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Leite DO. Osseointegracdo de implantes porosos de titanio submetidos ao
tratamento biomimético [dissertacao]. Sdo José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2011.

RESUMO

Atualmente, as pesquisas em Implantodontia enfatizam modificagdes na
superficie dos implantes, visando melhorar a osseointegracdo. Nesse
sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da
porosidade, bem como do tratamento biomimético (TB), na osteogénese
in vivo em implantes de titanio. Foram confeccionados, por meio da
metalurgia do po, implantes de titanio puro grau 2, que foram divididos em
seis grupos: a) G1: denso; b) G2: 40% de porosidade; ¢) G3: 50% de
porosidade; d) G4: G1 + TB; e) G5: G2 + TB; f) G6: G3 + TB. Inicialmente,
as amostras foram caracterizadas por andlise metalografica e por
espectroscopia por energia dispersiva (EDS). Em seguida, os implantes
foram inseridos nas tibias de dezesseis coelhos da raca Nova Zelandia,
para avaliar a reparagdo Ossea peri-implantar, por meio de analise
histolégica e histomorfométrica. Como padronizagéo, os implantes G1, G2
e G3 foram inseridos na tibia direita e G4, G5 e G6 na esquerda. Quatro
coelhos, selecionados aleatoriamente, foram submetidos a eutanasia, 01,
02, 04 e 08 semanas apos a cirurgia. Os dados da analise metalogréfica
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e a analise
histomorfométrica foi avaliada pelos testes ANOVA e Tukey. Os
resultados da metalografia confirmaram porosidade de 40 e 50%, e
revelaram poros com tamanho médio de 370 ym e interconexao entre 0s
mesmos. Na analise por EDS foi observada a presenca de ions Ca e P,
caracterizando o sucesso do TB. Na analise histologica observou-se
neoformacao 0ssea, inclusive para o interior dos poros, independente do
tipo de implante ou do tempo. Na andlise histomorfométrica, verificou-se
maior neoformacédo O6ssea em G5 e G6, e menor em G1, sendo que
ambas as condicdes mostraram diferenca estaticamente significante em
relacdo aos demais grupos. Concluiu-se que o TB associado a porosidade
exerce influéncia positiva na neoformacéao 6ssea.

Palavras-chave: Implantes. Titanio. Superficie porosa. Tratamento
biomimético. Osteogénese. Osteoconducao.



Leite DO. Osseointegration of porous titanium implants submitted to
biomimetic treatment [dissertation]. S&8o José dos Campos: School of
Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2011.

ABSTRACT

Researches in implantodontology have been recently focusing on implant
surface modifications aiming to improve osseointegration. Thus, the
purpose of the present study was to evaluate in vivo the influence of
titanium implants surface porosity and surface biomimetic treatment (BT)
on osteogenesis. Grade 2 pure titanium implants were fabricated by
means of powder metallurgy and divided into six groups: a) G1: dense; b)
G2: porosity of 40%; c) G3: porosity of 50%; d) G4: G1 + BT; e) G5: G2 +
BT; and f) G6: G3 + BT. The samples were initially characterized by
metallographic analysis and energy-dispersive spectroscopy (EDS). The
implants were then placed into the tibia of sixteen New Zealand rabbits in
order to evaluate the peri-implant bone repair by means of histological and
histomorphometric analyses. As standardization, implants from groups
G1, G2 and G3 were inserted into right tibias; while G4, G5 and G6 into
left ones. Four randomly chosen rabbits underwent euthanasia 01, 02, 04
and 8 weeks after surgery. The results from metallographic analysis were
analyzed by Kruskal-Wallis test and the histomorphometric results by
ANOVA and Tukey tests. Metallographic results confirmed porosity
between 40 and 50%, and revealed mean pore size of 370 yum and
interconnection among them. EDS analysis detected the presence of Ca
and P ions, confirming BT success. Bone neoformation, including into the
pores, was detected by the histological analysis regardless the type of
implant or evaluated period. By the histomorphometric analysis, bone
neoformation was statistically greater for G5 and G6 and statistically lesser
for G1 in comparison to the other groups. It was concluded that BT
associated with porosity exerts positive influence on bone neoformation.

Keywords: Implants. Titanium. Porous surface. Biomimetic treatment.
Osteogenesis. Osteoconduction.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de implantes como forma de reabilitacdo de
estruturas corpéreas perdidas vem apresentando notaveis avangos nos
ultimos anos. Atualmente, h4 uma grande variedade de implantes
cirurgicos disponiveis no mercado, sendo eles de diversos tamanhos e
formatos. No entanto, independente do formato externo, o alvo principal
dos pesquisadores é desenvolver um modelo de implante que apresente
uma microtopografia de superficie bioativa e osteocondutora, a fim de
promover melhor reparacao ossea.

Especificamente, os implantes deveriam promover a
aceleracdo no processo normal de cicatrizacdo, resultando em uma matriz
interfacial com composi¢cdo e estrutura similares ao osso, além de
apresentarem adequada propriedade biomecénica. Estas caracteristicas
visam permitir a rapida cicatrizagdo, diminuir 0s insucessos e também o
custo do procedimento, além de proporcionar maior satisfacdo aos
pacientes. Para alcancar estes objetivos, torna-se importante entender a
influéncia da superficie dos implantes nos eventos de cicatrizacdo que
ocorrem na interface osso-implante (Puleo, Nanci, 1999).

A superficie do implante apresenta grande importancia no
processo de osseointegracdo, uma vez que influencia o processo de
ativacdo, diferenciacdo e proliferacdo de células com potencial
osteogénico, o que refletirda na morfogénese Ossea (Albrektsson et al.,
1981; Davies, 2007; Kuzyk, Schemitsch, 2011). Em virtude disso,
modificacbes topograficas e quimicas dessa superficie tém sido de
grande interesse em varias pesquisas. Melhorar o desempenho clinico em
areas com pobre quantidade ou qualidade 6ssea, acelerar a cicatrizacéo,
permitindo assim a utilizacéo de protocolos de carga imediata ou precoce,
e estimular o crescimento de tecido 0sseo, a fim de possibilitar a
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instalagédo de implantes em locais de rebordo alveolar insuficiente, sao
algumas das razbes para o desenvolvimento dessas modificacdes na
superficie dos implantes (Novaes Jr. et al., 2010).

A topografia e a estrutura quimica da superficie dos
implantes sédo dois aspectos considerados importantes para que ocorra a
osseointegracao (Deporter et al., 1996; Puleo, Nanci, 1999; Brunski et al.,
2000). Com relacéo a topografia dos implantes, a superficie porosa, com
poros interligados, tem sido utilizada como uma alternativa bastante
promissora, uma vez que possibilita a proliferacéo do tecido 6sseo para o
interior dos poros do implante (Kim et al., 2000; Frosch et al., 2002,
Deporter et al., 2002; Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al., 2008a,b;
Zhang et al., 2009; Vasconcellos et al., 2010a,b; Faria et al., 2010). Além
disso, a interconexdo dos poros favorece o fluxo de fluidos por toda a
regido do implante, possibilitando maior potencial para uma rapida
osseointegracao (Medeiros et al., 2008; Zhang et al., 2009). Este aspecto
proporciona significativa melhora na taxa de neoformacdo Ossea,
favorecendo a fixacdo do implante ao osso (Kim et al., 2000; Brentel et al.,
2006; Vasconcellos et al., 2008a,b; Vasconcellos et al., 2010a,b).

Na medida em que a superficie do titanio ndo é
suficientemente bioativa para induzir a neoformacdo 6ssea nos periodos
iniciais de cicatrizacdo, modificagcbes quimicas na superficie dos
implantes, através de recobrimentos bioativos, também tém sido
propostas pelos pesquisadores, no intuito de melhorar as propriedades
biolégicas que envolvem a interacdo osso-implante (Ong, Lucas, 1998;
Piattelli et al., 1998; Feng et al., 2002; Zhang et al., 2009).

O fosfato de célcio, em particular a hidroxiapatita, € um
dos materiais mais utilizados para este objetivo, ja que € ostecondutor e,
consequentemente, bastante apropriado para recobrir materiais metalicos
como o titanio. O recobrimento de implantes metalicos com materiais
bioativos visa acelerar os estagios iniciais de formacgéo 0ssea, reduzindo

0 tempo para osseointegracdo, bem como o tempo total de tratamento



13

(Feng et al., 2002; Wei et al., 2002; Habibovic et al., 2004; Baker et al.,
2006).

Dentre as técnicas utilizadas para promover o
recobrimento da superficie de implantes de titanio, o tratamento
biomimético vem sendo atualmente estudado pelos pesquisadores como
um meétodo eficaz na producéo de superficies bioativas em materiais. Tal
técnica consiste na formacao de recobrimentos de fosfatos de célcio, sob
condicbes ambientais, através da imersdo de um substrato em uma
solucédo sintética de composicdo quimica e pH semelhantes aos do
plasma sanguineo e temperatura similar a do corpo humano (Abe et al.,
1990; Andrade et al., 2000, 2002; Baker et al., 2006; Medeiros et al.,
2008). Por meio dessas condicbes, € possivel recobrir, até mesmo,
materiais com formas complexas, como é o caso de implantes porosos
(Nishiguchi et al., 2001).

Para promover integracdo tecidual e estimular a
regeneracdo do tecido o6sseo, interacbes na interface osso-implante
devem ser otimizadas. Essas interacbes ocorrem em nivel celular e,
portanto, o desenvolvimento de novos biomateriais com caracteristicas de
superficie controladas, capazes de influenciar diretamente as células, é

necessario.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O estudo dos biomateriais para implantes é um desafio
complexo e multidisciplinar, que envolve ndo apenas a clinica cirdrgica,
mas também outras areas da ciéncia médica como a biologia, a quimica,
a fisica e demais ciéncias tecnolégicas (Kasemo, Lausmaa, 1988).

Nos ultimos anos, o alvo principal dos estudos em
implantodontia vem buscando a concepg¢éo de dispositivos que possam
induzir e guiar uma rapida cicatrizacdo do tecido 6sseo de maneira
controlada, previsivel e orientada (Novaes Jr. et al., 2010). Essas
caracteristicas permitiiam ndo s0 uma recuperacdo mais rapida do
paciente, mas também uma fixacdo mais estavel entre o 0sso e o
implante, permitindo assim a carga precoce ou imediata do dispositivo.
Esses fatores, em congruéncia, permitiriam uma queda na morbidade em
casos de reabilitacdo e uma diminuicdo nos custos em cuidados de
saude, além disso, teriam grande impacto nos aspectos psicologicos dos
pacientes envolvidos (Puleo, Nanci, 1999).

Ciente dessa necessidade, varias modificacbes na
superficie de implantes tém sido propostas para aumentar o contato 0sso-
implante e acelerar o processo de reparagao peri-implantar (Fontana e al.,
2010). Nesse sentido, alteracbes topograficas e aplicacbes de
revestimentos bioativos tém demonstrado um aumento efetivo na
osteocondutividade de implantes, influenciando positivamente o0s
fenbmenos biolégicos envolvidos nessa cicatrizacao (Barrere et al., 2003;
Gan et al., 2004). Visando aprimorar esse conceito, torna-se cada vez
mais necessario entender a influéncia da superficie dos implantes nos

eventos que envolvem a osseointegracgao.
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2.1 Osseointegracao

A osseointegracdo € definida como uma unido anatémica
e funcional direta entre o 0sso vivo e organizado e a superficie do
implante, estabelecendo-se uma unido estavel entre 0s mesmos
(Branemark, 1983). Esse processo biolégico € analogo a cicatrizacao
Ossea intramembranosa, como as que ocorrem em locais de fratura, e
resulta na fixacdo de um biomaterial ao tecido 6sseo (Kuzyk, Schemitsch,
2011).

O processo de cicatrizacao 6ssea peri-implantar pode ser
dividido basicamente em dois estagios: inicial e tardio. A fase inicial gira
em torno da resposta primaria do hospedeiro frente ao biomaterial e
envolve adsorcdo de proteinas na superficie do implante, ativacao
plaquetéria, formagcdo de coagulo, resposta inflamatoria e, finalmente,
formacao de tecido ésseo imaturo, interligando o osso a superficie do
implante. A fase tardia envolve o remodelamento do 0sso imaturo em
osso lamelar (Kuzyk, Schemitsch, 2011).

O sangue é invariavelmente o primeiro tecido a entrar em
contato com o implante apds a sua instalacdo na loja cirdrgica. Esse
contato inicial resulta em uma série de fenbmenos bioldgicos que
representam uma resposta evolutiva a introducado de um material estranho
no organismo (Kuzyk, Schemitsch, 2011). Inicialmente, apds o implante
ser exposto a loja 6ssea, ocorre sua interacdo com agua e ions, e a partir
desta reacdo, ha adsorcdo de proteinas ndo-especificas que fardo parte
de um substrato necessario para adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e
sintese protéica de células de fendtipo osteoblastico (Steinemann, 1998;
Puleo, Nanci, 1999). Albumina, glicosaminoglicanas, colagenase,
fibronectina, proteinas do complemento e fibrinogénio sdo algumas das
proteinas encontradas na superficie do implante ap6s sua instalacéo (Liu
et al., 2004).
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Quando o implante é inserido no sitio cirargico, ocorre
sangramento, ativacdo plaquetaria e formacdo de coagulo, que culmina
com a formacéo de uma rede de fibrina aderida a superficie do implante,
cuja retencéo é favorecida pela topografia superficial do mesmo (Davies,
2007). Essa rede de fibrina fornece os componentes mecanicos e
bioquimicos necessarios para a migracdo de células mesenquimais
indiferenciadas e células leucocitarias, principalmente neutréfilos e
monaocitos (Kuzyk, Schemitsch, 2011). Os leucécitos atingirdo o nivel
maximo de atividade entre o primeiro e o terceiro dia pos-cirargico, em
gue ocorrera fagocitose de restos necroéticos, ativacdo de fatores de
crescimento e atracdo por quimiotaxia de células osteoprogenitoras para
o local da leséo (Liu et al., 2004). Durante este periodo, a rede de fibrina
se retrai gradativamente, acelerando o processo de angiogénese e
diferenciacado celular, dando origem a um tecido de granulacdo (Davies,
2003).

Em uma segunda etapa, com a presenca de tecido de
granulacdo na regido entre a base 0ssea e 0 implante, inicia-se um
processo de reparacao tecidual muito semelhante ao reparo ocorrido em
fraturas  6sseas  (Steinemann, 1998). Células mesenquimais
indiferenciadas, que migraram para a superficie do implante através da
rede de fibrina, irdo se diferenciar em células de linhagem osteoblastica,
pela acdo de mediadores quimicos liberados principalmente por plaquetas
e leucécitos. Esse fenbmeno € favorecido pela osteoconducdo do
material. Segundo llan e Ladd (2002), osteocondutividade é o processo
pelo qual o material se comporta como um arcabouco para o crescimento
6sseo, mas sem induzir essa neoformagéo. E a propriedade do material
de suportar o crescimento do tecido 6sseo e o desenvolvimento das
células osteoprogenitoras e facilitar orientacéo da neoformacéo vascular e
a criacao de novos sistemas harvesianos.

As células osteoprogenitoras da regido irdo

gradativamente se proliferar e secretar matriz ostedide, que fornecera a
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base para a formagdo de tecido ¢sseo imaturo, que € menos
mineralizado, mais celularizado e apresenta uma orientacdo aleatéria de
suas fibras (Kuzyk, Schemitsch, 2011). Segundo Davies (2003), esse
processo envolve dois fendmenos distintos: a “osteogénese de contato”,
gue compreende a neoformacéo 0ssea a partir da superficie do implante,
e a “osteogénese a distancia”, que abrange a formacdo de tecido
procedente da direcao oposta, ou seja, da regido de corte do 0sso.

A fase tardia do reparo peri-implantar envolve o
remodelamento 6sseo, durante o qual o 0sso imaturo € substituido por
osso lamelar, que, por sua vez, apresenta grande potencial para receber
e distribuir carga, sendo particularmente importante para a estabilizacéo a
longo prazo do implante. A remodelagédo 6ssea é um processo constante
e ocorre durante toda vida clinica do implante (Kuzyk, Schemitsch, 2011).

O desenvolvimento desta cicatrizacdo Ossea peri-
implantar, conhecida como osseointegracdo, € bastante complexo e
depende de diversos fatores que devem ser levados em consideragao
para que O sucesso seja alcancado. Dentre esses fatores, existem
aqueles relacionados ao préprio implante, tais como o tipo de material
empregado, a forma e a topografia de superficie, ou aqueles diretamente
ligados ao paciente, como a qualidade e a quantidade de tecido 6sseo e
as variaveis sistémicas. Além disso, aspectos como a técnica cirlrgica e o
tipo de carga empregada também podem interferir no desenvolvimento da
interface osso-implante, levando a formacédo de tecido fibroso cicatricial
(Albrektsson et al., 1981; Puleo, Nanci, 1999).

2.2 Titdnio como Biomaterial

Desde a introducdo do termo “osseointegracao” por

Branemark, diferentes biomateriais tém sido avaliados, in vivo e in vitro,
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como substitutos de estruturas Osseas perdidas. Em aplicacdes
ortopédicas e odontologicas, 0s metais tém demonstrado, até 0 momento,
0 maior potencial para receber carga a longo prazo, devido a sua
excelente resisténcia mecéanica e flexibilidade quando comparados a
biomateriais alternativos, como polimeros e materiais ceramicos
(Ellingsen, 1998). Dentre esses metais, o titdnio vem sendo amplamente
utiizado na confeccdo de implantes, devido principalmente a sua
adequada propriedade mecanica, resisténcia a corrosédo e natureza inerte,
0 que o torna compativel na restauracdo da integridade estrutural de
tecidos duros (Kasemo, Lausmaa, 1988; Kasemo, 1999; Jones, 2001;
Feng et al., 2002; Liu et al., 2004; Braga et al., 2007).

Implantes cirargicos requerem propriedades mecanicas
adequadas para que possam ser utilizados em aplicacdes ortopédicas e
odontologicas (Liu et al., 2004). Dentre essas propriedades, a mais
significativa em biomateriais € o moédulo de tensdo de elasticidade. Ter
um baixo modulo elastico permite que o dispositivo implantado comporte-
se semelhantemente ao 0sso em si, 0 que € desejavel do ponto de vista
biomecanico, evitando possiveis reabsorcdes (Wen et al.,, 2001). No
entanto, o titanio apresenta um alto médulo de tensdo de elasticidade
(acima de 12,7 x 10* MPa), fazendo com que ele ndo responda bem as
solicitagbes mecanicas relacionadas com aplicacdes ciclicas de tenséo.
Quando um implante de titanio é instalado no tecido 6sseo, surge uma
tensdo de blindagem devido a diferenca entre 0s modulos de
elasticidades destes substratos, uma vez que 0 0SS0 apresenta um baixo
médulo (10% a 3,0 x 10* MPa). Um recurso que tem sido utilizado para
minimizar esta tenséo € a utilizacdo da técnica da metalurgia do pé para
produzir titdnio com alta porosidade, reduzindo assim o “stress” causado
Nno 0Sso por tais implantes (Braga et al., 2007).

Além das propriedades mecanicas, a resisténcia a
corrosdo também é considerada uma das principais caracteristicas

guando se refere aos biomateriais (Liu et al., 2004). A grande importancia
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dessa protecdo contra o ataque de fluidos corpdreos esta principalmente
relacionada com a liberacao de ions no organismo e as falhas mecéanicas
desencadeadas no implante. A maioria das ligas metalicas contém
elementos que, se forem liberados no corpo humano, podem ser
prejudiciais a saude; assim reacdes eletroquimicas e dispersdes de ions a
partir do dispositivo implantado devem ser limitadas. Além disso,
fenbmenos corrosivos podem formar pequenos defeitos na superficie do
implante, provocando falhas e reduzindo sua resisténcia mecanica, em
particular, sob condi¢des de fadiga (Marin et al., 2010).

Por ser um dos metais mais reativos da natureza, o
titnio, em contato com ar, apresenta a formagao imediata e espontanea
de uma camada de 6xido em sua superficie, que constitui uma barreira
efetiva sobre a superficie do metal (Steinemann, 1998; Jones, 2001; Feng
et al., 2002). Essa camada de 6xido € extremamente resistente, estavel e
forma um denso filme que protege o metal contra ataques quimicos,
incluindo a agresséo de fluidos do corpo, minimizando o fendmeno de
biocorroséo (Kasemo, Lausmaa, 1988; Liu et al., 2004).

Outra caracteristica essencial em biomateriais é a
biocompatibilidade. A natureza inerte do titanio, gracas ao filme superficial
de o6xido, confere ao mesmo excelente biocompatibilidade, a qual justifica
a sua utilizagcdo na reabilitacdo de estruturas corporeas perdidas em
aplicacBes biomédicas e odontolégicas (Feng et al., 2002; Liu et al., 2004;
Braga et al., 2007). Adicionalmente, a negatividade da camada de Oxido
de titanio também desempenha um papel fundamental na dinamica do
processo de osseointegracdo. Essa carga negativa superficial promove a
atracdo de ions calcio logo apés a instalacdo do implante de titdnio no
sitio cirdrgico, o que ir4 favorecer a adsor¢gdo de macromoléculas como
albumina e glicosaminoglicanas (Ellingsen, 1998), auxiliando assim na
ligacdo da matriz extracelular a superficie do implante (Kasemo, 1999;
Feng et al., 2002).
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No entanto, a superficie do titanio, por si sé, ndo é
bioativa para acelerar ou induzir a neoformacdo Ossea. Por isso,
modificacdes fisicas e quimicas em sua superficie tém sido propostas
para melhorar a osteocondutividade éssea e a bioatividade do titanio,
permitindo assim um aprimoramento no controle das interacées entre o
0Sso e o0 implante e uma diminuicdo no tempo de tratamento (Ong, Lucas,
1998; Piattelli et al., 1998; Feng et al., 2002; Liu et al., 2004; Zhang et al.,
2009).

2.3 Topografia de Superficie

A engenharia e a ciéncia de superficie com aplicacédo
biomédica sdo campos de pesquisa relativamente novos, nos quais a
caracterizacdo da superficie dos biomateriais tem sido amplamente
estudada, no intuito de aprimorar fendmenos biologicos (Jones, 2001).
Dentro dessas caracteristicas, a composi¢cdo quimica, a topografia e a
energia superficial representam papéis importantes na integracdo de um
implante ao tecido 6sseo (Deporter et al., 1996; Puleo, Nanci, 1999;
Brunski et al., 2000). Nesse sentido, hd um grande empenho dos
pesquisadores em modificar a superficie dos implantes de titanio, visando
melhorar a resposta celular, uma vez que as caracteristicas de superficie
influenciam diretamente na resposta inicial do processo de reparacao
peri-implantar (Ong, Lucas, 1998; Bowers et al., 1992; Frosch et al., 2003;
Fujibayashi et al., 2004).

A topografia de superficie de implantes dentais e
ortopédicos tem sido considerada muito importante no estudo da
osseointegracdo, uma vez que pode induzir a uma multiplicidade de
respostas celulares e alterar os eventos biologicos durante a cicatrizacao
peri-implantar (Bowers et al., 1992; Vasconcellos et al., 2008a). Estudos
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prévios tém relatado que essa topografia pode determinar a adsorcdo de
biomoléculas e a sua orientacdo na superficie do implante, logo apos a
instalacdo do mesmo na loja cirtrgica (Bowers et al., 1992). Além disso,
podera influenciar na formacé&o precoce do coagulo de fibrina, na ativacao
plaquetaria e na producdo de fatores de crescimento relacionados com
tecido 0sseo, interferindo assim diretamente no recrutamento, adeséo,
proliferacdo e diferenciacdo celular (Frosch et al., 2002; Kuzyk,
Schemitsch, 2011). Adicionalmente, a topografia de superficie cria um
meio tridimensional que podera favorecer a neoformacédo 0ssea (Nguyen
et al., 2004).

Ha uma grande variedade de topografias de superficies
gue visam controlar estas interacbes e estimular a funcdo celular e
consequentemente o reparo tecidual (Kim et al., 2000). Inicialmente, os
implantes preconizados por Branemark apresentavam superficies lisas e
seguiam a geometria de roscas, a qual permitia interacdo imediata com o
0sso (Deporter et al., 1986). Atualmente, diversos tipos de topografia tém
sido preconizados e empregados com 0O objetivo de aumentar sua
rugosidade superficial e, consequentemente, sua fixacdo no tecido 6sseo
(Zinger et al., 2005). De acordo com Novaes Jr. et al. (2010), os principais
métodos reportados na literatura para criar rugosidade superficial nos
implantes sdo o ataque &cido, o jateamento, a anodizagéo e a técnica do
plasma spray. O objetivo dessas técnicas é obter diferentes topografias e
rugosidades superficiais, no intuito de aprimorar a resposta osteogénica e
a fixacdo do biomaterial (Liu et al., 2004).

Nos ultimos anos, varias pesquisas tém desenvolvido
implantes com superficie porosa, no intuito de aprimorar essa fixacao do
biomaterial ao tecido 6sseo. Por possibilitar a proliferacao do tecido 6sseo
para o interior dos poros do implante, essa superficie demonstra
influéncia positiva sobre a atividade de osteoblastos (Bobyn et al., 1980;
Deporter et al., 1996, Pilliar, 1998; Bram et al., 2000; Deporter et al., 2002;
Wei et al., 2002; Frosch et al., 2002, 2003; Brentel et al., 2006; Otsuki et
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al., 2006; Li et al., 2007; Vasconcellos et al., 2008a,b; Zhang et al., 2009;
Faria et al., 2010; Wazen et al., 2010; Vasconcellos et al., 2010a,b). No
entanto, a fabricacdo dessa estrutura porosa ndo é muito bem controlada
por técnicas convencionais de producdo, uma vez que tais nao
possibilitam produzir poros com dimensfes definidas com preciséao (Li et
al., 2007).

Dentre os diversos processos aplicados para a confecgao
de implantes porosos a base de titanio, a técnica da metalurgia do po vem
sendo cada vez mais utilizada, em substituicio aos processos
metallrgicos convencionais (Bram et al., 2000; Wen et al., 2001; Liang et
al. 2003; Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al., 2008a,b; Medeiros et al.,
2008; Vasconcellos et al., 2010a,b; Wazen et al., 2010; Faria et al., 2010).
Esta técnica € utilizada para produzir compostos metalicos ou ceramicos
através da producédo do pé e sua consolidacdo pela aplicacdo de pressao
e calor em temperaturas abaixo do ponto de fusdo do constituinte
majoritario (Braga et al., 2007).

A técnica da metalurgia do po permite a fabricacdo de
superficies com formas complexas, que podem assumir caracteristicas
similares ao formato de rede. Além disso, fatores fundamentais para um
bom desempenho do implante, como o diametro, a configuracdo e a
guantidade de poros, podem ser controlados por essa técnica (Braga et
al., 2007; Vasconcellos et al., 2008b). Baixo custo, controle da
composicao quimica do material, otimizacdo das propriedades mecanicas,
reducdo do nimero de etapas de fabricacdo e economia de matéria-prima
sdo outras vantagens que contribuem positivamente para a sua utilizagao
(Bram et al., 2000; Wen et al., 2001).

A osseointegracdo obtida com a utilizacdo da superficie
porosa é dada por meio do crescimento de tecido 6sseo para o interior
dos poros, fenébmeno denominado “bone ingrowth” (Bobyn et al., 1980;
Deporter et al., 1996; Deporter et al., 2002). Vérios fatores tém
demonstrado grande influéncia nessa osseointegracdo de implantes
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porosos, tais como as caracteristicas da estrutura porosa (tamanho,
guantidade, forma e interconexdo dos poros), a biocompatibilidade, a
rigidez do implante, a estabilidade e o grau de micromovimentagdo do
implante (Pilliar, 1998; Li et al., 2007). Dentre esses fatores, a estrutura
porosa atua acelerando o processo de reparacdo Ossea, além de
aumentar significantemente a area para contato osso-implante (Frosch et
al., 2002, 2003; Vasconcellos et al., 2008a,b; Vasconcellos et al., 2010a,b;
Wazen et al., 2010; Faria et al., 2010), reduzindo assim, o tempo para
fixacdo mecanica e o periodo total de tratamento (Kim et al., 2000). No
entanto, para que isso ocorra, 0s poros da superficie dos implantes
devem ser interligados, visando facilitar a proliferagdo de vasos
sanguineos e tecido para o interior da porosidade (Li et al., 2007;
Vasconcellos et al., 2008a,b; Zhang et al., 2009; Vasconcellos et al.,
2010a,b).

Além da interconexdo dos poros, outros fatores devem ser
considerados na neoformacéo 6ssea para o interior do implante, incluindo
a porcentagem de porosidade e o tamanho dos poros (Pilliar, 1998; Li et
al., 2007). A alta porosidade facilita o transporte de fluidos corpéreos,
beneficia a difusdo de células para o interior do implante e promove maior
proliferacdo de tecido 6sseo, uma vez que aumenta a area para contato
(Li et al., 2007; Vasconcellos et al., 2008a). No entanto, deve-se haver um
equilibrio entre essa taxa de porosidade e as propriedades mecéanicas do
material (Li et al., 2007). Do ponto de vista morfologico, com relacdo ao
tamanho dos poros, células semelhantes a osteoblastos sdo capazes de
cruzar distancias de até 600 um, através da formagdo de pontes
celulares. Nos poros de 300 ym de didmetro, as células cruzam o limen
por meio de filopodia, formando um padréo estrelado no poro (Frosch et
al., 2003). Caracteristicas topograficas como a area dos poros e a taxa de
porosidade precisam ser aprimoradas, ja que, até o momento, ainda ha

grande dificuldade de se correlacionar propriedades de superficie com
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resultados clinicos. Logo, a microtopografia ideal para implantes porosos
comerciais ainda ndo é conhecida (Svehla et al., 2000).

Brentel et al. (2006) e Vasconcellos et al. (2008a)
avaliaram a reparacao 0ssea ao redor de implantes de titanio puro grau 2,
denso e poroso, confeccionados a partir da metalurgia do p6. Ambos
inseriram os implantes em tibias de coelhos e analisaram a neoformacao
0ssea, histologica e histomorfometricamente. No estudo de Brentel (2006)
as analises foram realizadas no periodo de 4 semanas e no de
Vasconcellos (2008a), os animais foram eutanasiados 4 e 8 semanas
apos a instalagdo dos implantes. Os dados obtidos por ambos os autores
permitiram concluir que os implantes porosos apresentaram maior area de
contato com o tecido 0sseo na regido de interface, resultando em maior
fixacdo do implante ao osso, melhorando assim a osseointegracao.

Em 2010 (a), Vasconcellos et al. realizaram mais um
estudo em que foi analisada a influéncia da porosidade e do tamanho dos
poros na neoformacdo Ossea, no periodo de 8 semanas, através de
analise histologica e histomorfométrica. Para isso, foram confeccionados
trés tipos de amostras com variagdo na porosidade e no tamanho dos
poros: G1 = 30%/180 pm, G2 = 30%/300 um e G3 = 40%/180 um. Os
dados encontrados permitiram concluir que o aumento na porosidade e no
tamanho dos poros influenciou positivamente a neoformacgédo 6ssea ao
redor e no interior dos implantes, uma vez que 0 grupo que apresentou
menor porosidade e tamanho dos poros (G1) diferiu estatisticamente dos
demais por apresentar menor taxa de formacéo 6ssea.

No mesmo ano, Wazen et al. (2010) avaliaram in vivo o
crescimento 6sseo em implantes de titdnio denso com superficie porosa e
compararam sua resposta osteogénica a implantes densos. As amostras
estudadas continham 50% de seu volume em poros interconectados, com
tamanho que variava de 50 a 400 um, caracterizando maior area
superficial para contato em relacdo as amostras densas. Ambos o0s
implantes foram colocados em tibia de ratos e avaliados por microscopia
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eletrbnica de varredura e microtomografia, no periodo de 2 semanas.
Mesmo nesse curto intervalo de tempo, observou-se que as amostras
com superficie porosa apresentaram um preenchimento 0sseo
significantemente maior em relacédo aos implantes densos, indicando que
a porosidade tem a capacidade de sustentar a formacdo O&ssea,

melhorando a osseointegracao.

2.4 Recobrimento de Superficie

Implantes porosos de titanio, com adequada propriedade
mecanica, tém sido uma questdo importante nas pesquisas de
biomateriais, uma vez que podem ser considerados um substituto para o
tecido Osseo e uma alternativa para otimizar tratamentos em
implantodontia. Este biomaterial melhora osseointegracédo devido a maior
superficie especifica em contato com osso quando comparados a
implantes densos (Medeiros et al., 2008; Vasconcellos et al. 2008a,
2010a). No entanto, independente da topografia de superficie do titanio, a
bioatividade desta superficie ndo € grande o suficiente para induzir a
neoformacdo 6ssea em curto prazo (Ong, Lucas, 1998; Piattelli et al.,
1998; Feng et al., 2002; Zhang et al., 2009). O titanio é um material
bioinerte e ndo se adere quimicamente ao tecido 6sseo, exceto em
condi¢cBes especificas. Por este motivo, pode ocorrer a formacdo de um
tecido fibroso ao redor do implante (Liu et al., 2004).

Diversos estudos tém demonstrado maior
osteocondutividade nos implantes de titanio que foram submetidos a
tratamentos quimicos e térmicos que induzem a formacdo de um
revestimento bioativo na superficie do implante (Piattelli et al., 1999; Kim
et al., 2000; Wei et al., 2002; Fujibayashi et al., 2004; Gam et al., 2004;
Habibovic et al., 2004; Nguyen et al., 2004; Costa et al., 2005; Baker et
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al., 2006). Estes tratamentos sdo processos especificos in vitro, capazes
de formar fosfatos de célcio, como a hidroxiapatita, na superficie dos
implantes (Nishiguchi et al., 2001, Liang et al., 2003).

Nos ultimos tempos, esses revestimentos de fosfato de
célcio vém sendo amplamente investigados devido a sua semelhanca
guimica com a por¢cdo mineral 6ssea (Puleo, Nanci, 1999). Diversas
técnicas quimicas e fisicas tém sido desenvolvidas para a deposicédo de
finos recobrimentos sobre metais, no intuito de formar sobre eles uma
camada superficial bioativa, capaz de se ligar quimicamente ao tecido
0sseo, acelerando o processo de aposicdo 0ssea, principalmente nos
periodos iniciais de cicatrizacdo (Andrade et al., 2002; Feng et al., 2002;
Wei et al. 2002; Habibovic et al., 2004; Baker et al., 2006). Além disso,
substratos revestidos por fosfatos de calcio permitem uma rapida fixacao
biolégica entre o tecido 6sseo e o implante (Novaes Jr. et al., 2010). No
entanto, revestimentos gerados por algumas técnicas convencionais,
demonstraram problemas clinicos em termos de integracdo com o
substrato, reacéo inflamatoria e subsequente falha do implante (Piattelli et
al. 1999).

Dentre os métodos de aplicacdo de fosfatos de calcio, o
jateamento térmico por plasma spray tem sido a técnica mais utilizada
comercialmente (Wei et al., 2002; Liu et al., 2004, Vasudev et al., 2004;
Costa et al., 2005; Novaes Jr. et al., 2010). Essa técnica consiste na
pulverizacdo de particulas de ceramica sobre a superficie do implante, a
partir de um spray de plasma em alta temperatura (Liu et al.,, 2004;
Novaes et al., 2010). Apesar de proporcionar uma superficie altamente
osteocondutora, pesquisas tem relatado que essa técnica nao permite o
controle preciso da composicdo quimica e da estrutura dos cristais de
fosfato de calcio formados sobre o metal (Wei et al., 2002; Zaffe, 2005), o
gue pode provocar uma unido mecanica e quimicamente instavel e fraca
entre o substrato metalico e o osso (Habibovic et al., 2004; Coelho et al.,
2010). Segundo Zaffe (2005), ndo h& uniformidade da espessura da
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camada depositada sobre o metal, além disso, as altas temperaturas
utiizadas na deposicao por “plasma spray” afetam a morfologia e a
estrutura cristalina do filme depositado. Essa temperatura elevada impede
gue a técnica do “plasma spray” seja aplicada em implantes com
superficie de geometria complexa, ou ainda em materiais sensiveis ao
calor, impossibilitando também a incorporacéo de agentes biologicamente
ativos no revestimento durante o processo de pulverizagdo (Barreré et al.,
2003). Adicionalmente, os custos elevados e a possivel delaminacdo do
revestimento também se destacam como desvantagens da técnica
“plasma spray”, o que tém levado ao seu desuso na pratica clinica (Liang
et al., 2003; Coelho et al., 2010; Novaes Jr. et al., 2010).

Em 1990, Abe et al. desenvolveram um procedimento que
permite recobrir praticamente qualquer substrato com uma camada
uniforme de hidroxiapatita biolégica. Essa técnica, conhecida como
tratamento biomimético, € um método capaz de promover a precipitagdo
heterogénea de fosfatos de célcio em substratos metélicos, por meio de
solucbes de ions, produzindo uma superficie bioativa que atuara
aprimorando a integracdo do implante com o tecido 6sseo (Kokubo et al.,
1996, 1998; Andrade et al., 2000, 2002; Baker et al., 2006; Ohtsuki et al.,
2007). As solucbes mais utilizadas para este tipo de deposicdo sao os
fluidos corporeos simulados (FCS), que imitam a composi¢do mineral do
plasma sanguineo, sem a presenca de células ou proteinas. As solucbes
propostas por Kokubo (1996), por Andrade (2000) e a solucdo salina
balanceada de Hank (Zhang et al., 2009) sdo exemplos de fluidos
comumente utilizados.

Segundo Andrade et al. (2000), métodos biomiméticos de
revestimento de fosfatos de calcio sobre titénio, baseiam-se na nucleacao
e crescimento do fosfato de calcio em FCS a 37°C, apés pré-tratamento
térmico-quimico da amostra metalica, no intuito de aumentar a adesao
guimica da apatita na superficie de titanio. Este tratamento visa obter uma
camada de apatita na superficie dos implantes de titanio, induzindo sua



28

bioatividade e consequentemente melhorando a osseointegracao
(Andrade et al., 2000; Barrére et al., 2003; Liang et al., 2003; Medeiros et
al., 2008; zZhang et al., 2009). Além disso, estes materiais criam uma
adesdo quimica entre o implante e o 0sso, que, associada a diversas
topografias de superficie, permite ancoragem mecanica na interface osso-
implante (Baker et al., 2006).

O processo biomimético apresenta quatro principais
vantagens: processamento a baixas temperaturas, podendo ser aplicado
a qualquer substrato com sensibilidade térmica como os polimeros;
formacdo de cristais de hidroxiapatita similares ao do tecido 0sseo,
contendo caracteristicas de alta bioatividade e boa reabsorcéo; deposicéo
sobre e no interior dos poros em amostras com geometria mais complexa;
e incorporacédo de fatores estimulantes de crescimento 6sseo (Habibovic
et al., 2004).

Segundo Habibovic et al. (2004), o processo biomimético
€ uma das técnicas mais promissoras para a producdo de fosfato de
célcio, uma vez que imita o processo de mineralizacado 0ssea. O controle
da composicéo e crescimento do cristal de apatita por meio de alteracdes
na composi¢cdo do FCS, a incorporacdo de proteinas sem alteracdo de
suas funcbes e sem a necessidade do tratamento térmico, sdo outras
vantagens que tornam esta técnica bastante promissora (Ohtsuki et al.,
2007).

Em 2003, Barrere et al. utlizaram revestimentos
biomiméticos de fosfato de calcio aplicados em implantes de liga de titanio
denso (Ti6Al4V) e tantalo poroso, a partir da imersdo das amostras em
FCS a 37°C e, em seguida, a 50°C, por 24 horas. Amostras de implantes,
revestidas e nado revestidas foram instaladas na diafise do fémur de
cabras adultas e a neoformacéo 6ssea foi avaliada nos periodos de 6, 12
e 24 semanas, por meio de andlise histolégica e histomorfométrica.
Os resultados deste estudo demonstram que, em ambos o0s tipos de
metais e topografias, o revestimento de fosfato de célcio melhorou
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significativamente o contato direto entre osso e implantes. Portanto,
concluiu-se que o revestimento biomimético € altamente benéfico para a
osseointegragao e fixagéo de implantes a longo prazo.

Fujibayashi et al. (2004) avaliaram e compararam a
resposta tecidual de implantes porosos de titanio recobertos com fosfato
de célcio a implantes, também porosos, mas que ndo foram revestidos
por ceramica. Neste estudo, os implantes com revestimento bioativo
receberam um tratamento quimico-térmico e posteriormente foram
imersos em FCS por 7 dias a 36,5°C. Diferentemente da maioria dos
estudos, as amostras foram instaladas em sitios ndo-6sseos (musculos
dorsais de cées) e examinadas histologicamente apés 3 e 12 meses. A
formacgéo Ossea sO foi observada no periodo de 12 meses nas amostras
gue receberam o tratamento de superficie, indicando uma possivel
osteoinducdo dos recobrimentos ceramicos, sem a necessidade de
agentes osteoindutores, como as proteinas morfogenéticas, por exemplo.

Em 2008, Machado avaliou a neoformacdo 6Ossea em
tibias de coelho em trés periodos (15, 30 e 45 dias), frente a implantes
porosos de titdnio, submetidos ao processo biomimético, através de
analise histologica, histomorfométrica e teste mecéanico. Neste estudo, 0s
implantes foram submetidos a um pré-tratamento alcalino-térmico e,
posteriormente, imersos em FCS por 14 dias a 37°C, para obtencéo do
recobrimento bioativo de hidroxiapatita. A partir dos resultados
encontrados, concluiu-se que a porcentagem média de neoformacao
0ssea nos implantes tratados foi maior, sendo observada diferenca
estatistica no periodo de 15 dias. Além disso, o teste mecanico mostrou
gque os implantes tratados foram deslocados com maior tensdo em
comparacao aos que nao receberam tal tratamento, sendo observada
diferenca estatistica nos trés periodos de analise.

Em 2010, Zhao et al. estudaram a osseointegracao de
implantes de titdnio poroso, com poros tridimensionalmente

interconectados, tratados biomimeticamente, em que foram aplicados dois
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tipos de pré-tratamentos: acido-alcalino e alcalino-térmico. Apés a
realizacdo dos pré-tratamentos, os implantes foram imersos em FCS,
saturado de fosfato de calcio, a 4°C por 24 horas e, posteriormente, a
37°C por mais 48 horas, no intuito de formar o revestimento de apatita
sobre sua superficie. Em seguida, os implantes foram instalados em
fémures de caes e analisados histologica e histomorfometricamente apo6s
dois meses. Os resultados experimentais mostraram que 0S
recobrimentos de apatita depositada na superficie dos implantes
submetidos a ambos o0s pré-tratamentos, apresentaram morfologia e
espessura  diferentes.  Entretanto, a andalise histolégica e
histomorfométrica confirmaram excelente osseointegragdo nas duas
condi¢bes, ndo sendo observada diferenga estatistica entre elas. Este
estudo mostrou que tanto o tratamento acido-alcalino, quanto o alcalino-

térmico, pode ter a mesma eficiéncia na bioativacao de titanio poroso.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
porosidade, bem como do tratamento biomimético, na osteogénese in vivo
em implantes de titdnio, por meio de analise histolégica e

histomorfométrica.
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4 MATERIAL E METODOS

Para que este estudo fosse realizado, seu projeto inicial
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Animais da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos (n°
017/2010-PA/CEP - Anexo A). ApOs sua aprovacao, a pesquisa foi
desenvolvida em 4 etapas: confeccdo das amostras de implante,
processamento biomimético, cirurgia de implantagdo das amostras em
tibias de coelho e, por fim, processamento tecidual das pecas para

analise histoldgica e histomorfométrica.

4.1 Confeccéo dos Implantes de Titanio

Os implantes de titanio idealizados para este estudo
foram fabricados no Departamento de Ciéncia e Tecnologia Aeroespacial
(DCTA) - Divisdo de Materiais do Instituto de Aeronautica e Espaco
(AMR/IAE), por meio da técnica de metalurgia do po6. Foram
confeccionados implantes de titanio denso e dois tipos de implantes
porosos, que variavam de acordo com a porcentagem de poros, sendo
um grupo confeccionado com 40% de poros e outro com 50%.

Para a confeccdo das amostras densas foi utilizado pé de
titdnio puro grau 2, com granulometria de 8 ym. Ja para a fabricacédo das
amostras porosas, 0s materiais utilizados (Figura 1) foram o pé de titanio,
com as mesmas caracteristicas, e a uréia em granulos, com granulometria
na faixa de 177 a 250 uym, que funcionou como agente espacador
permitindo assim que fossem obtidos os poros das amostras. A variacao
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na porcentagem de porosidade foi obtida pela quantidade de material
espacador adicionado ao po de titanio. A escolha da uréia foi baseada em
suas propriedades quimicas, dentre elas sua capacidade de se decompor

completamente em temperaturas relativamente baixas.

Figura 1 - Materiais utilizados na confeccdo dos implantes: a) uréia em granulos com
diametro entre 177 a 250 pum; b) p6 de titdnio com granulometria de 8 um.

O processamento dos implantes de titanio, por meio da
metalurgia do po, envolveu basicamente trés etapas: a obtencdo e a
moagem dos pos, a conformagdo dos pOs por prensagem e a
sinterizacao.

Como o titanio puro e suas ligas sao geralmente pouco
ducteis, foi necesséria uma alternativa para reduzir o tamanho das
particulas do p6 até a granulometria desejada de 8 um. O processo
escolhido foi a hidrogenacéo/desidrogenacdo (HDH), que permitiu a
moagem do titdnio, uma vez que a sua hidrogenacéo, torna este metal
mais fragil.

Uma vez obtido o pé de titénio, seguiu-se 0s processos de
prensagem uniaxial e isostéatica. Para a confeccdo das amostras porosas,
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inicialmente foi necessario realizar a mistura do pé de titanio com a uréia
em granulos, em misturador V (Treu S/A), por 50 minutos, a fim de se
obter uma mistura homogénea. Em seguida, a mistura de uréia com o po
de titanio foi inserida em uma matriz de aco ferramenta VND, medindo 6,0
mm de altura por 3,5 mm de diametro (Figura 2). O conjunto foi conduzido
a uma prensa hidraulica (Marconi, modelo MA. 0981-C) (Figura 3a) para a

compactacao uniaxial com pressao de 100 MPa.

Figura 2 - Matriz de aco, medindo 6,0 mm x 3,5 mm, utilizada para fabricacdo das
amostras de titanio.

Em seguida, os implantes foram conduzidos para a
prensa isostatica (Paul Weber, tipo KIP 100E) (Figura 3b), com
compactacao a frio e pressdo de 300 MPa. Na prensagem isostatica, a
compactacao das particulas se deu no interior de um molde flexivel, sobre
o qual atuou um fluido pressurizado, assegurando assim uma distribuicao
homogénea da pressédo sobre toda superficie do molde.

Posteriormente, as amostras foram levadas ao forno EDG
3000 (Figura 3c), a 200°C, por 2 horas, para a remocdo da uréia,

possibilitando a obtencéo dos poros.
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A etapa seguinte, sinterizagdo, consiste em um processo
de consolidacdo, em que as particulas do pd sdo unidas formando
agregados de alta resisténcia mecanica, o que leva ao controle da
porosidade da peca e aumento da sua densificacdo. A sinterizacdo do
titnio foi realizada em forno a vacuo de 107 toneladas, fabricado pela
Thermal Technology, modelo ASTRO (Figura 3d), com ciclo térmico pré-
determinado, com taxa de aquecimento de 10°C/min e patamar de 1 hora
na temperatura de 1200°C.

Para finalizar, a superficie dos implantes foi desgastada
com brocas de acabamento em alta-rotagdo, no intuito de remover uma
fina camada de titanio que se formou em decorréncia de seu
processamento. Em seguida, uma limpeza criteriosa das amostras com
solucdo de agua destilada e detergente neutro, em ultrassom (Cristofoli
Biossegurancga), foi realizada por 10 minutos, visando remover possiveis
residuos. Posteriormente, os implantes foram imersos em &alcool 70%,
sendo submetidos a acédo do ultrassom por mais 10 minutos. Finalizando,
as amostras foram colocadas em agua destilada, por mais um ciclo de 10

minutos em ultrassom.
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Figura 3 - Equipamentos utilizados na confeccdo dos implantes: a) prensa hidraulica
uniaxial; b) prensa isostatica; c) forno EDG 3000; d) forno a vacuo para sinterizagéao.

As amostras densas foram confeccionadas da mesma
maneira que as porosas, porém utilizando-se apenas po6 de titanio puro
grau 2. No entanto, tais espécimes nao foram levados ao forno EDG
3000, ja que nao havia aditivo organico a ser removido.

Ao final, foi fabricado um total de 126 implantes de titanio,
sendo 42 amostras de cada grupo: denso, com 40% de porosidade e com

50% de porosidade (Figura 4).
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Figura 4 - Implantes confeccionados pela metalurgia do p6: a) amostra densa; b)
amostra com porosidade de 40%; ¢) amostra com porosidade de 50%.

4.1.1 Anélise Metalogréfica em MEV

Cinco implantes de cada grupo foram analisados em
microscopio eletrénico de varredura (MEV) de duas maneiras: superficial
e internamente. Inicialmente foi realizada a caracterizacdo da
microtopografia superficial, com aumento de 100x, a fim de avaliar
gualitativamente a morfologia externa dos trés tipos de implantes
estudados.

Em seguida, esses implantes foram processados para a
realizacdo da segunda etapa da analise metalografica. As amostras foram
posicionadas em um molde retangular de silicone e incluidas
individualmente em resina poliéster orto cristal T 208. Apbés o
endurecimento da resina, as pecas incluidas foram fixadas na maquina de
corte de tecido duro Labcut 1010 (EXTEC) para seu hemisseccionamento,
de maneira longitudinal. Posteriormente, a face de corte dessas amostras
foi polida em politriz Labpol 8-12 (EXTEC), utilizando lixas d’agua 1200,
discos de feltro (EXTEC), silica coloidal (EXTEC) e pastas de diamante
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com granulometria de 1, 3 e 6 um (Erios), resultando em blocos de

incluséo livres de ranhuras (Figura 5).

Figura 5 - Bloco de resina hemisseccionado, contendo amostra porosa de titanio polida
na face de corte.

AplOs esse processamento, todas as amostras foram
novamente analisadas em MEV para a caracterizacdo de sua morfologia
interna. Adicionalmente, os implantes porosos foram avaliados e
guantificados quanto ao tamanho e porcentagem em area dos poros. Para
iIsso, foram obtidas trés imagens de cada amostra porosa, com aumento
de 100x, totalizando 15 imagens por grupo. Posteriormente, essas
imagens foram analisadas no programa Image Tool (versdo Windows 3.0)
e os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica descritiva e ao

teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%.

4.2 Tratamento Biomimético

Posteriormente a caracterizacdo em MEV, metade do

ndamero total dos implantes de cada grupo foi submetida ao tratamento

biomimético. Tal método permite a producdo de revestimentos bioativos
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sob condigbes ambientais, através da imersdo do substrato em uma
solucao sintética de composi¢do quimica, pH e temperatura semelhantes
aos do plasma sanguineo.

Para a realizacdo do processamento biomimético, 0s
implantes de titanio inicialmente foram submetidos a um pré-tratamento
guimico-térmico, em solugéo alcalina, visando aumentar adesdo quimica
da superficie do titnio aos nucleos de fosfato de célcio do revestimento
bioativo. Para isso, o tratamento alcalino foi realizado com solucdo de
NaOH a 1M, em autoclave vertical (Fanem/S&o Paulo), a 127°C por 60
minutos. Em seguida, os implantes foram levados para o forno tubular
EDG 3000, a 200°C por 60 minutos, para um tratamento térmico, com
aquecimento de 10°C por minuto.

ApoOs este pré-tratamento, as amostras foram conduzidas
para o MEV, no intuito de verificar a formacédo de estruturas cristalinas em
sua superficie (Figura 6), confirmando a efetividade dessa primeira etapa

do processamento biomimético.

Figura 6 - Fotomicrografia em microscopia eletrdnica de varredura demonstrando
estruturas cristalinas («) apés tratamento alcalino com NaOH na amostra porosa.
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Posteriormente, uma solugdo de composicdo quimica,
pH e temperatura semelhantes aos do plasma sanguineo, conhecida
como fluido corpoéreo simulado modificado (FCSm), foi preparada. A
solucdo FCSm utilizada neste estudo foi baseada na metodologia
proposta por Andrade et al. (2000), cujos constituintes e concentracées
estao descritos no Quadro 1. Para o preparo dessa solucao, os reagentes
foram pesados em balanga analitica e dissolvidos individualmente, sob
agitagdo moderada, em 20 ml de agua destilada. As solucdes obtidas
foram misturadas e diluidas em mais 100 ml de agua destilada,
permanecendo sob agitacdo por 10 a 15 minutos, visando a
homogeneizagcdo. Em seguida, o pH da solugéo foi ajustado na faixa de
7,0 a 7,5. Posteriormente esse fluido foi transferido para um baléo

volumétrico de 1 | e completado com 760 ml de agua destilada.

Quadro 1 - Constituintes e suas concentragdes no FCSm proposto por
Andrade et al (2000)

Constituintes Quantidade (9)
NaCl 7,940
NaHCO3 0,353
NaHPO,4.7H,0 0,245
MgCl.6H,0 0,305
KCI 0,372
CaS0,4.2H,0 0,086
CaCl, 0,200

Vf=1000mL
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A solucado ibnica de FCSm preparada anteriormente foi
utilizada para proporcionar um revestimento bioativo na superficie das
amostras de titanio. Para isso, os implantes foram imersos em 20 ml
dessa solucdo e mantidos em estufa a 37°C por 14 dias, sendo o fluido
trocado a cada 2 dias. Apds esse periodo, os implantes foram secos
cuidadosamente, utilizando feltro de papel e, em seguida, analisados em
MEV para observar a formacédo de cristais de fosfato de calcio em sua

superficie (Figura 7).
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Figura 7 - Fotomicrografia em microscopia eletrdnica de varredura das amostras
submetidas ao tratamento biomimético - Amostra densa com aumento original: a) 500x;
b) 1000x. Amostra com 40% poros com aumento original: ¢) 500x; d) 1000x. Amostra
com 50% poros com aumento original: ) 500x; f) 1000x.

Apés a finalizacdo do processamento biomimético, as

amostras foram divididas em seis grupos (Quadro 2).



Quadro 2 - Diviséo dos implantes

G1 | Implante denso de Ti

G2 | Implante de Ti com 40% de poros

G3 | Implante de Ti com 50% de poros

G4 | Implante denso de Ti, submetida ao tratamento biomimético

G5 | Implante de Ti com 40% de poros, submetido ao tratamento biomimético
G6 | Implante de Ti com 50% de poros, submetido ao tratamento biomimético

4.2.1 Analise por EDS
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As alteracdes estruturais na superficie das amostras

submetidas ao tratamento biomimético foram caracterizadas por meio de

microscopia eletrénica de varredura acoplada a um espectrometro de

energia dispersiva (EDS) (Figura 8), visando determinar os elementos

presentes na superficie das amostras apds imersao em FCSm.

Figura 8 - Microscopio eletrdnico de varredura acoplado ao espectrdbmetro de energia

dispersiva.
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4.3 Procedimento Cirurgico

Previamente ao procedimento cirdrgico, todos o0s
implantes foram embalados em papel grau cirargico e enviados a
Embrarad (Empresa Brasileira de Radiacdes Ltda — Cotia/SP), onde
foram submetidos a esterilizacdo por radiacdo ionizante, com 20 KGY de
carga.

Dezesseis coelhos albinos da raca Nova Zelandia,
pesando cerca de 4,0 kg, com 5 meses, foram utilizados neste estudo.
Previamente a cirurgia de implantacdo, os animais foram pesados e
anestesiados por via intramuscular, com uma mistura de 13 mg/kg de
solucéo aquosa a 2,3 g de cloridrato de xilazina (Anasedan — Vetbrands)
substancia sedativa analgésica e relaxante muscular, com 33 mg/Kg de
guetamina (Dopalen - Agibrands do Brasil Ltda.), anestésico geral.
Anestésico local composto por cloridrato de prilocaina a 3% associado a
felipressina 0,03 Ul/ml (Citanest a 3%® — Dentsply) também foi utilizado.

Apos a anestesia dos animais, os locais cirdrgicos das
tibias direita e esquerda foram submetidos a raspagem dos pélos e a anti-
sepsia do local com solucdo de alcool iodado. A inciséo foi realizada com
lamina de bisturi nimero 15 na regido correspondente a face medial da
tibia, em seu terco proximal (Figura 9a). A cortical éssea foi exposta
(Figura 9b) e trés lojas cirargicas em cada tibia foram realizadas (Figura
9c,d) utilizando brocas cilindricas sequenciais para implante, medindo 2,0
mm, 2,5 mm e 3,25 mm de didmetro. Durante todo este procedimento foi
mantida irrigacdo abundante com cloreto de sédio a 0,9% (Figura 9c),
visando evitar o aquecimento decorrente do atrito da broca com o osso.

Como padronizacdo, na tibia direita foram inseridos os
implantes dos Grupos 1, 2 e 3, iniciando da por¢cdo mais medial para a
distal, enquanto que na tibia esquerda foram inseridos os implantes dos
Grupos 4, 5 e 6 (Figura 10). Os implantes foram posicionados sob
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pressdo até que houvesse fixacdo desses junto a cortical 6ssea (Figura
9e).

O tecido muscular e a pele foram suturados com fio de
seda (Ethicon/Johnson & Johnson n°4) (Figura 9f) e novamente foi
realizada anti-sepsia com alcool iodado. Os animais receberam dose
Unica de antibidtico benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina,
benzilpenicilina potassica e diidroestreptomicina base sulfato em ampola
de 6.000.000 Ul (Pentabidtico — Fort Dodge), por via intramuscular na
dose de 1,35 ml/kg. Em seguida, os coelhos foram colocados em gaiolas
individuais com racdo e agua ad libitum, e monitorados até o prazo de
eutanasia de 1, 2, 4 e 8 semanas. Cada periodo foi composto de um

grupo contendo 4 coelhos.
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Figura 9 - Procedimentos cirargicos: a) incisdo na face medial da tibia do coelho;
b) exposicdo da cortical 6ssea; c) confec¢cdo da loja cirdrgica; d) lojas cirdrgicas
preparadas para a insercdo dos implantes; e) implantes posicionados sob pressédo na
tibia; f) sutura do tecido muscular e da pele.
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Figura 10 - Esquema do posicionamento dos implantes nas tibias dos coelhos.

4.4 Anélise Histologica da Neoformacéo Ossea

A andlise histologica foi realizada para observar a
osseointegracao na interface osso-implante, a formacéo de tecido 6sseo
para o interior dos poros e a auséncia de interface fibrosa, com auxilio de
microscopio optico.

Para o preparo histoldgico foi utilizada a técnica de
desgaste para tecido Osseo ndo desmineralizado. Inicialmente, o
fragmento de tibia contendo os implantes foi fixado em formol a 10%, por
48 horas. Em seguida, os fragmentos foram segmentados em pecas
contendo um implante cada (Figura 11a), e novamente fixados em formol
a 10%, por mais 48 horas. Ap6s este periodo, os fragmentos foram
lavados abundantemente em agua corrente, submetidos a concentragcdes
crescentes de alcool (60%, 70%, 80%, 90% e 100%) para desidratacao e
imersos em xilol (P.A.), para diafanizacdo. Posteriormente, as pecas
foram embebidas gradativamente em solucdo resinosa, utilizando como
reagentes o metilmetacrilato (Sigma Aldrich) associado ao dibutilfitalato
(Fluka).
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Previamente a inclusdo dos fragmentos, bases de resina
foram preparadas no fundo de vidros &mbar, no intuito de evitar o toque
das pecas no fundo desses recipientes no momento da incluséo. Essa
base resinosa foi preparada a partir da mistura de metilmetacrilato com
dibutilfitalato, na proporcdo de 85% e 15%, respectivamente,
acrescentando-se 3 g peroxido de benzoila (Vetec). Os recipientes foram
levados para estufa a 37°C, e mantidos por 4 dias até a polimerizacao
dessa solucéo.

O procedimento de inclusdo em resina dos fragmentos de

tecido 6sseo contendo os implantes foi dividido em 3 fases:

a) Fase 1. imersdo das pecas em solucdo de
metilmetacrilato adicionado em dibutilfitalato na
proporcédo de 85% e 15%, respectivamente, por
2 dias, em temperatura ambiente;

b) Fase 2: imersdo das pecas na mesma solugcéao da
fase 1, acrescentando-se 1 g de peroxido de
benzoila, por 2 dias, em geladeira;

c) Fase 3: as pecas foram posicionadas no centro
dos vidros ambar preparados previamente com a
base e, sobre elas, foi vertida vagarosamente a
solucao da fase 1 + 3 g de perdxido de benzoila,
até que os fragmentos das tibias ficassem
cobertos em aproximadamente 3 mm. Os
recipientes foram tampados e levados para
estufa a 37°C e mantidos por 4 dias até o
endurecimento total da resina (Figura 11b).

Apods o término da inclusdo, os vidros utilizados nesse
procedimento foram quebrados e o material obtido foi um bloco de resina
contendo o fragmento de tibia com o implante (Figura 11c).
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Posteriormente, esses blocos de resina foram levados até o aparelho de
corte Labcut 1010 (Figura 11d), para que fossem obtidos cortes
laminados, no sentido antero-posterior, utilizando-se disco diamantado de
3 polegadas de diametro. Em geral, foram obtidos 3 cortes de cada
amostra, medindo cerca de 400 pm.

Estes cortes laminados foram examinadas ao microscopio
de luz para escolha do lado a ser fotografado. A superficie escolhida foi
delicadamente polida em politriz Labpol 8-12 (Figura 11e) com lixa d’agua
de granulacdo 1200 e o acabamento foi realizado com disco de feltro,
silica coloidal e pastas de diamante com granulometria de 1, 3 e 6 um. A
seguir, os cortes foram limpos e a superficie escolhida, colada com éster
de cianocrilato (Super Bonder®) sobre uma lamina de plexiglass.

Visando obter maior paralelismo entre a lamina de
plexiglass e a superficie de corte a ser desgastada, uma prensa para a
colagem do corte sobre a lamina foi utilizada, conseguindo-se, dessa
maneira, uma fina e uniforme camada de cola. O corte colado sobre a
lamina de plexiglass foi desgastado na politriz utilizando seqUéncia
crescente de lixas d’agua (400, 600, 800, 1200) e polido com disco de
feltro, silica coloidal e pastas de diamante. No decorrer do desgaste, 0s
cortes foram observados ao microscopio de luz para a obtencdo de uma
minima espessura da cortical com o implante, exibindo o maximo de
detalhes.

Por fim, o material foi corado com azul de toluidina (Vetec)

(Figura 11f), e os cortes observados em microscopio de luz.
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Figura 11 - Processamento histolégico: a) fragmento de tibia contendo o implante; b)
inclusdo do fragmento em solucéo resinosa, acondicionado em vidro ambar; c) aspecto
final do bloco de resina contendo o fragmento de tibia com implante inserido (€); d)
maquina Labcut para corte de tecido duro; €) maquina politriz para desgaste e polimento
dos cortes; f) visdo detalhada do corte apds colagem em lamina de plexiglass, desgaste,
polimento e coloragcdo com azul de toluidina.
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4.5 Analise Histomorfométrica da Neoformacgéo Ossea

Para a analise histomorfométrica, trés cortes de cada
implante foram selecionados em microscoépio de luz Zeiss Axiophot 2 (Carl
Zeiss, Oberkdochen, Alemanha) e avaliados quanto a porcentagem de
neoformacdo 6ssea. Dois campos por corte foram digitalizados, no
aumento de 50x, representando a interface medial e distal do implante.
Como padronizacdo, as imagens para analise histomorfométrica foram
captadas sempre na mesma posi¢cao, estando a interface osso-implante
posicionada no centro do monitor, no sentido horizontal, e a face externa
da cortical encostada na lateral, no sentido vertical.

A seguir, as imagens foram transferidas para um
computador, para analise morfométrica das estruturas selecionadas. A
taxa de neoformacao e crescimento 6sseo para o interior dos poros foram
calculados utilizando um software, Image J (NIH), a partir do qual foi
possivel construir um reticulo com 315 pontos de interse¢édo (21 linhas
horizontais e 15 verticais) sobre a imagem obtida (Figura 12). Os pontos

gue ficaram sobre as areas de tecido 6sseo foram quantificados.

Figura 12 - Reticulo, com 315 pontos de intersecgdo, construido sobre a imagem de
microscopia Optica, utilizando o software Image J.
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Na medida em que foram utilizados dois campos (medial
e distal) para cada uma dos trés secg¢bes, a média de pontos, localizados
no tecido 6sseo de cada amostra, foi dividida por seis.

ApoOs a obtencéo da quantidade de pontos de interseccéo,
a porcentagem de crescimento 0sseo foi calculada conforme demonstra a

Foérmula a seguir:

Total de neoformacao 6ssea (%) = interseccdes no tecido 6sseo x100
315

Para a andlise dos dados obtidos pela histomorfometria foi
utiizado o programa computacional Statistix (versdo 8, StatSoft Inc.,
2000). Foi realizada a estatistica descritiva (média e desvio padrédo) e a
inferencial, mediante o teste paramétrico ANOVA de medidas repetidas.
Foi verificado o efeito interacdo entre as variaveis experimentais por meio
do gréfico de médias e do teste de comparacdo multipla de Tukey, com
5% de nivel de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1. Analise Metalogréfica em MEV

Na analise metalografica, realizada por MEV, com aumento
de 100x, foi possivel caracterizar as diferentes amostras de implante
confeccionadas (G1, G2 e G3), de acordo com sua morfologia superficial
e interna.

Na analise da microtopografia externa, observou-se discreta
rugosidade nas amostras densas (Figura 13a), e uma superficie
caracteristicamente porosa nos implantes dos demais grupos (Figura
13c,e). Os dois tipos de implantes porosos estudados apresentaram poros
com tamanhos e formatos variados, sendo a maioria deles
interconectados; fator esse essencial para que houvesse crescimento
0sseo para o interior da amostra. Basicamente, foram encontrados dois
tipos de poros: 0os microporos e 0s macroporos. OS microporos eram
pequenos e isolados, oriundos da porosidade residual do processo de
sinterizacdo, enquanto que 0s macroporos eram abertos e interligados,
provenientes da porosidade confeccionada pela adicdo do aditivo
organico (uréia).

Na analise da microtopografia interna foi possivel confirmar
a variabilidade no formato dos poros e sua interconexao. Observou-se
também a diferenca entre os dois tipos de amostras porosas, no que se
refere a quantidade de poros (Figura 13d,f). Quanto ao grupo de
implantes densos, notou-se a presenca de alguns microporos isolados
(Figura 13b), oriundos da porosidade residual, a qual é caracteristica do

processo de sinterizacdo presente na técnica de metalurgia do pé.
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Figura 13 - Andlise metalografica em MEV, com aumento de 100x: a) superficie da
amostra densa; b) interior da amostra densa; c¢) superficie da amostra porosa (40%); d)
interior da amostra porosa (40%); e) superficie da amostra porosa (50%); f) interior da
amostra porosa (50%).

Por meio do programa Image Tool (versdo Windows 3.0),
as imagens obtidas na caracterizacdo da microtopografia interna foram
analisadas. Os dados encontrados foram submetidos a anélise estatistica
descritiva, para a realizagdo do célculo do tamanho e porcentagem em

area de poros existentes nos dois tipos de implantes porosos.
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A estatistica descritiva do tamanho e porcentagem de poros

esta descrita nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 - Média (xdesvio padrdo) e mediana dos dados do tamanho de
poros (um)

Implante n* Média Desvio Padréo Mediana
Grupo 2 5 364,11 +49,806 368,41
Grupo 3 5 379,52 +33,467 387,37

* nimero de amostras

Tabela 2 - Média (xdesvio padrédo) e mediana dos dados da porcentagem
de poros (%)

Implante n* Média Desvio Padrao Mediana
Grupo 2 5 40,775 +4,2809 42,98
Grupo 3 5 51,685 +4,6418 53,39

* nilmero de amostras

Para melhor interpretacdo destes dados metalograficos foi
utiizado o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Com
relagdo a porcentagem de poros foi observada diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos (kw = 21,79; gl = 1; p = 0,0000). Por
outro lado, ndo foi observada diferenca estatistica entre o tamanho dos
poros (kw = 2,29; gl = 1; p = 0,1323). Sendo assim, o valor médio de 370

pum foi considerado o tamanho dos poros de ambas as amostras.
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5.2 Analise por EDS

As amostras de implante submetidas ao tratamento
biomimético (G4, G5 e G6), quando avaliadas por EDS, demonstraram
principalmente picos de energia caracteristicos dos elementos calcio (Ca),
fosforo (P) e oxigénio (O), além da presenca de titanio (Ti) (Figura 14).
Enquanto que as amostras ndo tratadas exibiram apenas o titanio como

elemento principal (Figura 15).
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Figura 14 - Espectro EDS da amostra de titanio submetida ao tratamento biomimético,
apresentando picos de energia caracteristicos dos elementos Ca e P.
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Figura 15 - Espectro EDS da amostra de titanio néo tratada, apresentando o Ti como
elemento principal.
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5.3 Analise Histoldgica da Neoformacdo Ossea

Todos 0s animais apresentaram resultados pés-operatérios
satisfatorios, sem qualquer evidéncia de inflamacdo ou infec¢@o no sitio
cirargico. Nenhuma reacao adversa foi observada durante este processo.

Macroscopicamente, 0s implantes de titanio exibiram
crescimento 6sseo ao redor de sua superficie, em contato com a cortical,
independente do tipo, do tempo de sacrificio ou da presenca de
recobrimento biomimético. No entanto, esse crescimento foi mais
exuberante com a progressao do tempo, havendo até, em alguns casos,
uma neoformacéo 6ssea acima dos implantes, que permaneceram parcial
ou totalmente recobertos por osso. O tecido medular apresentou-se com
consisténcia amolecida, exibindo coloracdo ora amarelada ora
avermelhada.

Microscopicamente, as pecas avaliadas apresentavam
seccoes transversais das tibias dos coelhos, onde foram posicionados os
implantes de titdnio. O o0sso longo era constituido por tecido 6sseo
compacto, que formava as paredes da tibia, e tecido medular, na regido
central. Este osso compacto exibia numerosos sistemas de Havers,
formados por lamelas 6sseas concéntricas dispostas em torno de um
canal central. Tais lamelas continham lacunas de ostedcitos, também
dispostas em anéis concéntricos, que se intercomunicavam por
canaliculos.

No periodo de eutanasia de 1 semana foi possivel observar,
em alguns casos, neoformacdo Ossea, evidenciada pela formacéo de
delicadas trabéculas désseas imaturas na regido medular, formadas a
partir da proliferagédo osteoblastica endosteal, em direcdo a superficie da
amostra, independente do grupo avaliado (Figura 16a,b). No entanto, nao
foi possivel verificar neoformacdo Ossea na interface osso-implante

(Figura 16c,d), traduzindo-se na auséncia de osseointegracdo neste
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periodo de eutanasia muito curto. Contudo, em todos 0s grupos, pode-se
notar uma modificagdo na disposicado celular, caracterizada por uma
proliferacdo em direcdo ao implante, a qual ocorreu principalmente na
margem interna da cortical 0ssea e na regiao de interface do osso com a
superficie da amostra, densa ou porosa.

Por analise qualitativa, ainda no periodo de 1 semana, nos
implantes submetidos ao tratamento biomimético (G4, G5 e G6), notou-se
maior proliferacdo de trabéculas o6sseas recém-formadas exibindo
aspecto osteodide (Figura 16b). Outra caracteristica importante observada
nessas amostras foi a intensa proliferacdo celular, incluindo células que
sugerem o fendtipo osteoblastico em toda superficie do implante na
regido medular (Figura 16f). Este fato ndo ocorreu nas amostras sem o
tratamento biomimético (Figura 16e).

Nos animais correspondentes ao periodo de 2 semanas
apos a cirurgia, péde-se notar que houve um aumento da proliferacéo de
trabéculas O0sseas a partir da face interna da cortical 6ssea, préxima ao
implante, em direcdo ao mesmo (Figura 17a,b,c,d). Em alguns casos,
independente da topografia ou da presenca de tratamento biomimético,
houve neoformacdo Oéssea, sob a forma de trabéculas mais
desorganizadas, a partir da margem superior da cortical éssea
preexistente, ou seja, da regido periosteal. Tais trabéculas apresentavam-
se imaturas e ndo pareciam proliferar em dire¢do a regiao peri-implantar,
como é o caso da neoformacéo 6ssea de origem endosteal (Figura 17b).
Na interface osso-implante, uma margem de tecido ostedide (Figura 17€)
ou de tecido 6sseo neoformado, ainda imaturo quanto a sua organizacao
estrutural, pode ser observado em grande parte das amostras. No caso
das amostras porosas, notou-se grande proliferacao celular para o interior
dos poros, sendo que aqueles que estavam mais preenchidos
localizavam-se na periferia dos implantes de titdnio. Em alguns poros,
mesmo no periodo de 2 semanas, observou-se inicio de formacgdo de

matriz ostedide.
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Os implantes tratados biomimeticamente exibiram maior
formacao de trabéculas ésseas ao redor da superficie do implante, sendo
gue algumas amostras desse grupo apresentaram neoformacdo 6Ossea
mais intensa (Figura 17b,d). Tal neoformacdo por vezes envolveu até
mesmo as porcdes mais apicais da regido medular peri-implantar. A
proliferacdo celular para dentro dos poros, no caso dos implantes
porosos, também foi maior nas amostras com tratamento de superficie
(Figura 17f).

Nos animais eutanasiados apos 4 semanas, foi possivel
observar que o tecido 6sseo neoformado na interface osso-implante e na
regido interna da cortical 6ssea pré-existente, apresentava-se com um
grau de organizacdo e maturacdo mais avancado do que nos periodos
anteriores (Figura 18a,b,c,d). Essa neoformacédo Ossea ao redor dos
implantes conduziu a osseointegracdo dos mesmos (Figura 18a,b,c). No
caso das amostras de titanio poroso, pdde-se observar que houve
crescimento de tecido 0sseo para o interior dos poros (Figura 18e,f),
resultando, por vezes, no seu preenchimento parcial (Figura 18f). Os
implantes tratados biomimeticamente, nesse periodo de andlise, nao
exibiram diferenca qualitativa significativa com relacdo ao padrao
estrutural da neoformacdo, em relacdo as amostras que nado foram
submetidas a esse tipo de tratamento.

Nos animais que sofreram eutanasia 8 semanas apos a
cirurgia, notou-se um aumento na neoformacgao 0ssea na interface osso-
implante, com grande interconexdo entre os substratos, confirmando a
osseointegracao (Figura 19a,b,c,d). Assim como nas amostras referentes
a 4 semanas, neste periodo também ndo houve diferenca qualitativa de
neoformacdo 6ssea entre 0s grupos com superficie tratada e nao tratada.

Alguns casos, ainda no periodo de 8 semanas,
apresentaram o padrédo de remodelacédo 6ssea, principalmente na cortical
pré-existente. Nessas regides de remodelacdo, notaram-se areas de
reabsorcdo e neoformacdo Ossea, caracterizadas pela presenca de
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lamelas intersticiais (Figura 19b). Outra caracteristica observada foi que
as trabéculas Osseas neoformadas a partir do endosteo se uniram e
cresceram em direcdo a superficie da amostra de titanio, formando uma
nova faixa de tecido 0sseo abaixo da cortical pré-existente. Além disso, 0s
implantes porosos apresentaram tecido 6sseo maduro e organizado no
interior de muitos poros (Figura 19e). Tal tecido era altamente
celularizado, exibindo diversas lacunas de ostedcitos, sendo que foi
possivel observar a estruturacdo de um sistema de Havers dentro de um
poro (Figura 19f).

Nos grupos que apresentaram neoformagdo Ossea na
interface osso-implante, isto é, os animais correspondentes aos periodos
de 2, 4 e 8 semanas, foi possivel observar nitida delimitacdo entre o
tecido 6sseo neoformado e a cortical 0ssea preexistente (Figura 17a,b;
18a,b,c; 19a,b,c). Esta delimitacdo foi mais evidente nos grupos com
menor tempo de progresséo, em virtude da imaturidade e desorganizacao

desse novo tecido nos periodos mais curtos.
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Figura 16 - Fotomicrografia em microscopia Optica referente ao periodo de 1
semana: a) visdo panoramica da interface osso-implante poroso sem TB - 50x; b) visdo
panoramica da interface osso-implante poroso com TB - 50x; ¢) interface osso-implante
denso sem TB - 100x; d) interface osso-implante poroso com TB - 100x; e) interface
medula-implante denso sem TB - 200x; f) interface medula-implante poroso com TB -
100x.
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Figura 17 - Fotomicrografia em microscopia Optica referente ao periodo de 2
semanas: a) visdo panoramica da interface osso-implante poroso sem TB - 50x; b) visédo
panorédmica da interface osso-implante denso com TB - 50x; c¢) neoformacdo 0ssea, de
origem endosteal, ao redor de implante denso sem TB - 100x; d) neoformagéo 0ssea, de
origem endosteal, ao redor de implante poroso com TB - 100x; e) interface osso-implante
poroso sem TB - 200x; f) proliferacéo celular ao redor de implante poroso com TB - 100x.
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Figura 18 - Fotomicrografia em microscopia Optica referente ao periodo de 4
semanas: a) visao panoramica da osseointegracao de implante poroso com TB - 50x; b)
visdo panoramica da interface osso-implante poroso sem TB - 50x; c) osseointegracao
de implante poroso, com TB, e crescimento de 0sso para o interior dos poros - 100x; d)
trabécula 6ssea de origem endosteal ao redor de implante poroso com TB - 100x; e)
poros preenchidos por tecido 6sseo neoformado e imaturo, em amostras com TB - 100x;
f) poros parcialmente preenchidos por tecido ésseo maduro, em amostras sem TB -
200x.



64

Figura 19 - Fotomicrografia em microscopia oOptica referente ao periodo de 8
semanas: a) osseointegracdo de implante denso com TB - 100x; b) osseointegracdo de
implante poroso sem TB, com areas de remodelacdo éssea na cortical pré-existente -
100x; c) interface osso-implante poroso, com TB, e crescimento de 0sso para o interior
de um poro - 200x; d) interface osso-implante poroso, sem TB, e crescimento de 0Sso
para o interior dos poros - 200x; e) poros total ou parcialmente preenchidos por tecido
6sseo, em amostras com TB - 200x; f) sistema de Havers formado dentro de um poro de
amostra sem TB - 200x.
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A influéncia dos seis tipos de implante (G1, G2, G3, G4, G5

e G6) sob quatro diferentes tempos de eutanéasia (1, 2, 4 e 8 semanas)

sobre a neoformacdo Ossea constitui

vinte e quatro condicdes

experimentais a serem estudadas (6 x 4). A estatistica descritiva dos

mesmos € apresentada na Tabela 3 e representada na Figura 20

mostrada a sequir.

Tabela 3 - Média (xdesvio padrédo) dos dados de neoformacao éssea (%)
obtidos sob diferentes tipos de implante e acao do tempo de sacrificio

Tipo de Tempo de Eutanasia (Semanas)

Implante

(Grupo) 1 2 4 8

Gl 31,34+3,96 32,51+3,78 33,77+3,03  32,64+0,99
G2 32,77£1,55 32,94+2,30 38,47+2,49 40,99+2,17
G3 35,42+1,33 36,17+2,59 40,49+2,89 41,03+3,07
G4 34,60+3,74 35,38+1,10 35,04+3,50 36,31+3,24
G5 40,49+0,76 41,41+1,37 41,89+3,09 44,60+1,98
G6 40,69+2,68 40,98+1,54 46,56+2,24 48,20+2,37




66

Figura 20 - Neoformac&o 6ssea. Grafico de colunas (médiatdesvio padréo) dos valores
de neoformacdo dssea (%), obtidos sob seis tipos de implantes e quatro tempos de
eutanasia (em semanas).

Os dados obtidos na estatistica descritiva permitiram
concluir que a taxa de neoformacao 6ssea aumentou gradativamente no
decorrer dos periodos estudados. Observou-se ainda, que quando 0s
implantes dos grupos G4, G5 e G6, submetidos ao tratamento
biomimético, foram comparados, respectivamente, aos implantes dos
grupos G1, G2 e G3, nos quatro periodos avaliados, apresentaram
maiores valores médios de neoformacéo 6ssea.

Para determinar a influéncia das variaveis: tipo de implante e
tempo de eutanasia foi aplicado o teste estatistico ANOVA de dois
fatores, representado na Tabela 4 e na Figura 21. A andlise revelou que
os efeitos tipo de implante e tempo de eutanasia apresentaram diferenca

estatisticamente significante.
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Tabela 4 - Resultados do teste estatistico ANOVA de medidas repetidas
para os dados de neoformacao 6ssea (%) obtidos em 05 coelhos

Graude Somados Quadrado
EFEITO _ _ Razdo F P
liberdade Quadrados Médio

Implante 5 1498,46 299,693 45,18 0,00001*
TE™ 3 366,52 122,172 18,42  0,00001*
Interacéo 15 168,53 11,235 1,69 0,07150
Erro 72 477,63 6,634
Total 95 2511,14
** tempo de eutanasia * diferenca estatisticamente significante

Baseado nos dados da estatistica descritiva, quando se
considera a influéncia do tipo de implante, por meio do teste estatistico
ANOVA (Tabela 4), péde-se concluir que os grupos diferem entre si
(p=0,00001). O efeito dos diferentes tempos de eutanasia, 1, 2, 4 e 8
semanas, sobre a neoformacdo Ossea, também diferem entre si
(p=0,00001). O efeito interacdo, n&o estatisticamente significante
(p=0.07150), indica que o0 aumento na quantidade de neoformacédo dssea,
obtida devido ao tipo de amostra nos diferentes periodos, é similar.
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Figura 21 - Grafico ANOVA dos valores médios de neoformacédo éssea (%) obtidos
segundo as condi¢Bes experimentais (grupos G1 a G6 nos periodos de 1, 2, 4 e 8
semanas).

Quando se comparou as médias da neoformacdo Ossea
considerando o efeito tipo de implante, por meio do teste de Tukey (5%),
Tabela 5, verificou-se que as condicdes que apresentaram maior
neoformacado 6ssea foram os grupos G5 e G6, sendo observada diferenca
estatisticamente significante com relagcdo aos outros grupos, mas nao
entre si. Por outro lado, a condicdo que exibiu menor neoformacdo 6ssea
foi a amostra do grupo G1, sendo observada diferenca estatisticamente

significante com relacdo aos demais grupos.
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Tabela 5 - Resultado do teste de Tukey (5%) para as médias de
neoformacédo 6ssea (%), sob efeito principal tipo de implante

Amostra Média Grupos ndo homogéneos
G6 44,106 A*
G5 42,098 A
G3 38,278 B
G2 36,292 B C
G4 35,332 C
Gl 32,565 D

* |letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante

Quando se comparou as meédias da neoformacdo Ossea
considerando o efeito tempo de eutanésia, por meio do teste de Tukey
(5%), Tabela 6, verificou-se que as condicbes que apresentaram maior
neoformacdo 6ssea foram nos periodos de 4 e 8 semanas, sendo
observada diferencga estatisticamente significante com relagcdo aos demais

periodos, mas nao entre si.
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Tabela 6 - Resultado do teste de Tukey (5%) para as médias de
neoformacédo 6ssea (%), sob efeito principal tempo de eutanasia

Tempo de eutanasia o Grupos néao
Média
(semanas) homogéneos
8 40,629 A
4 39,369 A
2 36,565 B
1 35,884 B*

* |letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante

A partir da andlise estatistica, observou-se que as
amostras submetidas ao tratamento biomimético apresentaram maior
guantidade de neoformacao 6ssea com relacdo as amostras nao tratadas.
Além disso, as amostras porosas também exibiram aumento da
proliferacdo de tecido 6ésseo quando comparadas as amostras densas.
Verificou-se também, que as amostras porosas nao tratadas, na maioria
das condicdes, apresentaram maior taxa de proliferacdo 6ssea em
relacdo ao grupo de amostras densas submetidas ao tratamento
biomimético.

Analisando os dados obtidos, foi possivel observar que a
condicdo que exibiu menor quantidade de neoformacdo Ossea foi a
amostra densa nao tratada (G1), no periodo de 1 semana. Por outro lado,
a condicdo que demonstrou maior quantidade, foi a amostra com 50% de
porosidade submetida ao tratamento biomimético (G6), no periodo de 8

semanas.
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6 DISCUSSAO

Devido a crescente demanda de pacientes que necessitam
de reabilitacdo por meio de implantes cirdrgicos, muitas pesquisas tém
buscado modificagbes na superficie dos mesmos, que melhorem a
neoformacédo 6ssea e diminuam o0 tempo necessario para osseointegacao
(Deporter et al., 1986; Bowers et al., 1992; Deporter et al., 1996; Piattelli
et al., 1998, 1999; Svehla et al., 2000; Nishiguchi et al., 2001; Deporter et
al., 2002; Frosch et al., 2002, 2003; Fujibayashi et al., 2004; Habibovic et
al., 2004; Kim et al., 2004; Nguyen et al., 2004; Gan et al., 2004; Brentel
et al., 2006; Otsuki et al., 2006; Li et al., 2007; Machado, 2008;
Vasconcellos et al.,, 2008a,b; Zhang et al., 2009; Wazen et al., 2010;
Coelho et al., 2010; Faria et al.,, 2010; Vasconcellos et al., 2010a,b;
Wazen et al. 2010; Zhao et al., 2010). Considerando os varios fatores que
influenciam a osseointegracéo, a avaliacdo do maior numero possivel de
parametros € desejavel para uma melhor compreensdo da cicatrizacao
O0ssea em torno de diferentes superficies de implantes (Novaes Jr. et al.,
2010).

Neste estudo foi avaliada a influéncia da porosidade, bem
como do tratamento biomimético, na osteogénese in vivo em implantes de
titAnio confeccionados pela técnica da metalurgia do p6. Os resultados
mostraram que o0s implantes, independente do tipo, exibiram
osseointegracdo nos periodos de 4 e 8 semanas apdés a implantacao,
sendo essa integracd0 mais caracteristica nos periodos mais longos.
Além disso, o tratamento biomimético influenciou positivamente o
processo de reparacao 6ssea peri-implantar.

Titanio e suas ligas sdo os materiais metalicos usados com

maior freqiiéncia na implantodontia, por apresentar adequada propriedade
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mecanica, alta resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade (Kasemo,
1999; Kasemo, Lausmaa, 1988; Liu et al., 2004). Além disso, devido a
camada de Oxido de titanio, estes materiais apresentam natureza
bioinerte, ndo induzem resposta imunoldgica e mostram pouca incidéncia
de toxidade e rejeicao. Estas propriedades tornam o titanio um biomaterial
com caracteristicas satisfatorias para restabelecer a integridade estrutural
do tecido 6sseo perdido (Steinemann, 1998). No entanto, esse biomaterial
ndo se adere quimicamente ao tecido 0sseo, exceto em condicOes
especificas. A fim de se aprimorar essa interconexdo, inumeras
modificacbes na superficie dos implantes tém sido propostas para
melhorar a condutividade 0ssea e/ ou bioatividade do titdnio (Liu et al.,
2004).

Com a tendéncia crescente para um carregamento mais
rapido e a necessidade de implantes mais curtos para casos em que a
guantidade de osso de boa qualidade nédo é suficiente, ha um interesse no
desenvolvimento de tecnologias para aumentar a estabilidade inicial e a
longo prazo dos implantes cirdrgicos. Uma melhor conjugacdo entre o
implante e 0 osso circundante pode auxiliar a reduzir o comprimento do
implante e a evitar procedimentos de enxerto 0sseo, quando a altura
Ossea é€ insuficiente (Wazen et al., 2010).

Em virtude disso, alteracdes na topografia e na rugosidade
da superficie estdo sendo propostas para influenciar positivamente as
respostas teciduais e celulares. Atualmente, o desenvolvimento de
superficies ou recobrimentos porosos visa alcancar modulos de
elasticidade semelhantes ao osso (Marin et al., 2010) e promover o0
imbricamento mecanico desse tecido com o metal, por meio do
crescimento 0sseo para o interior dos poros, aspecto que resulta em
maior fixacdo do implante ao osso (Bobyn et al., 1980; Deporter et al.,
1996, Pilliar, 1998; Bram et al., 2000; Deporter et al., 2002; Wei et al.,
2002; Frosch et al., 2002, 2003; Brentel et al., 2006; Otsuki et al., 2006; Li
et al., 2007; Machado, 2008; Vasconcellos et al., 2008a,b; Zhang et al.,
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2009; Faria et al., 2010; Wazen et al., 2010; Vasconcellos et al., 2010a,b).
Além disso, no caso de implantes dentais, a utilizacdo da estrutura porosa
favorece uma melhor distribuicdo do crescimento 6sseo, mesmo em
regides criticas como na crista 0ssea marginal, podendo auxiliar na
preservacao da altura 6ssea (Faria et al., 2010).

Atualmente, diferentes tecnologias tém sido utilizadas para a
obtencdo de materiais porosos visando aplicacdes biomédicas (Marin et
al.,, 2010). Contudo, algumas técnicas convencionais ndo conseguem
produzir poros interligados. Estas estruturas complexas com o formato de
rede e aspecto tridimensional interligado em toda a sua espessura sao
geralmente produzidas por procedimentos especificos tais como a
metalurgia do pé (Deporter et al., 1996; Pilliar, 1998; Bram et al., 2000;
Wen et al., 2001; Brentel et al., 2006; Braga et al., 2007; Machado, 2008;
Vasconcellos et al., 2008a,b; Medeiros et al., 2008; Wazen et al., 2010;
Faria et al., 2010; Vasconcellos et al., 2010a,b). Tal técnica apresenta-se
bastante eficaz para a producdo de implantes porosos, odontoldgicos e
ortopédicos, uma vez que trabalha com temperaturas baixas e permite o
controle da estrutura porosa (Medeiros et al., 2008). Além disso, possui
outras vantagens em relagcdo as técnicas convencionais, como a
economia de matéria prima, a reducao de custo na fabricacdo e a reducéo
no numero de etapas complementares para a producdo das amostras
(Pilliar, 1998). Neste trabalho, a técnica utilizada para a confecgcdo dos
implantes foi a metalurgia do p6, que se mostrou eficaz para a fabricacao
das amostras idealizadas.

Muitos trabalhos investigaram a influéncia da porosidade e
do tamanho dos poros no comportamento biologico de implantes (Bobyn
et al., 1980; Deporter et al., 1986, 1996; Bram et al., 2000; Kim et al.,
2000; Deporter et al., 2002; Frosch et al., 2002, 2003; Liang et al., 2003;
Brentel et al., 2006; Otsuki et al., 2006; Li et al., 2007; Zhang et al., 2009;
Vasconcellos et al., 2008a,b; Faria et al., 2010; Vasconcellos et al.,
2010a; Wazen et al.,, 2010), no entanto, nenhum consenso ainda foi
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alcancado no que diz respeito ao seu tamanho ideal (Li et al., 2007).
Alguns autores acreditam que a alteracdo no tamanho e na forma dos
poros pode afetar o desenvolvimento do tecido 6sseo sobre o implante,
uma vez que podem influenciar a proliferacdo das células 6sseas (Bobyn
et al., 1980; Bowers et al., 1992; Frosch et al., 2003). A maioria dos
estudos relata uma faixa de tamanho que varia entre 100 e 500 ym
(Pilliar, 1998; Nishiguchi et al., 2001; Deporter et al., 2002; Frosch et al.,
2003; Barrere et al., 2003; Fujibayashi et al., 2004; Brentel et al., 2006; Li
et al., 2007; Machado, 2008; Vasconcellos et al., 2008a,b, 2010a,b; Faria
et al.,, 2010; Zhao et al., 2010). Entretanto, estudos de Nguyen et al.
(2004) e de Frosch et al.(2002) relataram, respectivamente, que poros
pequenos exibindo apenas 45 pym ou poros grandes com 1000 um
também conseguem promover 0 crescimento 0sseo para 0 Seu interior.
No presente estudo, a faixa granulométrica especifica de 177 a 250 ym
dos granulos da uréia, permitiu obter o tamanho médio dos poros de 370
pm, estando em acordo com a faixa de tamanho de poros propostos por
estudos prévios. Tal valor mostrou-se adequado para permitir a
proliferacdo de células osteogénicas para o interior do implante,
aprimorando assim o imbricamento mecanico na interface osso-implante.
Outro aspecto importante com referéncia aos poros é a
porcentagem em que estdo presentes na amostra. A estrutura porosa
deveria ser produzida com alta porosidade, visando promover espago
suficiente para a adesao e proliferacdo do novo 0sso, além do transporte
de fluidos corpdreos (Wen et al., 2002). No presente estudo, a variacao
na quantidade de granulos de uréia possibilitou confeccionar grupos com
porcentagens diferentes de porosidade, como os grupos G2 e G5 que
exibiam 40% e os grupos G3 e G6 que apresentavam 50%. Estudos
relataram que a porcentagem de porosidade entre 25 e 67% seria ideal
para uma amostra porosa (Nishiguchi et al., 2001; Wen et al.,, 2002,
Fujibayashi et al., 2004; Brentel et al., 2006; Li et al., 2007; Vasconcellos
et al., 2008a,b; Zhang et al., 2009; Vasconcellos et al., 2010a,b; Wazen et
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al., 2010). Entretanto, amostras com porosidade de 5% e 80% também
foram produzidas e promoveram resultados satisfatorios como o0s
observados por Wen et al. (2002) e Kim et al. (2004), respectivamente.

Adicionalmente, a interconexdo dos poros também
representa um importante papel na reparacdo peri-implantar, afetando
diretamente na osteoconduc¢éo (Deporter et al., 1996; Barreré et al., 2003;
Fujibayashi et al., 2004; Gan et al,. 2004; Otsuki et al., 2006; Li et al.,
2007; Faria et al. 2010; Zhao et al., 2010). Poros interconectados
tridimensionalmente com aspecto de rede permitem a difusdo de sangue,
células com fenotipo osteoblastico e posterior formacdo 6ssea para o
interior do implante (Li et al., 2007; Zhang et al., 2009). Estes fatores
conduzem ao imbricamento mecénico e a interdigitagdo do implante com
o tecido 0sseo, promovendo melhor resisténcia interfacial em um menor
periodo de tempo, além de proporcionar maior area de contato 0Sso-
implante e contribuir na estabilidade a longo prazo (Pilliar, 1998; Otsuki et
al., 2006; Li et al., 2007; Vasconcellos et al., 2008a; Brentel et al., 2006;
Zhang et al., 2009; Faria et al. 2010; Vasconcellos et al., 2010a,b; Wazen
et al., 2010). O referido formato de rede tridimensional foi observado nas
amostras utilizadas nesse estudo, ja que as imagens obtidas por MEV
revelaram a intercomunicacao dos poros.

Embora o aumento da porosidade e do tamanho dos poros
seja preferencial para facilitar o crescimento 6ésseo em implantes de
titnio, deve-se ter ciéncia de que esse aumento também conduzira a
alteracdo das propriedades mecéanicas. Assim, dependendo da aplicacéo
pretendida, um equilibrio entre as propriedades mecanicas e o
desempenho bioldgico deve ser encontrado (Li et al., 2007).

Independente da topografia do implante de titanio, a
bioatividade desta superficie ndo é grande o suficiente para promover o
crescimento de tecido 6sseo em um curto periodo de tempo, uma vez que
o titnio € um material bioinerte (Ong, Lucas, 1998; Piattelli et al., 1998;
Feng et al., 2002; Liu et al., 2004; Zhang et al., 2009). Diferentemente, um
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material bioativo permite uma resposta bioldgica acelerada e especifica
na interface com o tecido vivo. Neste caso, o tecido 6sseo é capaz de
interagir intimamente com o biomaterial, depositando-se diretamente
sobre sua superficie, sem a intervencédo de tecido fibroso.

A busca por melhores resultados celulares, teciduais e
clinicos, vem conduzindo os pesquisadores a modificarem cada vez mais
as superficies dos implantes. Procedimentos de modificacdo quimica
promovem uma alternativa ou um meétodo adicional para as alteracbes
fisico-quimicas e topograficas dos materiais. As modificacfes quimicas da
superficie se utilizam dos conhecimentos atuais da biologia e bioquimica
celular para melhorar a funcdo e diferenciacdo das células, além de
otimizar os mecanismos de adesé&o celular ao substrato. O objetivo destas
alteracdes das superficies € imobilizar proteinas, enzimas ou peptideos
sobre o0s biomateriais, visando induzir especificamente respostas
celulares e teciduais.

Neste sentido, diferentes técnicas de recobrimentos estédo
sendo propostas para promover interagcdes da composi¢cdo quimica dos
implantes com os tecidos e células. Varios estudos tém sugerido ou
demonstrado uma aceleracdo no processo de reparacdo Ossea peri-
implantar e maior osteocondutividade nos implantes de titanio que foram
submetidos a tratamentos quimico-térmicos (Piattelli et al., 1999; Kim et
al., 2000; Nishiguchi et al., 2001; Wei et al., 2002; Barrere et al., 2003;
Fujibayashi et al., 2004; Gan et al., 2004; Habibovic et al., 2004; Vasudev
et al., 2004; Costa et al., 2005; Machado, 2008; Zhang et al., 2009; Zhao
et al.,, 2010). Estes tratamentos sao processos especificos capazes de
formar, in vitro, fosfatos de calcio, como por exemplo, a hidroxiapatita, na
superficie dos implantes, influenciando positivamente o contato 0sso-
implante (Baker et al., 2006). A adicdo desses revestimentos bioativos a
superficie de implantes metélicos tém demonstrado uma melhora
significativa na integracdo com o tecido 6sseo, aumentando assim a

estabilizagdo mecanica in situ (Gan et al., 2004).
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A técnica do tratamento biomimético promove o
recobrimento do metal com fosfatos de célcio por meio de imersdo do
material em FCS contendo concentracdes de ions similares aos dos
fluidos extracelulares (Kokubo et al., 1996; Kokubo, 1998; Andrade et al.,
2000, 2002; Barrere et al., 2003; Habibovic et al., 2004, Liang et al. 2003;
Ohtsuki et al., 2007; Medeiros et al., 2008). As vantagens dessa técnica
em comparagdo a outros processos de revestimento sdo a baixa
temperatura de processamento, uma vez que o titanio € sensivel ao calor,
a producao de cristais bioativos de apatita, semelhantes aos do 0sso, e
sua boa adesdo com o substrato. Além disso, 0 processo biomimético é
um método simples e econdmico, que apresenta efetividade mesmo em
superficies complexas, sem afetar sua morfologia (Habibovic et al., 2004;
Vasudev et al., 2004).

A metodologia utilizada para o desenvolvimento do processo
biomimético deste estudo foi baseada no trabalho prévio de Andrade et al.
(2000), o qual utilizava pré-tratamento quimico/térmico. Este pré-
tratamento visa produzir sobre a camada passiva do oxido de titanio, uma
superficie mais favoravel e ativa para induzir a precipitacdo de apatita.
Posteriormente, as amostras eram imersas em FCSm por 14 dias,
promovendo a nucleacéo e crescimento de uma densa camada de fosfato
de calcio na superficie dos implantes, por meio de consumo de Ca e P da
solugcéo. Recentemente, Medeiros et al. (2008) avaliaram a possibilidade
de aumentar a bioatividade da superficie dos implantes porosos de titanio,
utilizando o processo de precipitacdo de fosfato de calcio, apds a imersao
em FCSm em diferentes tempos, porém sem a realizacdo do pré-
tratamento quimico/térmico. No entanto, apenas amostras imersas por 28
dias apresentaram picos elevados desses ions, compativeis com a
hidroxiapatita. No presente estudo, foi utilizado o método proposto por
Andrade et al. (2000) ja que o pré-tratamento diminui 0 tempo necessario
de imersdo das amostras no FCSm para a formacdo do revestimento
bioativo.
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O sucesso do tratamento biomimético nas amostras deste
trabalho foi confirmado utilizando o EDS, o qual revelou a presenca de Ca
e P nas amostras submetidas ao recobrimento. Esta analise também foi
empregada em estudos prévios que realizaram o tratamento biomimético
(Andrade et al., 2000, 2002; Feng et al., 2002; Liang et al., 2003; Costa et
al., 2005).

Diversos autores avaliaram a resposta osteogénica frente a
diferentes superficies de titdnio e concluiram que os melhores resultados
de cicatrizacdo O6ssea, bem como de fixacdo mecanica, foram
encontrados nos implantes com superficie porosa associada com
recobrimento bioativo (Svehla et al., 2000; Nishigushi et al., 2001; Barrere
et al., 2003; Fujibayashi et al., 2004; Gan et al., 2004; Habibovic et al.,
2004; Vasudev et al., 2004; Machado, 2008; Zhao et al., 2010). Dentre as
razdes que justificam estes resultados, esta o fato de que aplicacbes de
revestimentos ceramicos sobre superficies porosas incentivam a rapida
osteoconducdo do tecido 6sseo adjacente e permitem a ligagcdo quimica
direta entre os substratos, logo apos a implantacéo (Vasudev et al., 2004).

Por outro lado, Fontana et al. (2010) ao analisarem o0s
efeitos do revestimento de fosfato de calcio na osseointegracdo de
implantes inseridos em fémur e tibia de coelhos, ndo encontraram
diferenca estatisticamente significante entre a superficie porosa com e
sem recobrimento, nos periodos de 2, 4 e 9 semanas. Os autores ndo
observaram nenhuma evidéncia histologica de que o revestimento de
fosfato de calcio promoveu uma aposicdo 6ssea ativa sobre a superficie
do implante na regido do espaco medular. Estes resultados estdo em
contraste aos encontrados neste estudo e na maioria das pesquisas
prévias citadas anteriormente. Contudo, segundo Fontana et al. (2010), a
discrepancia desses resultados em comparacdo a literatura pode ser
devido a varios fatores, como a técnica cirdrgica empregada ou ainda as

propriedades de superficie dos implantes utilizados.
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Além da topografia dos implantes e da sua composicéo
guimica, a qualidade do tecido 6sseo do sitio de implantacdo, a técnica
cirirgica utlizada, a carga aplicada ao implante, os métodos de
esterilizacdo e os fatores relacionados ao posicionamento deste na loja
cirargica, como sua estabilidade e grau de micro-movimento, Sao
caracteristicas que também interferem no resultado final da
osseointegracao (Albrektsson et al., 1981; Branemark,1983; Feng et al.,
2002; Fontana et al., 2010).

Neste estudo, a maioria destes aspectos foi considerada
para que a interacdo osso-implante fosse obtida com sucesso.
Inicialmente todos os implantes utilizados foram, previamente a sua
insercdo, esterilizados por energia ionizante. A tibia do coelho foi utilizada
como sitio de implantacéo, e segundo Branemark (1983) e Wazen et al.
(2010), este € um modelo de animal adequado para a observacdo do
processo de osseointegragao. A utilizagdo do coelho como modelo
experimental também tem sido sugerido por outros autores como um
instrumento valioso para selecionar e avaliar caracteristicas de superficie
de implantes, antes da conducéo desses estudos em humanos (Piattelli et
al., 1998; Gan et al.,, 2004; Costa et al., 2005; Vasconcellos et al.,
2008a,b; Zhang et al. 2009; Fontana et al., 2010; Vasconcellos et al.,
2010a,b). Para o preparo das lojas cirargicas nas tibias dos coelhos foram
realizadas perfuracbes com brocas de diametros progressivos, com 0
minimo de injdria ao tecido 0sseo circunjacente, e mantendo-se irrigacao
constante com solucédo de cloreto de sodio a 0,9%. Posteriormente, 0s
implantes foram posicionados nas lojas 0sseas por meio de pressao
digital, obtendo-se estabilidade primaria. Além disso, ndo foi aplicada
carga imediata a esses implantes.

O processo de cicatrizacdo peri-implantar comeca
imediatamente apés a insercao do implante na loja cirdrgica. A fase inicial
desse fendbmeno depende da resposta primaria do hospedeiro frente ao
material estranho e envolve adsorcédo de proteinas, ativacdo plaquetéria,
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formacdo de coagulo, resposta inflamatoria e formacdo de tecido 0sseo
imaturo (Kuzyk, Schemitsch, 2011). Este processo pode ser influenciado
pela topografia de superficie e presengca de recobrimento bioativo, 0s
guais sao importantes fatores para o sucesso da cicatriza¢do. Logo, o tipo
de superficie pode prover melhores condicbes para adsorcdo de
proteinas, estabilizagdo do codgulo e osteoconducdo de células com
fen6tipo osteogénico em direcdo a superficie do implante, facilitando e
aprimorando o processo de cicatrizagdo na interface osso-implante
(Davies, 2007; Kuzyk, Schemitsch, 2011).

No entanto, apesar da influéncia das diferentes superficies
dos implantes na cicatrizacdo, a sequéncia de reparo da ferida cirdrgica &
similar (Coelho et al., 2010). Embora, neste presente estudo tenha sido
observada distribuicdo mais uniforme de tecido 6sseo neoformado nos
implantes de superficie porosa com revestimento bioativo. Este resultado
provavelmente ocorreu devido a manutencdo mais eficaz do coéagulo
sanguineo, o qual pode alterar potencialmente a cinética local de
cicatrizacao 6ssea.

Uma vez que as alteracdes na superficie dos implantes
podem influenciar diretamente na resposta de cicatrizagcdo 0ssea, muitas
pesquisas tém avaliado histologicamente o comportamento celular e
tecidual (Deporter et al., 1986; Piattelli et al., 1998, 1999; Nishiguchi et al.,
2001; Deporter et al., 2002; Barrére et al., 2003; Fujibayashi et al., 2004;
Habibovic et al., 2004; Vasudev et al., 2004; Costa et al., 2005; Otsuki et
al., 2006; Li et al., 2007; Machado, 2008; Vasconcellos et al., 2008a,b;
Zhang et al., 2009; Coelho et al., 2010; Faria et al., 2010; Fontana et al.,
2010, Vasconcellos et al., 2010a; Wazen et al., 2010; Zhao et al., 2010).
Neste estudo, a resposta osteogénica foi realizada em periodos curtos de
cicatrizacdo, 1 e 2 semanas, e periodos longos, 4 e 8 semanas. Na
analise histologica dos tempos mais curtos, notou-se maior proliferacéo
celular em direcdo a regido peri-implantar e neoformagdo 6ssea mais

exuberante, sob a forma de trabéculas recém formadas, de origem
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endosteal, nas amostras tratadas. Nos periodos de 4 e 8 semanas,
ocorreu proliferacdo de tecido 6sseo ao redor e para o interior dos poros
dos implantes, conduzindo a osseointegracdo dos mesmos. Nestes
tempos de sacrificio mais longos, ndo foi observada diferenca qualitativa
em relacdo a neoformacdo 6ssea quando as amostras tratadas e nao
tratadas foram comparadas. Devido a técnica de processamento
histologico, foi possivel notar a medula O6ssea altamente celularizada,
sugerindo aspecto de normalidade ao processo de cicatrizagcéo, além de
células 6sseas como osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, indicando
uma remodelacdo constante.

Com relacdo a taxa de neoformacgdo Ossea na interface
osso-implante, diversos estudos demonstraram neoformacao variando de
25 a 100% da area total disponivel para contato (Deporter et al., 1986;
Nishigushi et al., 2001; Deporter et al., 2002; Barrere et al.,, 2003;
Vasudev et al., 2004; Costa et al., 2005; Brentel et al., 2006; Machado,
2008; Vasconcellos et al., 2008a; Zhang et al., 2009; Vasconcellos et al.,
2010a; Wazen et al., 2010; Zhao et al., 2010). No presente estudo, os
resultados de neoformacdo 6ssea independente do tipo de implante,
exibiram valores satisfatorios, ja que a taxa variou de 31,34% a 48,2%.
Em todos os periodos, as amostras porosas apresentaram maior
neoformacdo 6ssea quando comparadas com as densas. Em relacdo ao
recobrimento biomimético, a porcentagem de neoformacdo Ossea
apresentou maior desempenho na sua presenca. No entanto,
gualitativamente este tratamento ndo promoveu diferenca no tecido ésseo
nos periodos mais longos, 4 e 8 semanas, apesar de ter sido observada
diferenca quantitativa.

Os valores encontrados na analise histomorfométrica podem
ser considerados satisfatorios em relacéo aos trabalhos prévios (Costa et
al., 2005; Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al., 2008a, Zhang et al.,
2009; Wazen et al., 2010; Zhao et al., 2010). Este fato pode ser resultado

dos periodos curtos de eutanasia, uma e duas semanas. No entanto, a
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principal razdo destes valores pode ter sido decorrente do método de
analise histomorfométrica utilizado, o qual permitiu a avaliacdo de um
amplo campo de estudo, selecionado em microscopio de luz com
aumento de 50x. A escolha desse aumento foi impulsionada pela grande
neoformacdo déssea proveniente da regido endosteal, principalmente nas
amostras tratadas. O aumento de 100x permitiria avaliar apenas a regiao
de interface entre o implante e a cortical 6ssea, ou seja, a regido medular
proxima ao endosteo, ndo seria abordada nesta amplitude, prejudicando a
analise histomorfométrica para as condi¢cfes deste estudo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia das
alteracbes na superficie dos implantes na resposta osteogénica. Baseado
nos resultados encontrados sugere-se que a topografia de superficie dos
implantes e a presenca de recobrimento biomimético desempenham um
importante papel na resposta do tecido 6sseo. A maior area para o
contato osso-implante, proporcionada pela complexa rede de poros,
permitiu maior neoformacdo de osso. Além disso, a presenca de
recobrimento bioativo influenciou positivamente a proliferagéo celular peri-
implantar e o crescimento de tecido 6sseo, principalmente nos periodos
iniciais de cicatrizacdo, sugerindo uma aceleracdo no processo de
osseointegracdo. Sendo assim, tais resultados podem constituir um
subsidio consideravel para o possivel desenvolvimento de um implante a
ser utilizado na clinica cirargica, que apresente condi¢cdes mais favoraveis

a osseointegracao, diminuindo assim o periodo de tratamento.
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7 CONCLUSAO

Diante destes resultados pbde-se concluir que implantes
porosos exercem melhor influéncia sobre o comportamento celular in vivo.
Além disso, concluiu-se também que o tratamento biomimético favorece a
neoformacdo 6ssea durante todos os periodos da cicatrizacdo. Desta
forma, um implante com alta porosidade associado a um recobrimento
bioativo torna-se um biomaterial promissor para a engenharia de tecidos

duros.
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