativas da
necessidade de um padrdo de confeccdo de amostras para avaliacdo da
osseointegracdo, como o protocolo de preservacdo 6ssea apresentado no
presente estudo. O qual possibilitou a andlise critica do contato osso-implante e
regibes de neoformacédo 6ssea, sem defeitos ou amostra debilitada.

Em relacdo ao BIC, o método proposto no trabalho teve sucesso para
afericdo e verificacdo. Se buscarmos nos estudos a definicdo original de
osseointegracao, ela foi baseada em observacdes em nivel de microscopia
Optica, como “uma conexao estrutural e funcional direta entre osso vivo
organizado e a superficie de um implante suportando carga” [74]. No entanto,
esta definicdo, nem estudos atuais, indicam que porcentagem de 0SSO precisa
estar em contato com o implante para que este fenbmeno possa ser chamado

osseointegracao.

Isto tem um fator significante para os resultados obtidos pelo protocolo
de preservacdo 0sseo apresentado, onde s6 temos a visualizacdo de tecido
0sseo mineralizado ja em contato com o implante e nao regides sem formacéo
O0ssea ou areas fibrosas, mostrando apenas regibes de total contato osso-

implante, as quais proporcionam perfeita afericdo e avaliag&o.
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Contudo, a mensuracao desta porcentagem de contato osso-implante e
sua avaliagdo, sdo motivos de muitos estudos atualmente. As imagens
adquiridas das amostras confeccionadas pelo protocolo de preservacao
mostram com grande clareza a unido do implante e sua superficie com o tecido

0sseo, e proporcionam a afericao se for o caso.

Estudos onde essa taxa de contato osso-implante tem sido reportada
mostram, entre 25 e 65% para superficie de titdnio comercialmente puro (Ti-cp)
e de 45 a 70% para superficies de titanio tratadas, de contato osso-implante,
tanto para estudos em animais[63,66-68,77], quanto em humanos[75-76].
Confirmando a necessidade de excelentes técnicas para analise e mensuracao

do BIC como o método de amostragem proposto neste estudo.

N&o se consegue ainda, analisar e aferir a osseointegracao por apenas
um meétodo, sdo necessarios varios os tipos de analises para se mostrar a
qualidade da osseointegracdo. A técnica apresentada para confeccdo das
amostras amplia e qualifica esses métodos pela sua qualidade amostral e
forma de confeccao, proporcionando andlises fiéis e qualidade para pesquisas
usando esta metodologia.
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7 CONCLUSOES

O protocolo proposto gerou amostras de qualidade tanto com tecido
0sseo sem implantes como com implantes, sem danos, aguecimento 6sseo

exagerado ou perda de qualidade.

O ‘"protocolo de preservacdo Ossea" se mostrou significantemente
superior na analise de tecidos 6sseos com implantes em relacéo a analise pelo
meétodo histolégico do mesmo tipo amostral. Pela sua preservacdo do tecido
0sseo na interface implante e 0sso, pela sua qualidade amostral, pela
possibilidade de analise do BIC e afericdo; todas essas vantagens sem a
retirada do implante ou danos a amostra. Enquanto o método histolégico nao

proporcionou nenhuma destas analises.

Na comparacdo de amostras com tecidos 0sseos sem implantes pelas
duas técnicas (protocolo de preservacdo e coloracdo por HE), as
caracteristicas 0sseas e possibilidades de andlises 6sseas foram superiores no
método de laminas por coloracdo HE, pela sua vantagem em mostrar todas as
caracteristicas organicas com total evidéncia em relacdo ao "protocolo de
preservacdo Ossea", que tem seu predominio de visualizacdo pela parte

inorganica.

O protocolo apresentado no trabalho apresentou um modelo excelente
para analise da qualidade da osseointegracdo de implantes no tecido 0sseo,
porém deve ser usado como auxiliar para averiguagdo quando o objetivo é

analise de forca de osseointegracao, a qual € aferida com outros testes.

A qualidade, forca e estabilidade de osseointegragdo de implantes de

titAnio ndo podem ser medidas por somente um protocolo ou método até o
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momento atual, mas o protocolo proposto em conjunto com outras técnicas, se

torna um método muito eficaz para facilitar a anélise da osseointegracao.
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8 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

O protocolo de preservacdo 0ssea se mostrou um 6timo modelo para
confeccdo de amostras com tecido 0sseo sem implantes e com implantes;
apresentou qualidade excelente para diagndstico do BIC em amostras com
implantes, para avaliacdo de osseointegracdo e para analise da superficie do

implante de titanio utilizado.

Entretanto, a maioria dos trabalhos com tecidos vivos e em grande parte
das escolas que estudam &reas biologicas, predomina-se o uso de corantes
acidéfilos e basofilos ou outros tipos de corantes, para diferenciacdo de

elementos organicos ou inorganicos pela sua composicao.

O protocolo apresentado e suas amostras nao foram testados com o uso
de corantes, como sdo usados na confeccdo de laminas de tecido 6sseo por
coloracdo HE, seguindo este padrdo usual das areas bioldgicas. Esta nova
proposta de trabalho e andlises a partir deste modelo, pode apresentar
diferentes imagens e compara¢cdes do que as apresentadas neste trabalho e
ainda pode se aproximar em caracteristicas de analises como a coloracéo por

HE em tecidos 6sseos.
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ANEXO B

NORMAS PARA PRATICA DIDATICO-CIENTIFICA DA VIVISSECGAO DE ANIMAIS

| ei BB3R, de N8 de main de 1979

Art. 1° - Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissecgdo de animais, nos termos
desta Lei.

Art. 2 ° - Os biotérios e 0s centros de experiéncias e demonstragdes com animais vivos
deverdo ser registrados em 6rgao competente e por ele autorizados a funcionar.

Art. 37 - A vivissec¢ao nao sera permitida:

| - sem o emprego de anestesia; Il - em centros de pesquisas e estudos nao registrados
em orgao competente;

IIl - sem supervisado de técnico especializado;

IV - com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 (quinze) dias em biotérios
legalmente autorizados;

V - em estabelecimento de ensino de 10. e 20 graus e em quaisquer locais freqientados
por menores de idade.

Art. 4° - O animal s6 poderéa ser submetido as intervengdes recomendadas nos protocolos
das experiéncias que conslituem a pesquisa ou os programas de aprendizagem cirurgica,
quando, durante ou apds a vivissecgao, receber cuidados especiais.

§ 1° - Quando houver indicagao, o animal podera ser sacrificado sob estrita obediéncia &s
prescri¢des cientificas;

§ 2 ° - Caso ndo sejam sacrificados, os animais utilizados em experiéncias ou
demonstragdes somente poderado sair do biotério 30 (trinta) dias apds a intervengao, desde
que destinados a pessoas ou entidades iddneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 5° - Os infratores desta Lei estarao sujeitos:

| - as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei 3.688, de 03/10/41, no
caso de ser a primeira infragao;

Il - a interdi¢ao e cancelamento do registro do biotério ou do centro de pesquisas, no caso
de reincidéncia.

Art. 6 ° - O Poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a presente Lei,
especificando:

| - 0 6rgao competente para o registro e a expedicao de autorizagdo dos biotérios e centros
de experiéncias e demonstracdes com animais vivos;

Il - as condigdes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos biotérios;

Il - 6rgdo e autoridades competentes para fiscaliza¢do dos biotérios e centros
mencionados no inciso |

Art. 7° - Esta Lei entra em vigor na data de sua publicagao.

Art. 8° - Revogam-se as disposigdes em contrério.
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