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SAc.: Superficie tratada com acidos
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BBT: Area 6ssea entre espiras

T1 Oy: Dioxido de titanio

SLA®: Jateada com particulas grandes e condicionada por acido
MS: Superficie Usinada (machined surface)

LMS: Superficie modificada por laser (laser modified surface)
Ca: Célcio

P: Fosforo

MEV: Microscopia Eletronica de Varredura

EDS: Energia Dispersiva de Raios-X



Faeda RS. Osseointegracdo de implantes de titAnio com modificacdo da
superficie por ablacdo a laser e recobrimento por hidroxiapatita
biomimética. Estudo biomecéanico e histomorfométrico em tibia de coelhos
[tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2010.

Resumo

O sucesso dos sistemas modernos de implantes dentais tem
sido relacionado ao desenvolvimento do design e das caracteristicas de
superficies dos implantes. O propdésito do presente estudo foi avaliar duas
novas superficies de implantes (modificada por laser - LMS e recoberta
por hidroxiapatita biomimética - HA), comparando-as a outro implante
comercial, (superficie usinada — MS). Um total de 144 implantes (3,75 x
10mm), 48 de cada superficie, foram instalados na tibia de coelhos e
avaliados apés 4, 8 e 12 semanas. Ap0Os os periodos de cicatrizacdo os
animais foram sacrificados, um dos implantes expostos e a forca
necessaria para derosquea-los foi aferida por um torquimetro analégico.
O outro implante foi removido com o tecido O6sseo peri-implantar e
processado por corte histolégico calcificado para analise
histomorfométrica do contato osso-implante (BIC%) e da area 6ssea entre
espiras (BBT%). Em 4 e 8 semanas, os implantes HA apresentaram valor

de torque de remocdo estatisticamente superior (p<0,05) quando
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comparado aos demais, sendo 0 mesmo observado para os implantes
LMS quando comparados aos MS. Apos 12 semanas, os implantes HA e
LMS foram estatisticamente superiores aos implantes MS. Por outro lado,
a andlise do contato osso-implante mostrou que na regido cortical, 0s
implantes LMS e HA foram estatisticamente superiores ao MS para todos
os periodos de cicatrizacdo, sem diferenca estatistica entre LMS e HA. A
analise histomorfométrica mostrou que, quando comparados na regiao
endosteal, os implantes LMS e HA foram estatisticamente superiores ao
MS no periodo inicial de cicatrizacdo. Embora os implantes LMS e HA nao
apresentassem diferencas estatisticas entre eles, uma tendéncia de
maiores valores de BIC% para HA na regido endosteal foi observada em
todos os periodos do estudo.Os resultados deste estudo mostram que
apesar de ndo haver diferenca estatistica quanto ao BIC% dos implantes
LMS e HA, os resultados histométricos da regido endosteal sugerem a
existéncia de diferencas nas caracteristicas do tecido ésseo em contato
com os implantes HA e no mecanismo de adesdo osso-implante,
resultando em uma maior retencao dos implantes HA.

Palavras —chave: Implante dentario endodsseo, osseointegracdo, torque,

lasers, materiais biocompativeis.



Faeda RS. Osseointegration of titanium implants with surface modification
by laser ablation and biomimetic hydroxyapatite coating. Biomechanical
and Histomorphometrical study in rabbits tibia [tese Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract

Purpose: Considering the great biological potential of the association between
laser ablation and hydroxyapatite thin layer coatings to create an interesting
bioactive environment on titanium dental implants, the aim of the present study
was to investigate, by histomorphometrical and removal torque analysis, the
histological effects of a surface treatment created by laser-ablation (Nd:YAG)
and, later, thin deposition of HA particles by a chemical process compared to
implants with only laser-ablation and implants with machined surfaces.

Materials and Methods: Forty-eight rabbits received two implant by tibiae of the
following surfaces: Machined surface (MS), laser-modified surface (LMS) and
biomimetic hydroxiapatite coated surface (HA). After 4, 8 and 12 weeks of
healing, one implant was exposed, and the needed force to unscrew measured
using an analogical torque gauge. The other implant and surrounding bone was
removed and prepared by a calcified histological process. The percentage of
bone-to-implant contact (BIC) and the bone area formed between the threads
(BBT) were evaluated separately to the cortical and endosteal region.

Results: The difference was statistically significant (P < .05) between the LMS-
MS and HA-MS surfaces in all periods of evaluation, and between LMS-HA to 4

and 8 weeks of healing. The surface characterization showed a deep, rough, and
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regular topography provided by the laser conditioning, that was followed by the
HA coating. Average BIC percentage in the cortical region was significantly
higher (P<0.001) on the LMS and HA implants, compared with MS ones for all
periods of healing, having no statistical differences between LMS and HA. When
compared in the endosteal area, the LMS and HA implants showed statistically
higher (P<0.01) BIC percentage values than MS at the initial periods of healing
(LMS after 4 weeks and HA after 4 and 8 weeks, respectively). The LMS and HA
implants showed similar mean values in all evaluated periods in the cortical
region, but a tendency of higher mean values for HA in the endosteal region was
observed in all periods of the study. For the BBT% in the cortical region, HA
implants were significantly superior to SU (P<0.05) after 4 weeks of implantation,
and in the endosteal area, the HA was superior to the SU implants (P<0.05) only
after 12 weeks of healing, having no differences for the other comparisons and
periods. The surface characterization showed a deep, rough and regular
topography provided by the laser conditioning, that was followed by the HA
coating.

Conclusions: Based on these results, it was possible to conclude that the HA
biomimetic coating with previous laser surface modification have the potential to
induce the contact of osteogenesis and allows for the formation of a more stable
bone-implant interface, even in earlier periods, increasing the bone retention.

Keywords: Dental implantation, endosseous, osseointegration, torque,

lasers, biocompatible materials.



1 INTRODUCAO

O tratamento com implantes apresenta um alto indice de sucesso (>90%)
guando bem indicado, o que tem estimulado seu uso em condi¢bes cada vez
mais desafiadoras®. Os protocolos de carga imediata e precoce, colocacdo de
implantes curtos em regifes de rebordo atréfico e instalagdo de implantes em
pacientes com déficit na cicatrizacdo por diferentes fatores (diabetes,
deficiéncias metabolicas, osteoporose, radioterapia etc.), fazem cada vez mais,
parte da rotina de atendimento da implantodontia, no entanto, sdo condi¢des que
exigem ao maximo um bom desempenho dos mecanismos envolvidos no

processo de osseointegracdo?.

Considerando que a superficie € a primeira parte do implante a
interagir com 0 organismo, 0S métodos para aumentar a
biocompatibilidade e osteocondutividade dos implantes tém sido
extensivamente estudados’. As caracteristicas das superficies tém papel
fundamental nos estagios iniciais da osseointegracdo. Sabe-se que a
modificacdo da macro, micro e nanotopografia, altera as respostas
biomoleculares e celular in vitro, bem como as respostas dos tecidos moles e
6sseo em vivo®??. Diversos estudos demonstram um aumento da afinidade de
osteoblastos e formacédo dssea mais rapida em contato com superficies rugosas,

em comparac&o a superficies consideradas lisas*®**.

Dessa forma, diferentes métodos para modificagdo quimica e da textura

da superficie dos implantes foram desenvolvidos (plasma spray de titanio*’*°
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e de hidroxiapatita®**°, condicionamento &cido****, condicionamento

29—10

acido associado a jateamento por AlO2 ou TiO , e ablacdo por

12,18

laser°) e tém apresentado resultados positivos quanto ao contato-0Sso

implante e as propriedades mecanicas do tecido ésseo peri-implantar®?,

Quanto aos métodos de modificacdo quimica da superficie,
estudos da é&rea basica e clinicos demonstram que os implantes
recobertos por CaP possuem uma alta afinidade com o tecido 0sseo,
apresentando um mecanismo de oseointegracdo descrito como ‘'bone-
bonding' (ades&o quimica)?'*'®%®¥, Essa camada ceramica, quando em contato
com o tecido vivo, sofre dissolugdo superficial induzida por atividade celular,
liberando no meio extracelular ions Ca e P. Em acréscimo aos ions Ca e P,
outros ions como Mg, Na e Cos, presentes no fluido corpéreo, se incorporam aos
microcristais de HA, formando uma forte interagdo com os cristais da superficie
do biomaterial. Essa ac¢do origina uma supersaturacdo do meio ao redor do
implante levando a precipitacdo, ou seja, a mineralizagdo da matriz extracelular

promovendo a formac&o dssea®.

Do ponto de vista comercial, 0 método mais utilizado para recobrimento
da superficie de titdnio por CaP tem sido o plasma-spray de hidroxiapatita (HA).
Este método de recobrimento tem sido utilizado desde meados dos anos 80,
apresentando excelente indice de osseointegragdo, no entanto, diversos estudos
tém apontado falhas na integridade do recobrimento, tais como trincas, falhas de
ades#o ao implante, porosidade excessiva e solubilizacdo*®*’. Com a intengéo

de aproveitar os beneficios bioldgicos dos revestimentos a base de CaP,



Introducao 27

diferentes metodologias para recobrimento tém sido desenvolvidas

(pulverizacao, sol-gel, deposicéo eletroforética e precipitacéo biomimética)?”.

A deposicao biomimética da hidroxiapatita a superficie, permite o controle
da espessura do recobrimento e potencializacdo da adesdo ao substrato

metalico®?737%,

A forte adesdo osso-implante, mediada pela camada de
hidroxoapatita, exige uma ligacdo quimica confiavel entre o recobrimento e a
superficie do implante. Uma das maneiras de se propiciar essa ligacao fisico-

quimica, é o preparo prévio da superficie por ablacéo a laser®.

O feixe de laser aumenta a temperatura da superficie do titdnio até o
ponto de fusdo seguido de um rapido resfriamento, resultando em uma
microestrutura complexa, com grande aumento de dureza, resisténcia a
corrosao, alto grau de pureza, e formacao de uma camada de 6xido de titanio
espessa e regular*?®. O TiO, formado na superficie do Ti cp torna viavel a
criagdo de uma forte adeséo da camada de apatite ao implante, devido a grade
afinidade entre o TiO, e a HA ?. Dessa forma, por meio de um processo
bioguimico envolvendo o TiO, e os ions de Ca e P, torna-se possivel a
obtencdo uma camada de revestimento estavel de hidroxiapatita
fortemente ligada a superficie do implante de titanio, com potencial para

uso clinico®™®,



ModificacOes de superficie de implantes e a
osseointegracao: Revisdo de Literatura

INTRODUCAQO

As caracteristicas quimicas dos implantes diferem de acordo com a
composicao do titanio utilizado e o tratamento de superficie. A composi¢éo
quimica e a carga idnica estdo intimamente relacionadas a absorcdo de
proteinas e fixacdo das células. Os implantes sdo constituidos por titanio
comercialmente puro ou varia¢des de ligas. O titanio comercialmente puro (Ti cp)
tem varios graus de pureza (Graduada de | a V), diferenciando-se pelo teor de
oxigénio, carbono e ferro, o que reflete nas propriedades mecénicas de cada um.
Ligas de titdnio sdo geralmente compostas por Ti6AI4V (liga de titanio grau V),
tendo maior resisténcia mecéanica que o Ti cp. (1)

As caracteristicas da superficie dos implantes de titanio também estéo
relacionadas a sua hidrofilia. Atualmente, estudos tém demonstrado resultados
favoraveis as superficies hidrofilicas em relagao as hidrofébicas, tendo em vista
o favorecimento nas interagdes com fluidos biol6gicos, células e tecidos. (2-3)

Muito tem se estudado sobre os fatores que contribuem para a formacéo
e adaptacdo Ossea ao redor dos implantes, como os fatores de crescimento,
biomoléculas sinalizadoras e a tecnologia de superficie. As caracteristicas de
superficie dos implantes influenciam significativamente a formacdo e
manutengéo do tecido 6sseo em contato. (4)

Diferentes autores tém demonstrado que o0s niveis de
osseointegracdo estdo relacionados com o grau de rugosidade de superficie. O

aumento da rugosidade superficial favorece a interacdo mecénica entre as
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macromoléculas da superficie do implante e o 0sso, 0 que resulta em um
aumento na resisténcia a compressao, tensdo e cisalhamento. A rugosidade
superficial, correlacionada a uma alta energia de superficie, também estimula
uma osseointegragcdo mais rapida e forte pelo fato de as biomoléculas teciduais
se adaptarem mais firmemente a superficie do implante (5).

Susuki et al. (1997) avaliaram a atividade de remodelamento 6sseo em
implantes de tithnio com diferentes rugosidades de superficie. A analise
histomorfométrica mostrou que o volume 6sseo e o0 contato direto osso-implante
foi maior para 0s rugosos que para 0s usinados apos 42 semanas de
implantagdo. O contrario se observou em relagdo ao grau de remodelagdo na
superficie 6ssea de contato, a qual se mostrou menor nos implantes rugosos que
nos usinados apds 6 semanas de implantacdo, ndo havendo diferenca apos
esse periodo. Segundo os autores, 0 maior volume 6sseo nos implantes de
superficie rugosa € devido a menor atividade de remodelacdo nos estagios
iniciais apos a implantagédo, quando comparados aos implantes usinados, sendo
portanto a rugosidade do titAnio um dos fatores que ajudam a determinar o
balangco entre a formacdo e reabsor¢do Ossea durante o processo de
remodelacgdo na interface osso-implante.(6)

Cooper (2000) realizou uma revisdo de literatura pela qual
encontrou que pelo menos cinco fatores sdo atribuidos ao aumento da
rugosidade superficial: (1) aumento da superficie de contato osso-implante, (2)
favorecimento da adeséao celular a superficie, (3) aumento da quantidade 6ssea
em contato com a superficie, (4) aumento da interagdo biomecanica do implante
com o 0sso, e (5) inflamagao da mucosa peri-implantar se a superficie rugosa for

exposta ao meio bucal.(7)
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Desde que foi observado que a alteracdo das caracteristicas de
superficie exerce significante influéncia sobre interface osso-implante, varias
estratégias tém sido empregadas para modificar a textura e entdo aumentar a
area da superficie do implante, com o objetivo de potencializar a reagdo entre o
0ss0 e o implante. Atualmente, estudos tém apontado para atuagéo na superficie
dos implantes em nivel nanométrico, se mostrando como forte tendéncia na
evolugdo dos implantes. As caracteristicas da superficie dos implantes de titanio
podem ser modificadas por métodos de adi¢cdo (plasma spray de titanio, plasma
spray de HA) para aumentar a area de superficie e proporcionar uma
macrotopografia mais complexa, e por métodos de subtracdo (jateamento,
ataque acido, oxidacdo anddica e tratamento por laser) os quais tém sido
utilizados para aumentar a area da superficie alterando a micro-topografia, ou
textura, da superficie.(8)

Esta revisdo tem por objetivo descrever os métodos de modificacdo de
superficie mais utilizados até o0 momento para a potencializagdo do processo de
osseointegracdo dos implantes de titdnio, bem como os diferentes métodos em
estudo no momento, que surgem com resultados promissores e possibilidade de

aplicacédo na implantodontia em um futuro préximo .

1. Modificacdo por Plasma-Spray de Titanio (TPS)

O método de plasma-spray de titanio consiste na injecao de pé de titanio
em uma chama de plasma em alta temperatura, dessa forma, as particulas sao
projetadas sobre a superficie dos implantes, onde condensam e se fundem,

formando uma camada que varia de 40-50 um de espessura. (9)
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Os resultados dos estudos que investigam os possiveis beneficios da
superficies TPS chegaram a diferentes conclusdes. Em trés estudos em animal
realizados por Vercaigne et al. (1998), ndo foi observada correlagdo entre a
rugosidade da superficie e a incorporacdo do implante. Foram testados
implantes com recobrimento por TPS de diferentes rugosidades (Ra) variando
entre 16 e 40 ym. Implantes jateados com Al,O; (Ra 4.7 ym) foram utilizados
como controle. Apés 3 meses de implantagéo, ndo foram encontradas diferengas
no contato osso-implante e na forca de arrancamento, sendo o0s resultados
relacionados ao alto grau de rugosidade, podendo néo ter exercido o beneficio
adicional esperado.(10-12)

Outros estudos no entanto, observaram a superficie TPS melhor
integradas ao osso quando comparadas a implantes mais lisos. Gotfredsen et al.
(2000) comparou implantes usinados (Ra 0,37 um), jateados por TiO2 de trés
diferentes rugosidades (Ra 1,05, 1,16 e 1,45um) e superficie TPS (Ra3,54 uym).
Os implantes foram inseridos em tibia de coelho e avaliados em 6, 9 e 12
semanas. Implantes TPS e jateados, apresentaram torque de remocao
significativamente maior do que os implantes usinados.(13)

Suzuki et al. (1997) comparou implantes de superficie TPS (Ra 0,7 um) e
usinada (Ra 4um). Foi encontrado maior contato 6ésseo com a superficie de
implantes TPS em relagdo aos implantes de superficie usinada. Os autores
sugerem gque os resultados encontrados estdo relacionados a um menor grau de
remodelacdo ao redor dos implantes rugosos comparados aos de superficie
usinada.(6)

Em estudo clinico, Ledermann et al., relataram um caso de analise

histolégica de quatro implantes de plasma spray de titanio (TPS) apods 12 anos
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de carga funcional em um paciente de 95 anos. Apds a implantagdo, 0s
implantes foram conectados a uma barra que suportava uma overdenture. A
andlise histolégica dos implantes revelou excelente osseointegracdo tanto no
0sso cortical quanto no medular. Pela analise histomorfométrica, foi observado
contato osso-implante variando entre 70% a 80%, sendo que préximo a
superficie dos implantes, havia sinais de remodelamento. Os autores concluiram
gue os implantes de TPS possibilitam o carregamento imediato, com sucesso
satisfatorio a longo prazo.(14). Contrariamente, outros estudos clinicos
consideram que a superficie TPS tem sido relacionada a uma maior reabsorgéo
Ossea do que outras superficie com rugosidade minima ou moderada. (15-18)
Atualmente, hd um consenso sobre as vantagens clinicas na utilizagdo de
implantes com superficie moderadamente rugosa (na escala micrométrica) ao

invés de usar implantes com superficie de plasma-spray de titanio.(9, 19)

2. Modificagéo por Plasma Spray de Hidroxyapatita (HA)

Do ponto de vista comercial, 0 método mais utilizado para o recobrimento
de implantes de titanio por CaP tem sido o plasma-spray de Hidroxiapatita. O
recobrimento por hidroxiapatita (HA), tem sido utilizado desde meados da
década de 1980 (16), apresentando propriedades biolégicas interessantes.(20-
21)

Torensma et al. (2003), avaliaram a seletividade de células do estroma do
0sso medular, pelos implantes revestidos por HA. Os autores observaram que a
HA é seletiva no recrutamento das células do osso medular, explicando as
diferencas encontradas in vivo para esse recobrimento quando comparada ao

tithnio e que, essa seletividade celular trds vantagens nos casos em que uma
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ampla variedade de células é capaz de aderir ao implante, porém com baixa
efetividade no processo de osseointegracéo.(22)

Uehara et al. (2004), relataram um caso de evidencia histolégica da
osseointegracdo em 2 implantes removidos de um paciente que sofreu fratura do
parafuso e conexdo em acidente automobilistico. A analise revelou que um
tecido 0sseo denso estava em intimo contato com a superficie do implante de
HA, e que 0 espaco entre as espiras do implante estava preenchido por 0sso
mineralizado. Os autores concluiram que evidéncias histolégicas mostraram um
alto grau de osseointegracdo nos dois implantes dentais recobertos por HA ap6s
carga funcional de 18 meses.(23)

Apesar do tratamento de pacientes com implantes recobertos por HA
estar bem estabelecido, sua previsibilidade clinica ainda continua controversa.
De acordo com levantamento feito por Biesbrock e Edgerton, estudos clinicos
sugerem que os implantes recobertos por HA possuem uma taxa de
sobrevivéncia pequena a curto prazo (variando de 6 meses a 6 anos) quando
comparadas aos implantes com superficie de titanio, tendo como principais
problemas a facilitacdo da adesdo bacteriana, fratura do recobrimento e
dissolucdo da HA. Por outro lado, os resultados clinicos demonstram que 0s
implantes recobertos por HA podem ser utilizados como uma alternativa
interessante em condigfes especificas como: (1) em osso tipo IV, (2) em sitios
de extracdo imediata, (3) em enxertos maxilares e/ou de seio nasal, ou (4)
guando necessario utilizar implantes curtos (menor ou igual a 10mm). Mas
apesar disso, os autores relatam que estudos a longo prazo sdo necessarios

para validar essas observacdes.(24)
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Gotfredsen et al., avaliaram histométrica e biomecanicamente a
ancoragem de implantes jateados com TiO,, recobertos por HA e usinados
instalados nas tibias de coelhos. Os autores relataram que pela analise
histolégica foi observado que a HA se mostrava frequentemente fraturada na
porcéo inferior das espiras, e que em 12 semanas a quantidade de HA presente
na superficie era menor que em 3 semanas de implantagdo, sugerindo sua
biodegradacéo.(25)

Piattelli et al. avaliaram o comportamento de implantes de titanio
revestidos por HA através da analise das fosfatases alcalina (ACP ) e acida.
Quando observada apés 6 meses, em varias areas em contato com o espago
medular, a HA estava completamente reabsorvida. Os resultados histolégicos e
histoquimicos apontaram dois tipos de células ACP positivas: multinucleadas,
frequentemente em processo de fagocitose de particulas de HA, e
mononucleares, com morfologia similar a osteoclastos. Os autores concluiram
gue as areas onde a HA estava completamente reabsorvida ndo estavam
recobertas por 0sso, e que este fato estaria relacionado a presenca de células
mononucleadas, semelhantes a osteoclastos, no espago medular, sendo estas
responsaveis pela falta de osso nessas regioes. (26)

A baixa confiabilidade a longo prazo, tem motivado a busca por diferentes
metodologias de recobrimento biotaivo da superficie de implantes, sendo alguns

destes descritos adiante.

3. Modificagéo por Jateamento
Outra abordagem para a rugosidade da superficie de titanio consiste no

jateamento de implantes com duras particulas ceramicas ou de titdnio. As
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particulas sdo projetadas em alta velocidade por meio de ar comprimido.
Dependendo do tamanho das particulas, diferentes rugosidades de superficie
podem ser produzidas em implantes de titanio. O material de jateamento deve
ser quimicamente estavel, biocompativel e ndo deve prejudicar a
osseointegracdo dos implantes. Varias particulas tém sido utilizadas, tais como
alumina, oxido de titanio e particulas de fosfato de calcio.(27-28)

Alguns estudos de superficies jateadas encontraram indicacdes de uma
6tima rugosidade. Wennerberg et al. (1995, 1996, 1997, 1998) comparou
superficies jateadas de diferentes rugosidades (Sa 0,6-2,1 um) com implantes de
superficie usinada. As superficies jateadas apresentaram uma resposta 0ssea
mais intensa do que os implantes usinados, apds até 1 ano de implantagdo em
osso de coelho. A resposta 6ssea mais evidente, em termos de pico de torque
de remocao e contato osso-implante, foi encontrada pela superficie jateada com
valor de Sa 1,5 ym, apresentando aumento na area de superficie de 50%.(29-
35)

Duyck et al. (2007) Comparou implantes usinados (Ra de 0,45) com
implantes jateados (Ra 2,75 um). Os autores demonstraram que o carregamento
dos implantes nao afetou a formacéo éssea nas diferentes superficies, mas que
um efeito de estimulagdo pode ser observado no tecido ésseo ao redor dos
implantes rugosos.(36)

Buser et al. (1991), avaliaram a influéncia de seis diferentes superficies
(eletropolida — E, jateadas com particulas médias e condicionadas por acido —
SMP, jateadas com particulas grandes — SL, jateadas com particulas grandes e
condicionadas por acido — SLA, plasma spray de titanio — TPS e plasma spray

de hidroxiapatita — HA) instaladas na metéfise tibial e fémur de mini pigs. As
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maiores porcentagens de contato osso-implante foram observadas nas
superficies SLA (50-60%) e HA (60-70%). Apesar disso, o recobrimento de HA
mostrou sinais consistentes de reabsorc¢éo. A porcentagem de BIC da HA s6 ndo
foi estatisticamente maior em relagdo a SLA, a qual ndo teve BIC%
estatisticamente superior a TPS. A superficie TPS s6 ndo teve diferenca
significante de BIC% em relagdo a superficie SL. As superficies SL, SMP e E,
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes de BIC% entre si.
Segundo os autores, as superficies SLA e HA foram as mais promissoras.(9)

Em um estudo prospectivo de 5 anos, Wennstrom et al. (2004)
compararam implantes Astra Tech com superficies usinadas e jateadas por
TiO2 em pacientes suscetiveis a periodontite. Eles obtiveram minima perda
Ossea para as superficies modificadas, sem diferencas entre elas.(37).

Karlsson et al. (1998) compararam implantes TiOBlast da Astra Tech com
implantes usinados da Astra Tech e ndo encontraram nenhuma diferenca na
taxa de sobrevivéncia ou na perda de osso marginal apés 2 anos de
carregamento.(38)

Implantes jateados por TiO2 foram avaliados por até 3 anos (média de
seguimento de 2,3 anos) em um estudo publicado por Warren et al. (2002). Este
estudo retrospectivo incluiu 102 implantes instalados em 48 pacientes. A
reabsorcdo Ossea marginal de <1 mm foi encontrada, sendo inferior a

esperada.(39)

4. Modificagdo por ataque acido
O titnio € um metal resistente a corrosdo, no entanto alguns acidos

podem ser usados para criar porosidades removendo uma pequena quantidade
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de material, modificando assim a superficie por subtracdo. Acidos como HCI,
H2S04 e HF sédo exemplos de agentes quimicos freqiientemente utilizados para
0 condicionamento do titanio.

A técnica de ataque &cido tem sido avaliada em varios estudos. Implantes
usinados da Nobel Biocare, foram comparados com implantes modificados por
duplo ataque acido OSSEOTITE (3i Implant Innovations) em um estudo clinico
retrospectivo realizado por Al-Nawas et al. (2007). Apds 49 meses, ndo houve
diferenca significativa na taxa de sobrevida. No entanto, para 0s pacientes
tratados com uso de biomateriais, a quantidade de implantes usinados perdidos
foi maior do que os implantes com superficie tratada por duplo ataque acido.(40)

Khang et al. (2001) compararam implantes usinados e modificados por
duplo ataque acido. Noventa e sete pacientes e 432 implantes foram incluidos
no estudo. Ap6s 36 meses de implantacdo, o indice de sucesso obtido foi de
95% para os implantes com duplo ataque acido e 86,7% para os implantes
usinados, com diferenca estatistica correlacionada as caracteristicas da
superficie.(5).

Em 2002, Vernino et al. avaliaram o efeito da carga precoce de implantes
condicionados por acido (Osseotite® implantados em macacos. Os autores
observaram que a reducdo no tempo de cicatrizacdo de 2 para 1 més, ndo
afetou estatisticamente a quantidade de tecido 6sseo na interface osso-implante,
e que esse sucesso provavelmente deve-se a aceleragdo do processo de
cicatrizacdo decorrente da utilizacdo de implantes com superficie tratada por
duplo ataque &cido (Osseotite®).(41)

Trisi et al. (2003), avaliaram o contato osso-implante (BIC) de implantes

com duplo condicionamento acido e usinados, apds 2 meses de osseointegracéo
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na regido posterior de maxila. O tecido 6sseo ao redor da superficie
condicionada por acido se apresentou lamelar, com o osso trabecular se
projetando dentro e entre as espiras. No lado usinado, 0 0sso se apresentou
normalmente em contato com a ponta das espiras. Baseados nos resultados
histomorfométricos, os autores concluiram que, apos 2 meses de cicatriza¢do na
maxila posterior, os implantes condicionados por duplo ataque acido sao
capazes de receber carga funcional.(42)

Em 2003, Stach e Kohles avaliaram, por Meta - Analise, o indice de
sucesso de implantes usinados e condicionados por duplo ataque acido
(Osseotite®). Os dados derivados de dezoito estudos prospectivos e multicentro,
mostraram que a qualidade 6ssea parece ter grande impacto sobre os implantes
usinados, sendo que o mesmo efeito ndo é observado para os implantes
Osseotite, sendo portanto uma vantagem no sucesso a longo prazo em areas de
baixa qualidade 6ssea. (43)

Veis et al. (2004), avaliaram histologicamente a porcentagem do contato
osso implante (BIC%) da superficie Osseotite® e usinada em area enxerto 6sseo
autégeno particulado. Os implantes Osseotite foram estatisticamente superiores
aos usinados tanto na regido regenerada (p= 0,000004) como no 0sso basal (p =
0,0043), sendo seu uso considerado clinicamente relevante para os casos de

implantagdo imediata ou em areas de extracéo.(44)

5. Modificacéo pela combinacdo de Jateamento e Ataque Acido
A combinacé&o de jateamento e condicionamento tem sido uma técnica de
modificacdo de superficie bastante utilizada na ultima década. A razao para a

combinacdo dos métodos, estd no fato de que o processo de jateamento,
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hipoteticamente, propicia uma rugosidade ideal para fixacdo mecanica enquanto
0 condicionamento acido suaviza alguns picos agudos além de adicionar um
perfil de alta freqiiéncia na superficie com potencial interessante para a adesao
de proteinas, consideradas importantes para os estagios iniciais da neoformacéo
O6ssea. O primeiro estudo in vivo foi publicado por Buser et al. (1991). Eles
compararam superficies eletropolida, jateadas com condicionamento acido (SLA)
e implantes recobertos por HA com valores de Ra variando de 0,6 a 50 mm. As
superficis com jateamento+ acido, demonstram maior quantidade de contato
osso-implante, embora ndo tenha sido a mais rugosa.(9)

Em um estudo posterior, Buser et al. (1998, 1999) compararam implantes
usinados(Ra 0,15um), duplo ataque acido(Ra 1,3um) e TPS (Ra 3.1 ym) com
implantes tratados por jateamento + ataque acido (Ra 2um), instalados em
suinos. O torque de remocédo foi significativamente maior para os implantes
jateados + acido. A interpretacdo dos resultados indica que uma rugosidade
Otima existe para as superficies jateadas + atague acido ou que a micro
rugosidade adicional a superficie pode ser mais importante que a variagdo na
intensidade da rugosidade. (45-46)

Szmukler-Moncler et al. (2004) compararam implantes jateados+acido
(SLA) e usinados+ ataque acido,com a intencéo de se avaliar a influéncia do
jateamento prévio ao ataque acido. Apdés 10 semanas de implantacdo em
suinos, foi observado um torque de remocéo significativamente maior para os
SLA. A rugosidade superficial mensurada foi de Ra de 0,90 um para os
implantes usinados+ ataque acido e de Ra de 1,53 ym para SLA, sendo este
fator considerado o responsavel pela diferenca nos resultados obtidos. (47) Por

outro lado, Kawahara et al. (2006), ndo encontraram diferengas quanto a
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migragao celular, entre superficies modificadas por ataque acido (Ra 0,4 um) e
jateadas+ ataque acido (Ra 2 ym).(48-49).

Micro-implantes usinados (Ra 0.3 um) e jateados + ataque acido (Ra 0.7
pum) foram avaliados em humanos por Grassi et al. (2006). Apés 2 meses de
implantagdo (sem carregamento) os implantes com superficie jateada + ataque
acido apresentaram estatisticamente maior contato osso-implante que os
usinados.(50)

Tendéncias recentes tém sugerido para mudangas no perfil de hidrofilia
da superficie SLA. Buser et al. (2004) utilizaram implantes com superficie
jateada + ataque acido (Sa 1,16 ym) comparando a implantes com a mesma
superficie mas que, além disso, foram submersos em NaCl (Sa 1,16 ym). Maior
contato osso-implante foi encontrado apés 2 e 4 semanas, em minipigs, na

superficie hidrofilica. Ap6s 8 semanas, nenhuma diferenca foi ser observada.(2)

6. Modificacdo por Oxidacdo Anddica

Todos os implantes de titnio tém uma camada de 6xido nativa, mas
implantes oxidados sdo preparados com uma camada de 6xido mais espessa,
normalmente obtida por tratamento térmico ou com o implante colocado como
um anodo em uma célula galvanica com um eletrélito adequado. Depois de
passar corrente através da célula galvanica, a superficie de éxido cresce a partir
do estado original com espessura de cerca de 5 nm atingindo 1 pm ou mais.
Uma correlacdo positiva entre a variagdo na espessura e 0 aumento na
incorporagdo do implante e foi encontrado por Choi et al. (2006), quando
investigaram implantes anodizados preparados em diferentes tensbes. Implante

anodizado com 500 V tinha um Ra de 5,2 uym, preparado com 550 V tinha um Ra
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de 3,8 um, 300 V tinha um Ra de 0,8 ym e 400 V um Ra de 1,7 ym . Os autores
observaram maior torque de remo¢do e maior contato osso-implante para os
implantes preparados com voltagem de 500-550V, em comparacdo com 300 e
400 V.(51)

Sul et al. (2001, 2002, 2005, 2006)(52-57) e Sul (2003)(58) investigaram,
em uma série de estudos, a influéncia da quimica de superficie em relagdo aos
processos de oxidacéo utilizando diferentes acidos como eletrélitos, a fim de
aumentar a biotividade da superficie. Eletrdlitos contendo P, S, Ca e Mg,
alteraram a composi¢do quimica e a topografia. Implantes usinados foram
utilizados como controle. Os implantes quimicamente modificados demonstraram
maior torque de remocdo e maior contato osso-implante do que os controles,
especialmente as superficies reforcadas por Ca e Mg mostraram
osseointegracao significativamente maior.

Zechner et al. em 2003, compararam as caracteristicas histoldgicas e
histomorfométricas da cicatrizagdo Ossea de implantes com superficie
modificada por oxidagdo anddica, usinadas e recobertas por HA, em mini-pigs.
Os autores observaram que os implantes com superficie anodizada possuem
propriedades capazes de proporcionar resultados similares aos implantes
revestidos por HA, em regides de o0sso tipo Il a IV, porém sem reagdes adversas
na interface osso-implante.(59)

Sul et al. (2006) compararam implantes oxidados-Mg com implantes
modificados por duplo ataque acido (OSSEOQOTITE, 3i, Implant Innovation) e outro
implante oxidado (TiUnite, NobelBiocare). Depois de 3 e 6 semanas de
implantagdo em coelhos, o0s implantes oxidados Mg demonstraram

significativamente maior torque de remocdo e contato osso-implante que os
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OSSEOTITE, mas ndo houve diferenca estatistica quando comparada com
TiUnite. (53) Sul (2009) também avaliou a superficie oxidada e reforcada com
Mg, comparando-a a superficie jateada e usinada. A superficie reforcada por Mg
demonstrou maior torque de remoc¢do do que os implantes usinados apds 3 e 6
semanas, enguanto os implantes jateados foram superiores apenas apos 6
semanas em comparacao aos controles.(60)

Huang et al. (2005), avaliaram a formacgdo Ossea local e a
osseointegracdo em implantes com superficie de 6xido de titanio (TiUnite™) em
0sso tipo IV da maxila de macacos. Segundo o0s autores, 0s resultados
sugeriram que a superficie de 6xido de titanio (TiUnite™) possui caracteristica
osteocondutiva com potencial de promover um alto grau de osseointegracdo em
0sso tipo IV.(61)

Rocci et al. (2003) compararam implantes de mesmo design (Nobel
Biocare, Goteborg, Suécia) com superficie usinada Branemark e TiUnite, uma
comparacgao interessante, tendo em vista que este € um dos poucos estudos
comparando diferentes superficies, em que o desenho de implante foi 0 mesmo.
Avaliados em protocolo de carga imediata, os autores encontraram uma taxa de
sucesso significativamente maior para os implantes TiUnite em comparagdo aos
usinados.(62) Em um estudo recentemente publicado por Friberg & Jemt (2008),
a superficie TiUnite mostrou uma taxa de sobrevivéncia significativamente maior
guando comparado com os implantes usinados Branemark, em casos de um

estagio cirdrgico com 1 ano de acompanhamento.(63)
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7. Modificagao por Ablagéo a Laser

A tecnologia de ablagéo por laser para preparacéo de superficies possui
diversas aplicagbes industriais. Este processo resulta na criagdo de
microestrutura na superficie do titanio com consideravel aumento na dureza, a
resisténcia a corrosdo, um padrdo de rugosidade com alto grau de pureza e
camada de 6xido mais espessa. (64-65)

Estudos in vivo e in vitro, avaliaram o comportamento biolégico dos
implantes modificados por laser. Soboyejo et al.(66) verificaram a resposta
celular a substratos de titanio condicionados por laser, e observaram que as
estrias criadas pelo feixe de laser orientaram a adesdo de células
osteoprogenitoras e inibiram a migracdo e crescimento de fibroblastos. Frenkel
et al.(67) analisaram o efeito da ablagdo a laser em camara de titanio simulando
uma resposta O6ssea ao redor de implantes ortopédicos intramedulares e
concluiram que este tratamento de superficie pode induzir um rapido
crescimento 0sseo e a formacdo de uma interface osso-implante resistente
contribuindo para a longevidade do implante. O mesmo foi encontrado por Li et
al.(68) por meio de histologia e teste de arrancamento, sendo observado que a
formacgdo Ossea nas ranhuras criadas pela ablacdo a laser aumentou a retencéo
dos implantes.

Karacs et al.(69) compararam o torque de remocdo de implantes
usinados, jateados e jateados com posterior ablagdo a laser da superficie. Eles
observaram que o tratamento com laser depois do jateamento aumentou em
guase 50% do torque de remogao.

Hallgren et al.(70), usando laser de Nd: YAG, encontram um percentual

de contato osso-implante de 40% para os implantes modificados por laser e 32%
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para os usinados. O teste de torque de remocdo apresentou um valor médio de
52 Ncm para os implantes tratados com laser e 35 Ncm para os implantes
usinados, ap6s 12 semanas de implantacdo. Este resultado foi semelhante ao
observado no estudo de Faeda et al. (71) no qual foram comparados implantes
usinados e modificados por laser instalados em tibia de coelhos, sendo
observada por torque de remoc¢éo a superioridade dos implantes modificados por
laser apos os periodos de analise de 4, 8 e 12 semanas de implantacéo.
Comportamento semelhante foi encontrado por Cho e Jung.(72) Eles
compararam, pelo teste de torque de remocdo, implantes usinados e com
superficie modificada por laser apds 8 semanas de implantacdo. O valor do
torque de remocgdo foi de 23,58 + 3,71 Ncm para os implantes usinados e 62,57
+ 10,44 Ncm para os implantes modificados por laser.

Avaliando em humanos a superficie modificada por ablacéo a laser, Shibli
et al. (73) instalaram em maxila posterior (0sso tipo IV) micro-implantes
usinados, jateados com ataque acido e modificados por laser. Apés 8 semanas
de implantagdo, foi observada por histometria a superioridade estatistica dos
implantes jateados+acido e modificados por laser quando comparados aos
usinados, ndo havendo diferen¢a entre os modificados por laser e jateados com

posterior ataque acido.

8. Tendéncias futuras para modificagdo das superficies dos implantes
Alguns conceitos e técnicas abordadas em estudos recentes, devem ser

consideradas a fim de melhorar, tanto a curto quanto a longo prazo a

osseointegracdo de implantes de titanio. Estas dizem respeito a tendéncias

futuras nas modificagBes da rugosidade da superficie em escala nanométrica
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para promover a absor¢cdo de proteinas e adesdo celular, revestimentos
biomiméticos a base de fosfato de calcio para melhorar osteoconducédo e a
incorporacdo de medicamentos capazes de acelerar o processo de cicatrizacao

0ssea na area peri-implantar.

8.1 Rugosidade de superficie em nivel nanométrico

Atualmente, a nano-tecnologia tem se mostrado com grande potencial
para a area bioldgica, possibilitando atuar no mecanismo de interagdo entre 0s
biomateriais e tecidos.

Os eventos que se iniciam apos a inser¢do dos implantes, sdo em parte
ditados pelas biomoléculas que interagem com a superficie do material.(74)
Atualmente, a maioria dos implantes comercializados sdo moderadamente
rugosos na escala micrométrica(75); no entanto, pouca atengéo tem sido dada a
andlise de implantes com superficie nanométrica. A influencia, in vitro, da
nanoestrutura na ativacdo celular tem sido demonstrada com diferentes tipos
celulares(76), o que indica que a nanotopografia de superficie pode modular a
formacao tecidual inicial. (77)

Estudos experimentais in vitro (78-79) tém demonstrado que a adeséao de
células osteoblasticas foi maior em estruturas de escala submicrométrica mas
ndo em superficies lisas. Uma filopodia melhor desenvolvida foi observada na
adesdo inicial das células osteoblasticas sobre superficie nanométrica. Estas
estruturas nanémétricas também podem orientar as células por meio de adesao
seletiva dos osteoblastos a superficie do implante. Este processo de adesado

seletiva pode resultar na melhoria da cicatrizag&o inicial em torno do implante.
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Até entdo, sdo poucos implantes de uso clinico que tém utilizado
superficie modificada em escala nanométrica para melhorar a resposta 6ssea,
dentre estes o OsseoSpeed (Astra Tech AB). OsseoSpeed (50-100 nm) possui
superficie criada por jateamento de 6xido de titdnio, seguido por modificacdo
guimica da superficie por tratamento com acido fluoridrico.(80-81)

Ellingsen et al. (2004) compararam implantes com superficie jateadas por
Oxido de titanio, a implantes jateados e condicionados com acido fluoridrico. Eles
mostraram que, apés 3 meses, os valores de torque de remocao e contato 0Sso
implante foram significativamente mais elevados para a superficie modificada por
acido fluoridrico ap6s 1 més, bem como 3 meses de implantagdo. Com base nos
dados biomecéanicos e histomorfométricos os autores concluiram que os
implantes tratados com &acido fluoridrico conseguiram uma maior integragdo ao
0SS0 nos periodos iniciais de cicatrizagdo, quando comparados aos implantes de
tithnio modificados somente por jateamento.(82)

Resultados similares foram encontrados em um estudo de Cooper et al. (
2006) em tibia de rato. Neste estudo, implantes jateados por éxido de titanio
foram comparados com os implantes que além do jateamento, foram
condicionados por acido fluoridrico. Apds 21 dias de implantacéo,
significativamente maior porcentagens de contato osso-implante foi observado
nos implantes modificados por acido fluoridrico. Com base nos dados
histomorfométricos, os autores concluiram que os implantes com superficie trata
por &cido fluoridrico resultou em osseoconduc¢éo na interface osso-implante, com
maior formagdo 6ssea em periodo inicial de cicatrizagdo.(81)

A nanotecnologia tem provado ser um caminho de sucesso para

acrescentar conhecimento no campo de producdo e caracterizacdo de
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nanoestruturas da interface tecido-implante. Assim, a implementacdo de
nanoestruturas especificas a superficie do implante pode representar uma
alternativa para melhorar a taxa de sucesso dos implantes dentarios em casos
desfavoraveis e uma maneira de aumentar o conhecimento sobre o fendémeno da

osseointegragao.

8.2 Recobrimento quimico dos implantes por fosfato de calcio

Do ponto de vista comercial, o método de recobrimento de implantes por
CaP mais utilizado até entdo é o plasma-spray de hidroxiapatita. Apesar do
excelente potencial de osseointegragdo, este recobrimento apresenta baixa
estabilidade, o que compromete seu resultado a longo prazo. Com a intencdo de
utilizar os beneficios biolégicos dos recobrimentos por CaP, mas de maneira
mais estavel e previsivel, diferentes métodos de deposi¢éo tém sido propostos
na ultima década, entre eles, pulverizagéo, sol-gel, eletroforético, biomimético
entre outros. (83)

Pelo método biomimético, a superficie de titnio é recoberta pela
precipitagdo de fosfato de céalcio em cristais de apatita sobre a superficie de
titanio em fluidos corpéreo simulado (SBF) e temperatura ambiente. A fim de
acelerar a deposicdo do revestimento em solucdes aquosas, variagbes na
técnica podem ser adotadas.

Uma delas envolve a eletrodeposicéo de fosfato de calcio, utilizando uma
corrente elétrica, um catodo de titAnio e um anodo de platina.(84-85) Este
método eletroquimico é geralmente realizado em soluc¢des de fosfato de célcio e
acido, levando a formagdo de revestimento convertidos em apatita pela

transformacao hidrotermal. A deposicdo eletroquimica realizada em SBF
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tamponado em pH neutro pode produzir uma camada de apatita carbonatada
diretamente sobre a superficie de titanio. (86)Este método torna possivel o
controle perfeito da espessura do depédsito em todos os tipos de superficies
complexas. O tempo necessario para o recobrimento é curto e 0 processo
apresenta alta reprodutibilidade e eficacia. (87)

Outra metodologia é baseada na precipitacdo biomimética de fosfato de
célcio sobre superficies de titdnio por imersdo em SBF. Este método envolve a
nucleacdo e crescimento de cristais de apatita na superficie do implante em
temperaturas e pH fisiologico. A nucleagdo heterogénea e crescimento do P-Ca
na superficie do tithnio é iniciada pela ligagdo quimica entre nucleos
nanométricos, formando uma matriz interfacial desestruturada, estabilizada pela
presenca de ions de magnésio.(88) A estabilidade mecéanica do revestimento P-
Ca requer uma superficie de titAnio rugosa para assegurar a estabilidade
mecanica do revestimento.

Assim como a superficie OsseoSpeed com nano-topografia, a superficie
NanoTite (3i Implant Innovations), a qual é obtida pelo recobrimento do implantes
por nanoparticulas CaP com minima rugosidade, esta atualmente disponivel
para uso clinico. Essa superficie tem sido descrita como sendo criada por uma
discreta deposicdo cristalina de CaP pelo método sol-gel (DCD) com uma
cobertura de superficie de aproximadamente 50%. (89)

Dados histomorfométricos em humanos de estudo prospectivo,
randomizado, controlado, duplo-cegos sdo muito limitados. Orsini et al. (2007)
comparou implantes com superficie DCD e modificada por duplo ataque acido
(DAE) instalados na maxila posterior de humanos. Depois de um tempo de

cicatrizac8o médio de 8 + 1 semanas, a média de contato osso-implante foi de
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32% para a superficie DCD e 19% para o DAE. Essa diferenca foi
estatisticamente significativa. Os autores concluiram que o tratamento DCD
aumentou a osseoconducao da superficie do implante, durante os primeiros 2
meses apds a colocagdo do implante. Além disso, eles sugeriram que a
modificacdo da superficie por DCD pode levar a um menor periodo de
cicatrizagdo apo6s a colocagao do implante, proporcionando estabilidade precoce
minimizando micro-movimentacdes, possibilitando o carregamento precoce e a
restauragdo da fungdo em areas de baixa densidade dssea. (90)

Os resultados da Goené et al. (2007) apontam na mesma dire¢do. Em um
estudo em humanos, implantes com superficie DCD e DAE foram instalados na
regido posterior de maxila. Apés 4 semanas, ndo houve diferenga significativa
entre os implantes DCD e DAE. Apds 8-12 semanas, a média de contato 0sso-
implante foi de 45% para DCD e 18% para os implantes DAE. Concluiu-se que a
modificacdo DCD parece ter um efeito significativo no desenvolvimento de novo
tecido 0sseo ap6s a colocacdo do implante.(91) Como ambos os trabalhos
sugerem, essa superficie pode ter importancia clinica significativa para a

reabilitacdo com implantes em &reas com baixa densidade éssea.

8.3 Incorporacgao de drogas bioativas a superficie dos implantes de titanio
A superficie dos implantes dentais de titanio pode ser revestida por
agentes estimuladores da formacdo 0ssea, como os fatores de crescimento, a
fim de melhorar o processo de formagao éssea local. Membros da superfamilia
dos fatores de crescimento transformadores (TGF-B), e em particular as
proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs), TGF-B1, fatores de crescimento

derivados de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento semelhante a insulina
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(IGF-1 e 2) sdo algumas das opg¢des mais promissoras para essa finalidade.
Dados experimentais, em que as BMPs foram incorporadas a implantes
dentarios, foram obtidos a partir de uma variedade de metodologias. (92-95) O
fator limitante é que o produto ativo tem que ser liberado de forma progressiva e
ndo de uma s6 vez. Outra possibilidade pode ser a adicdo de um plasmideo
contendo o gene codificador da BMP. (96) Esta possibilidade é limitada devido a
pouca eficacia da insercdo de plasmideos nas células e a expressdo da
proteina. Além disso, a superproducdo de BMPs por células pode ndo ser
desejavel, apds o processo de cicatrizacdo 0ssea.

A superficie dos implantes também pode ser carregada com moléculas
que controlam o processo de remodelacdo d&ssea. Incorporacdo de
medicamentos anti-reabsor¢cdo 6ssea, tais como bisfosfonados, pode ser
relevante em casos clinicos de pouco suporte 6sseo, por exemplo, rebordos
alveolares muito reabsorvidos ou tecido 6sseo de baixa densidade. Ja foi
demonstrado que a incorporagdo de bisfosfonado a superficie de implantes de
titnio pode aumentar a densidade 6ssea local na regido peri-implantar. O efeito
da droga anti-reabsorgéo parece limitar-se a proximidade do implante.

Estudos experimentais in vivo demonstraram a auséncia de efeitos
negativos, mas apenas um ligeiro aumento na osseointegragdo de implantes
dentarios foi observado. (97-98) Outros estudos experimentais utilizando
implantes revestidos por plasma-spray de HA imersos em pamidronato ou
zolendronato demonstraram um aumento significativo na area de contato 6sseo.
(99-100). O principal problema reside na liberacdo constante da droga. Devido a
alta afinidade quimica dos bisfosfonados a superficie de fosfato de calcio, a

incorporagdo da droga a superficie dos implantes pode ser obtida através do
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método de recobrimento biomimético em temperatura ambiente.(100) Contudo, a
dose ideal da droga e seu efeito cumulativo € um fator critico a ser considerado,
uma vez que diversos estudos tém demonstrado a ocorréncia de necrose 0ssea

relacionada a alta concentragdo da droga no tecido 6sseo. (101)

CONCLUSAO

Existe uma enorme variedade de superficies de implantes disponiveis no
mercado, a maioria dessas com eficacia clinica comprovada (>95%). No entanto,
muitas destas ndo apresentam estudos experimentais e clinicos padronizados a
longo prazo. O papel exato da quimica e da topografia da superficie sobre os
eventos iniciais da osseointegragdo bem como sua manutencdo a longo prazo,
ainda permanece com algumas incertezas. O entendimento sobre a maneira
com que as proteinas e os diferentes tipos celulares interagem com a superficie,
parece ser o caminho para se determinas a morfologia, rugosidade ou quimica
ideal da superficie. A liberagdo controlada de drogas capazes de estimular a
formacdo Ossea ou controlar sua reabsor¢do na regido peri-implantar,
possivelmente norteardo uma nova geragdo de implantes, capazes de auxiliar

em casos de dificil resolugéo clinica.
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3  PROPOSICAO

O proposito do presente estudo foi caracterizar quimicamente e
avaliar por meio de teste biomecénico e andlise histomorfométrica, a
resposta in vivo de implantes com superficie modificada por laser e
superficie recoberta por hidroxiapatita biomimética em relacéo a implantes
de superficie usinada, instalados em tibia de coelhos apods 4, 8 e 12

semanas de cicatrizagao.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Implantes

Esse estudo utilizou trés diferentes superficies de implantes, uma
comercial, considerada controle, e as outras duas testes, sendo os implantes
utilizados (3,75mm x 10mm) provenientes de uma Unica empresa (Titanium Fix®,
AS Tecnology, Sdo José dos Campos, Brasil), tanto o comercial quanto os

utilizados para modificagao da superficie.
Os implantes testes tiveram as superficies modificadas pelo
Grupo de Biomateriais do Instituto de Quimica — UNESP — Araraquara.
Implantes avaliados:

1- Implante comercial de Ti cp e superficie usinada (Titanium Fix®) (MS)=>
48 implantes

2- Implante de Ti cp e superficie usinada (Titanium Fix®), com Tratamento
de Superficie por Feixe de Laser (LMS), realizado pelo Instituto de
Quimica de Araraquara - UNESP =» 48 implantes

3- Implante de Ti cp e superficie usinada (Titanium Fix®), com Tratamento
de Superficie por Feixe de Laser associado a posterior deposicéo de
Hidroxiapatita pelo método Biomimético e tratamento térmico (HA),
realizado pelo Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP => 48

implantes.
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4.2 Desenvolvimento das Superficies Testes:

4.2.1 Modificacdo da Superficie por Feixe de Laser Nd:YAG

Os implantes adquiridos (Titanium Fix — AS Technology, Séo
José dos Campos-SP, Brasil) foram presos em um torno rotatorio, sob um
aparelho de laser Nd:YAG (DigiLaser — DML-100, Violino 10) (Figura 1)
operando de acordo com 0s seguintes parametros: poténcia média de 90
a 100 mJ, comprimento de onda (A) igual a 1064nm, freqiéncia (v) de
pulso de 20 a 35 kHz, velocidade de varredura de 80 a 300 mm/s, espaco
entre varreduras de 0,1 a 0,2 mm/s e intervalo entre pulsos de laser de
300ns.(54) Dessa forma o feixe de laser foi projetado sobre o implante,
varrendo toda a superficie das espiras (Figura 2), obtendo-se assim uma

superficie rugosa e homogénea (Figuras 3 a 6).

FIGURA 1 FIGURA 2
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FIGURA 3 FIGURA 4

FIGURA 5 FIGURA 6

FIGURA 1- Aparelho de laser Nd:YAG (DigiLaser — DML-100, Violino 10).
FIGURA 2- Aplicagéo do feixe de laser sobre a superficie do implante.
FIGURA 3- Implante com superficie modificada por laser.

FIGURA 4- MEV da superficie do implante modificada por laser, aumento
de 500X.

FIGURA 5- MEV da superficie do implante modificada por laser, aumento
de 1.000X.

FIGURA 6- MEV da superficie do implante modificada por laser, aumento

de 10.000X.
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4.2.2 Recobrimento da Superficie pela Hidroxiapatita Biomimética

Para a obtencdo do recobrimento por Hidroxiapatita
biomimética, realizou-se previamente o tratamento da superficie do
implante por feixe de laser como descrito acima, a fim de otimizar a
nucleacdo da hidroxiapatita sobre a superficie do implante® . Para o
recobrimento biomimético, os implantes foram submetidos a tratamento
em solucdo de NaOH (5,0M) por 24 horas a 60 °C; ap0s este periodo, as
mesmas foram secas em estufa por 3 horas a 60 °C. Apés a secagem as
amostras foram imersas em de solucdo 1,5 SBF (Simulated Body Fluid)
de composicdo ibnica semelhante a do plasma sanguineo, pH 7,25,
durante 6 dias a 37 °C*® .

Depois de mantido o sistema durante 6 dias a 37°C formou-se
sobre o substrato uma camada continua e homogénea de até 15um de
espessura composta por cristalitos de hidroxiapatita (HA) biolégica muito
finos. A caracterizacdo do recobrimento por EDS demonstrou que se
tratava de wuma hidroxiapatita carbonatada, CO3-HA, de baixa
cristalinidade, muito semelhante a da HA biolégica presente no tecido
0sseo natural. Por fim as amostras foram submetidas a tratamento
térmico em forno (EDG 3P-S 1800, EDG Equipamentos) a temperatura de
800°C durante 1 hora, para a cocc¢ao da hidroxiapatita a fim de aumentar

sua resisténcia, reduzindo sua solubilidade(Figuras 7 a 10)>? .
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FIGURA 7 FIGURA 8

FIGURA 9 FIGURA 10

FIGURA 7- Implante com superficie recoberta por HA biomimética.
FIGURA 8- MEV da superficie do implante recoberta por HA biomimética,
aumento de 500X.
FIGURA 9- MEV da superficie do implante recoberta por HA biomimética,
aumento de 1.000X.
FIGURA 10- MEV da superficie do implante recoberta por HA
biomimeética, aumento de 10.000X.

Ap6s realizadas as modificagbes das superficies dos

implantes, por feixe de laser e recobrimento por hidroxiapatita
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biomimética, os implantes foram enviados para o fabricante para serem
esterilizados por radiacdo Gama assim como 0s implantes comerciais de

superficie usinada (Figuras 11 a 13).

FIGURA 11 FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 11- MEV da superficie do implante usinado com aumento de
500X.

FIGURA 12- MEV da superficie do implante usinado, aumento de 1.000X.
FIGURA 13- MEV da superficie do implante usinado, aumento de

10.000X.
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4.3 Animais e Cuidados

Este trabalho foi inicialmente submetido e aprovado (Proc.
n902/2005) pelo Comité de Experimentacdo em Animais da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP.

Foram instalados 48 implantes de cada tipo, nas tibias de 48
coelhos Nova Zelandia, com idade variando de 9 a 12 meses e pesando
em média 4 Kg. Os animais foram divididos em trés periodos de sacrificio,
correspondentes a 4, 8 e 12 semanas. Cada periodo foi composto por 16
animais, sendo que cada um recebeu dois tipos diferentes de superficie,
sendo, portanto, instalados 16 implantes de cada tipo por periodo, sendo
um destinado ao teste biomecanico e o outro a analise histomorfométrica.

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara em gaiolas individuais, com acesso ad libitum
a agua e a racdo. Foi respeitado um periodo de 20 dias para aclimatacao

dos animais nas instalacées do biotério.

4.4 Procedimentos Cirdrgicos

4.4.1 Cirurgia de instalacédo dos implantes
Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de uma
combinacdo de quetamina (Quetamina Agener®; Agener Unido S.A. -

0,35mg/kg) e xilazina (Dopaser® Laboratérios Calier S.A. Barcelona,
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Espanha- 0.5mg/kg). Apds anestesia, os animais sofreram tricotomia em
ambas as pernas, anestesia local (Scandicaine® 2%-Spécialités Sptodont,
Sain — Maur, Franca) e por meio de uma incisdo de aproximadamente
3cm as metafises tibiais foram expostas para a instalacdo dos implantes

(Figuras 14 a 17)*.

]

FIGURA 14 FIGURA 15
FIGURA 16 FIGURA 17

FIGURA 14- Localizacdo da metéfise tibial.
FIGURA 15- Anestesia local da &rea a ser operada.

FIGURA 16- Realizacdo da incisdo do peridsteo.
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FIGURA 17- Exposicéo do platd 6sseo para instalacdo do implante.

O procedimento de instalacdo do implante obedeceu a uma
sequiéncia progressiva de fresas, como descrito na literatura®** |, com
velocidade do motor reduzida a 20 rpm (Figuras 18 a 22). A sutura do
tecido muscular foi feita com fio reabsorvivel (Vycril 4-0, Johnsson &
Johnsson) e a da pele com fio de nylon (Mononylon 4-0) (Figura 23). Apos
a cirurgia os animais receberam uma dose Unica de antibidtico

(Pentabidtico®, Wyeth-Whitehall Ltda, S&o Paulo, Brasi- 0,1ml/kgl)e de

analgésico Tylenol bebé® (15 mg/Kg).

FIGURA 18 FIGURA 19 FIGURA 20

FIGURA 21 FIGURA 22 FIGURA 23
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FIGURA 18- Sequéncia de fresas utilizadas.

FIGURA 19- Realizacao de perfuracdo com fresa lanca.

FIGURA 20- Alvéolo cirurgico obtido apos preparo com fresa 3,0.

FIGURA 21-Insercdo do implante com contra-angulo redutor (16:1) a
20rpm.

FIGURA 22- Implante inserido com plataforma ao nivel 6sseo.

FIGURA 23- Sutura da éarea cirirgica em dois planos com fio Vicryl e

Mononylon.

4.5 Ensaio Biomecéanico (Artigos 1 e 2)

Apoés o periodo de osseointegracao pré-estabelecido, os animais
foram sacrificados com uma overdose letal de Quetamina (5 mg/kg)
administrada por via intramuscular.

As areas operadas foram reabertas e os e a plataforma dos
implantes expostas e um monta-implante adaptado sobre o hexagono
para que o torquimetro pudesse ser acoplado. Com o auxilio de um
torquimetro analdgico (15-BTG, Tohnich, Japan.), os implantes foram
removidos com um movimento anti-horario até que o pico maximo de
torque necessario para o rompimento da interface osso/implante fosse

obtido e registrado para cada implante removido (Figuras 24 a 27).
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11

FIGURA 24 FIGURA 25 FIGURA 26

FIGURA 27

FIGURA 24- Adaptacdo do monta-implante sobre o implante a ser
removido.

FIGURA 25- Adaptacéo do torquimetro sobre o implante.

FIGURA 26- Realizacao do torque reverso.

FIGURA 27- Verificagcao do valor de torque obtido.
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4.6 Preparacao das amostras e analise histomorfométrica (Artigo 3)

Apos o sacrificio dos animas, amostras contendo os implantes e os
tecidos circundantes foram retiradas, imersas em 4% formol neutro-
tamponado e processadas de acordo com o método descrito por Donath
& Breuner (1982)*. Os blocos foram desidratados em série crescente de
etanol (60 - 100%) e, posteriormente, infiltrados e polimerizados em
resina fotopolimerizavel (Technovit 7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH &
Co., Wehrheim, Alemanha). Os blocos contendo o implante e o tecido
0sseo foram cortados em um ponto central usando um sistema de corte e
desgaste (Exakt Apparatebeau, Hamburgo, Alemanha). As secdes finais
gue compuseram as laminas foram de aproximadamente 45 um de
espessura e corados com azul de Stevenel associado a fuccina &cida e
analisadas em um microscopio optico (DIASTAR - Leica Reichert & Jung
products, Alemanha). As avaliagbes Histomorfométricas foram realizadas
por um pesquisador treinado e calibrado, utilizando o software (UTHSCSA
ImageTool® versao 3.0 - Health Science Center - Texas University - EUA)
para analise de imagem. As porcentagens de contato osso-implante (BIC)
e de area 6ssea entre espiras (BBT) foram avaliadas separadamente para

a regido cortical e endosteal (Figuras 28 e 29).
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(b)

FIGURA 28- Analise do contato osso-implante (BIC%), (a) extenséao linear

da espira e (b) extensdo do contato osso-implante.
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(b)

FIGURA 29- Analise da area 6ssea entre espiras (BBT%),(a) area total

entre espiras e (b) area de tecido 6sseo entre as espiras.
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4.7 Analise Estatistica

Artigos 1 e 3: A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA
seguido do teste Bonferroni de compara¢cfes multiplas, e as diferencas
foram consideradas estatisticamente significantes para a=0,05.

Artigo 2: Por se tratarem de dados ndo dependentes e ndo-paramétricos,
a andlise estatistica foi realizada utilizando teste de Mann Whitney, sendo

as diferencas consideradas estatisticamente significantes para a=0,05.



5 RESULTADO

Os resultados desta Tese sdo apresentados e discutidos em trés artigos

descritos a seguir:

Artigo 1 - Faeda RS, Tavares HS, Sartori R, Guastaldi AC, Marcantonio E Jr.
Evaluation of titanium implants with surface modification by laser beam.

Biomechanical study in rabbit tibias.Braz Oral Res. 2009 Apr-Jun;23(2):137-43.

Artigo 2 - Faeda RS, Tavares HS, Sartori R, Guastaldi AC, Marcantonio E Jr.
Biological performance of chemical hydroxyapatite coating associated with
implant surface modification by laser beam: biomechanical study in rabbit tibias.

J Oral Maxillofac Surg. 2009 Aug;67(8):1706-15.

Artigo 3 - Faeda RS, Guastaldi AC, Marcantonio E Jr. Laser surface modification
of dental implants previously Biomimetic hydroxyapatite chemical coating.

Histomorphometric study in rabbits. (A ser submetido)
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Evaluation of titanium implants with
surface modification by laser beam.
Biomechanical study in rabbit tibias

Abstract: The purpose of the present study was to evaluate, using a bio-
mechanical test, the force needed to remove implants with surface modi-
fication by laser (Nd:YAG) in comparison with implants with machined
surfaces. Twenty-four rabbits received one implant with each surface
treatment in the tibia, machined surface (MS) and laser-modified surface
(LMS). After 4, 8 and 12 weeks of healing, the removal torque was mea-
sured by a torque gauge. The surfaces studied were analyzed according
to their topography, chemical composition and roughness. The average
removal torque in each period was 23.28, 24.0 and 33.85 Ncm for MS,
and 33.0, 39.87 and 54.57 Ncm for LMS, respectively. The difference
between the surfaces in all periods of evaluation was statistically signifi-
cant (p < 0.05). Surface characterization showed that a deep and regular
topography was provided by the laser conditioning, with a great quantity
of oxygen ions when compared to the MS. The surface micro-topogra-
phy analysis showed a statistical difference (p < 0.01) between the rough-
ness of the LMS (R, = 1.38 £ 0.23 um) when compared to that of the MS
(R, =0.33 £0.06 um). Based on these results, it was possible to conclude
that the LMS implants’ physical-chemical properties increased bone-im-
plant interaction when compared to the MS implants.

Descriptors: Dental implants; Lasers; Osseointegration.
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Introduction

Oral rehabilitation by means of endosseous den-
tal implants has gained importance in clinical prac-
tice. Local bone quality and systemic implications
on the oral healing condition have a direct role in
the success of dental implant therapy.!?

In order to improve both quantity and quality of
the bone-implant interface in face of adverse condi-
tions, and to accelerate the osseointegration, numer-
ous implant surface modifications have been used.?
The surface characteristics of titanium implants
have been modified by additive methods, such as ti-
tanium* and hydroxyapatite plasma spray,’ as well
as by subtractive methods, such as acid etching,®
acid etching associated with sandblasting by either
AlO, or TiO,,” and laser ablation.?%°

The laser ablation technology for surfaces prepa-
ration already has numerous industrial applications.
This process results in titanium surface microstruc-
tures with greatly increased hardness, corrosion
resistance, a high degree of purity with a standard
roughness and thicker oxide layer.®!'" Biological stud-
ies evaluating the role of titanium ablation topogra-
phy and chemical properties showed the potential of
the grooved surface to orientate osteoblast cell at-
tachment and control the direction of ingrowth.!*"13

Based on the potential of this surface treatment
to improve bone-implant interaction, the purpose of
the present study was to evaluate the influence of la-
ser surface modification on the retention of dental
implants, when compared to that of machined im-
plants.

Material and Methods
Implant surface preparation

Forty-eight commercially pure, titanium dental
implants (Titanium Fix®, AS Technology, Sao José
dos Campos, SP, Brazil) were used in this study.
The implants were 10 mm in length and 3.75 mm
in outer diameter. Twenty-four implants were left
machined (as received from the manufacturer), and
served as controls (machined - MS). The remaining
24 implants had their surface modified by a laser
ablation process (laser modified surface - LMS).

The implants were taken directly from the sterile
package, without any additional preparation prior
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to laser treatment.

The laser treatment was carried out with
1,064 nm wavelength (1) irradiation, at a pulse fre-
quency of 20 to 35 kHz (v), scanning speed ranging
between 80 and 300 mm/s, scanning space from 0.1
to 0.2 mm/s, laser pulses interval between 300 ns,
and energy from 90 to 100 m]/pulse using a pulsed
Nd:YAG laser (DigiLaser — DML-100, Violino 10;
Laservall®, Sesto Calende, Valencia, Italy). After
treatment, the implants were sent to the manufac-
turer (AS Technology, Sio José dos Campos, SP,
Brazil) to be cleaned, sterilized and packaged.

Surface characterization

Topographic evaluation was performed under
SEM (LEO 440 — Zeiss, Oberkochen, Germany) to
compare the surface morphology of laser-treated
versus machined implants. To evaluate the surfaces
chemical composition, an energy dispersive analy-
sis of X-ray spectroscopy (EDS — LEO 440, Zeiss,
Oberkochen, Germany) was used.

The average roughness R, (the arithmetic mean
of the sampling area roughness, measured in um) of
each surface was analyzed using a digital profilom-
eter (Mitutoyo SJ-301, Mitutoyo Sul Americana
Ltda., Suzano, SP, Brazil).

Animal selection

Twenty-four New Zealand white rabbits, 9 to
12 months old (3,500 to 4,500 g), were used in the
study. The animals were kept in individual cages,
fed with a standard laboratory diet, and given tap
water ad libitum. The experiment was approved by
the Animal Experimentation Committee, School of
Dentistry of Araraquara, Araraquara, SP, Brazil.

Experimental design

A total of 48 implants (3.75 x 10 mm), 24 of each
kind of surface treatment, were placed in the rabbit
tibias (24 animals), and evaluated after 4, 8 and 12
weeks of healing.

Surgical procedures

The animals were anesthetized through intra-
muscular injection of a combination of ketamine
(Ketamina Agener®; Agener Unido Ltda., Sio Pau-
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lo, SP, Brazil) (0.35 mg/kg of body weight) and xy-
lazine (Rompum® Bayer S.A. Sdo Paulo, SP, Brazil)
(0.5 mg/kg of body weight). The region of the tibial
metaphysis was cleaned with iodine surgical soap.
Incisions of approximately 3 cm in length were per-
formed bilaterally on the internal side of the hind
leg, just below the knee. After dissection, the bone
surface of the tibial metaphysis was exposed. Bicor-
tical implant beds were prepared using a progressive
sequence of spiral drills under saline cooling. One
implant (10 mm in length and 3.75 mm in diame-
ter) of each kind of surface treatment was placed in
each tibia near the knee joint. The soft tissues were
sutured in separate layers and the animals received
postoperatively a single intramuscular dose of anti-
biotic (Pentabiético Pequeno Porte — Fort Dodge®,
Campinas, SP, Brazil) (0.1 ml/kg of body weight).

Removal torque test

The animals were killed according to the experi-
mental periods (4, 8 and 12 weeks) with an intra-
muscular lethal dose of 30% chloral hydrate (2 ml/
kg). After implant exposure, a specially designed key
was connected to both the implant and the manual
torque gauge manometer (15-BTG, Tohnichi, To-
kyo, Japan). An anti-clockwise movement was per-
formed to remove the implant. The maximal torque
value for breakage of bone-implant interaction was
measured in Newton centimeters (N cm). No forces
were applied in the vertical direction so as to avoid
alterations in the data.

Statistical analysis

The values of the removal torque were parametric
(tested by the Shapiro-Wilk test), and the analysis of
the differences between the groups and the different
experimental periods in the same group were test-
ed by the ANOVA test, followed by the Bonferroni
multiple comparison test (p < 0.05). The roughness
analysis was evaluated by the z-test.

Results
Topographic (SEM) and chemical (EDS)
evaluation

Scanning electron micrographs of the laser-
treated and machined surfaces demonstrated micro-

scopic differences in the surface topography. SEM
surfaces are seen in Figures 1-4. Laser etching cre-
ated a deep and regular morphological pattern with
small pores, while the machined treatment created
the typical microscopically grooved and relatively
smooth surface characteristic.

The surface micro-topography analysis showed a
statistical difference (p < 0.01) between the rough-
ness of the LMS (R, = 1.38 £ 0.23 um) and that of
the MS (R, = 0.33 £ 0.06 um).

The EDS analysis showed no contamination on
the machined implants, whereas the same condition
was observed on the laser-treated implants; on the
latter, the presence of a great amount of oxygen on
the surface from the melting and fast cooling pro-
cess that occurs after surface irradiation was also
detected (Graphs 1-2).

Removal torque measurements

In general, the animals presented no distur-
bances in soft tissue healing or tibia fractures. The
torque measurement yielded statistically significant
differences between the machined and the laser-
etched group (p < 0.05) in all periods of evaluation.
The mean and standard deviation of removal torque
by group and time period of evaluation are summa-
rized in Table 1.

The highest removal torque corresponded to the
laser modified implants, while the lowest was dem-
onstrated by the machined implants (Graph 3).

Discussion

The resistance of implants to removal torque has
been correlated with the degree of bone in contact
with the implant by several studies,'*'¢ which asso-
ciated the changes in the biomechanical characteris-
tics of the interface to the dynamics of bone healing
and remodeling process.””?° Although an histologi-
cal analysis, as the “gold-standard” evaluation pro-
cedure for osseointegration, allows visualization of
the bone-implant interface, undecalcified histology
is able to provide just few sections of each specimen,
usually no more than two, to be representative of
the implant. Furthermore, an analysis by removal
torque, even though in an indirect way, allows a
three-dimensional evaluation of the bone-implant
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Figure 2 - SEM micrographs of the implants after laser

Figure 1 - SEM micrographs of the implants after laser
treatment, with original magnification of 5,000 X.

treatment, with original magnification of 500 X.

Figure 4 - SEM micrographs of the implants with machined

Figure 3 - SEM micrographs of the implants with machined
surface, original magnification of 5,000 X.

surface, original magnification of 500 X.
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Graph 2 - EDS andlysis of a laser-treated implant showing

Graph 1 - EDS analysis of a machined surface with pre-
a clean surface with Ti and O peaks.

dominantly Ti peaks.
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Table 1 - Mean and Standard Deviation (SD) of removal
torque (Ncm) by group and time period.

Parierks Surfaces Evaluated
(Weeks) MS LMS P value
4 23.28 + 4.46 33.0 £ 58 < 0.05*
8 24.0 +6.34 39.87+ 9.58 < 0.05*
12 33.85+6.28 5457 +£17.73 < 0.05*

*significant difference at P < 0.05, ANOVA - Bonferroni test.

interface in the whole implant perimeter, and is con-
sidered in the literature as an important tool for the
evaluation of the osseointegration process.?0->*

The present study showed that the laser-treated
group achieved higher removal torque values when
compared to the machined control group. Moreover,
the results suggest that the machined implants had a
time-dependant anchorage, while the laser-treated
implants had an acceleration of this process. Thus,
it is possible that the stronger bone integration with
laser grooved surfaces observed in the current study
is not only due to a rougher surface, but may also be
due to a more favorable surface chemistry than that
of the machined surface.

Through the SEM analysis, it could be observed
that the titanium laser ablation resulted in a very
complex surface morphology, enlarging the bone-
implant contact interface. The EDS showed that the
laser ablation kept the surface purity with a great
amount of oxygen, probably due to an increase in
the thickness of the surface oxide layer, as already
reported,'®?* favoring bone integration.

The implant surface properties have a direct role
in osteogenesis at the bone-implant interface, influ-
encing a series of coordinated events, including pro-
tein adsorption, cell proliferation, and bone tissue
deposition.26-28

Some in-vivo and in-vitro experiments evalu-
ated the biological comportment of laser modified
implants. Soboyejo et al.’* (2002) evaluating the cel-
lular response of laser grooved titanium substrates
observed that this surface orientated bone cells at-
tachment and inhibited fibroblast growth and mi-
gration. Frenkel er al.'> (2002) analyzed the effect
of laser grooves in a chamber simulating an intra-
medullary bone response around joint implants and
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Graph 3 - Distribution of removal torque values (Ncm) for
MS and LMS according fo the experimental periods (weeks).
*significant difference at P < 0.05, ANOVA - Bonferroni fest.

concluded that this surface treatment may induce
rapid ingrowth and a strong bone-implant interface,
contributing to implant longevity. The same was ob-
served by Li e al.?’ (1997) by means of an histologic
evaluation and a push-out test. They observed that
the bone formation into the grooves increased the
retention of the implants.

The removal torque values obtained in this study
are consistent with the results from previous studies,
which have shown a significant increase in bone re-
tention of implants with laser surface modification.
Karacs et al.’® (2003) compared the removal torque
of implants with machined, sand-blasted and sand-
blasted associated to laser ablation surfaces. They
observed that the laser treatment after sand-blasting
increased removal torque by almost 50%.

Hallgren et al.’ (2003), using a Nd:YAG laser,
found a bone-implant contact percentage of 40%
for the laser-modified implants and 32% for the
machined ones. The removal torque test showed
a mean value of 52 Ncm for the laser-treated im-
plants and 35 Ncm for the machined implants after
12 weeks of healing. These values were similar to
those observed in the present study (54.57 Necm and
33.85 Ncm, respectively), using the same kind of la-
ser. Similar comportment was found by Cho, Jung?
(2003). They compared, by the removal torque test,
the implants with machined and laser-modified sur-
faces after 8 weeks of implantation. The removal
torque value was 23.58 £ 3.71 Ncm for the ma-
chined implants and 62.57 + 10.44 Ncm for the la-
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ser-modified implants.

As observed and described by different studies,
laser treatment seems to be a promising method for
dental implant surface modification, producing a
surface pattern with important properties for osseo-
integration, thus improving bone-implant retention,
and resulting in a better and faster integration when
compared to controls.

Conclusion
Within the limitations of the present study, the
results show that the implants with surfaces modi-
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DENTAL IMPLANTS

Biological Performance of Chemical
Hydroxyapatite Coating Associated With
Implant Surface Modification by Laser Beam:
Biomechanical Study in Rabbit Tibias

Rafael S. Faeda, DDS, MS,* Hewerson S. Tavares, DDS, MS,}
Rafael Sartori, DDS, MS,f Antonio C. Guastaldi, MS, PbD,f and
Elcio Marcantonio Jr, DDS, PhD, MS||

Purpose: Considering the potential of the association between laser ablation and smaller scale hy-
droxyapatite (HA) coatings to create a stable and bioactive surface on titanium dental implants, the aim
of the present study was to determine, by the removal torque test, the effects of a surface treatment
created by laser-ablation (Nd:YAG) and, later, thin deposition of HA particles by a chemical process,
compared to implants with only laser-ablation and implants with machined surfaces.

Materials and Methods: Forty-eight rabbits received 1 implant by tibia of the following surfaces:
machined surface (MS), laser-modified surface (LMS), and biomimetic hydroxiapatite coated surface
(HA). After 4, 8, and 12 weeks of healing, the removal torque was measured by a torque gauge. The
surfaces studied were analyzed according to their topography, chemical composition, and roughness.

Results: Average removal torque in each period was 23.28, 24.0, and 33.85 Ncm to MS, 33.0, 39.87, and
54.57 Ncm to LMS, and 55.42, 63.71 and 64.0 Ncm to HA. The difference was statistically significant
(P < .05) between the LMS-MS and HA-MS surfaces in all periods of evaluation, and between LMS-HA
to 4 and 8 weeks of healing. The surface characterization showed a deep, rough, and regular

topography provided by the laser conditioning, that was followed by the HA coating.

Conclusions: Based on these results, it was possible to conclude that the implants with laser surface
modification associated with HA biomimetic coating can shorten the implant healing period by the
increase of bone implant interaction during the first 2 months after implant placement.

© 2009 American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons

J Oral Maxillofac Surg 67:1706-1715, 2009

Longitudinal and histological data indicate that the
success rates for endosseous implants vary according
to bone quality and systemic conditions."

To improve quantity and quality of the bone-
implant interface under these adverse conditions and to
decrease treatment time frames by decreasing the heal-
ing period for osseointegration establishment, numer-
ous implant surface modifications have been used.*?

The implant surface is the first part of the implant that
interacts with the host. Significant attention has been

paid toward increasing the biocompatibility and osteo-
conductivity of implant surfaces. Surface texture and
chemistry modification methods (titanium®> and hy-
droxyapatite [HA] plasma spray,®’ acid etching,®®
acid etching associated with sandblasting by alumi-
num dioxide or titanium dioxide [TiO,],”'® and laser
ablation®'"'?) have been successful in increasing the
host response and consequently bone-to-implant con-
tact and bone mechanical properties at early implan-
tation times.'>'*
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Many studies have described that increasing implant
surface roughness positively influences the host re-
sponse to endosseous implants. > 14 Therefore, the most
recent studies designed to improve the host response to
endosseous implants have added surface chemistry
changes to rough surfaces."'> Many investigators have
correlated the fast osseointegration of the apatite-coated
implants to the ability of calcium phosphate coatings to
adsorb proteins. It has been observed that proteins
would initially be adsorbed from the bodily fluid onto
the surface and thus influence subsequent cellular func-
tions (such as cell proliferation, deposition of calcium-
containing mineral deposits, etc). The binding of fibrin-
ogen, for example, would lead to increased fibrin
binding to the implant surface resulting in an earlier
establishment of the 3-dimensional matrix through
which osteogenic cells have to migrate to reach the
implant surface.'®'®

Surface chemistry modifications by the incorpora-
tion of calcium (Ca) and phosphorus (P) ions onto the
implant through various manufacturing processes
(ion sputtering, plasma spray, sol gel, electrolysis, and
biomimetic methods) have been investigated in re-
cent decades.'”?' These studies have shown that HA-
coated implants present higher degrees of osteoconduc-
tivity, attaining higher degrees of fixation at earlier

1707

osseointegration times compared with uncoated im-
plants, with plasma-sprayed HA being the most commer-
cially available bioactive coating.'®**2°

Although the integration of plasma-sprayed HA-
coated implants occurs faster than uncoated implants,
studies have shown that these coatings may be par-
tially dissolved/resorbed after long periods of func-
tion.?*?> In addition, the plasma-sprayed technique
does not allow accurate control of the chemical com-
position and crystallographic structure of the coating,
being mechanically and chemically unstable and
bonding weakly to the substrate.'®?? This interface
between titanium oxide (TiO) and the apatite coating
has been regarded as a weak link, where adhesive
failures have been reported to occur during implant
placement and function.?®?’

In an attempt to benefit from the increased osteo-
conduction observed in Ca- and P-based coatings,
smaller-scale apatite coatings have been developed
for implant surfaces through various processing tech-
niques.'”*® These smaller-scale bioceramic surface
modifications are often applied in much thinner coat-
ings (a few micrometers) compared with plasma-
sprayed HA coatings.''>!":?8

The main advantages associated with HA chemical
deposition on the surface include controlled composi-

FIGURE 1. SEM micrographs of implants with machined surface; original magpnifications A, X500, B, 1,000, C, 5,000, and D, % 10,000.
Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification. ] Oral Maxillofac Surg 2009.
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tion and thickness, enhanced adhesion to the metallic
substrate, and surface topography known to increase
the hostto-implant response at early osseointegration
times."!>192628 Therefore, the possibility of having a
close and stable bone-implant contact mediated by the
apatite layer may be an advantage presented by bioce-
ramic thin films compared with thicker plasma-sprayed
HA coatings.”®

The strong bone-implant bonding, mediated by the
HA layer, requires a reliable chemical link between
the coating and the Ti implant surface. The TiO, layer
formed on the Ti commercially pure (cp) implant
surface has the ability to improve the bonding
strength due to the high chemical affinity of TiO, with
respect to HA and Ti.?* A method used to increase the
thickness of the TiO layer is laser ablation. The laser
beam increases the titanium surface temperature to
the melting point followed by a fast cooling that
results in unique microstructures with greatly in-
creased hardness and corrosion resistance, a high
degree of purity, standard roughness, and a thick TiO
layer'S,ll,IZ

When TiO, is exposed to body fluids, it loses pro-
tons and negative TiO groups are formed. These neg-
ative sites attract Ca®>" ions from the body fluid that

HYDROXYAPATITE AND IMPLANT SURFACE MODIFICATION

bond to the surface.® A layer of Ca®>" ions becomes
slightly positively charged and attracts negatively
charged P ions, which bond to the surface, and a
metastable phase of CaP is formed.>" This biochemi-
cal process allows a stable HA coating layer strongly
bonded to the Ti implant surface to be obtained.

Considering the potential of the association be-
tween laser ablation and HA thin-layer coatings to
create a nice bioactive environment on Ti dental
implants, the aim of the present study was to de-
termine, by the removal torque test, the effects of a
surface treatment created by laser ablation and then
with a thin deposition of HA particles by a chemical
process and then compare them with the implants
with only laser ablation and implants with ma-
chined surfaces.

Materials and Methods
IMPLANT SURFACE PREPARATION

Seventy-two commercially pure, Ti dental implants
(Titanium Fix, AS Technology, San Jose dos Campos,
Sdo Paulo, Brazil) were used in this study. The im-
plants were 10 mm long and 3.75 mm in outer dia-

FIGURE 2. SEM micrographs of implants after laser treatment; original magnifications A, X500, B, 1,000, C, 5,000, and D, %10,000.
Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification. ] Oral Maxillofac Surg 2009.
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meter. Twenty-four implants were left machined (as
received from the manufacturer) as controls (ma-
chined surface [MS]), and the remaining 48 implants
had the surface modified by a laser ablation process
(laser-modified surface [LMS)).

Laser Surface Modification

The implants were taken directly from the sterile
package, without any additional preparation before laser
treatment. The laser treatment was carried out at a
1,064-nm wavelength ()) irradiation, pulse frequency of
20 to 35 kHz (), scanning speed of 80 to 300 mm/s,
scanning space of 0.1 to 0.2 mmy/s, laser pulse interval of
300 ns, and energy of 90 to 100 mJ/pulse using a pulsed
Nd:YAG laser (DigiLaser, DML-100, Violino 10; Laservall,
Sesto Calende, Valencia, Ita.ly).32

Chemical HA Coating

To coat the implants with HA, the implants were
previously prepared by laser ablation, as described
above, to create a complex surface morphology and
optimize the HA nucleation on the implant sur-
face.>>333 Then, to the chemical coating, the im-
plants were subjected to a treatment of 5 mol/L NaOH
solution at 60°C for 24 hours and to a subsequent heat
treatment at 600°C for 1 hour. After this, the samples
were immersed in a sodium silicate solution for 24
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hours at 37°C. Subsequently, the implants were
treated with a simulated body fluid (SBF) solution for
24 hours at 37°C, for the slow and organized nucle-
ation of apatite on the implant surface. After this, the
implants were immersed for 6 days at 37°C in a
solution 1.5 M SBF for the growth of HA. The SBF
solution was refreshed every 24 hours. After the im-
plant coating, implants were heat treated at 800°C at
a heating rate of 5°C/min per hour, being subse-
quently slowly cooled inside the oven.*

After treatments, the implants were sent to the
manufacturer (AS Technology) to be cleaned, steril-
ized, and packaged.

SURFACE CHARACTERIZATION

Topographic evaluation was performed under scan-
ning electron microscopy (LEO 440) to compare the
surface morphology of laser-treated, chemical HA
coating and machined implants. To evaluate the sur-
face chemical composition, an energy dispersive anal-
ysis of x-ray spectroscopy (EDS; LEO 440) was used.

Average roughness R, (arithmetic mean of sampling
area roughness, measured in micrometers) of each
surface was analyzed using a digital profilometer (Mi-
tutoyo SJ-301).

FIGURE 3. SEM micrographs of implants with HA coating; original magnifications A, %500, B, X 1,000, C, x5,000, and D, x10,000.
Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification. ] Oral Maxillofac Surg 2009.
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ANIMAL SELECTION

Forty-eight New Zealand white rabbits, 9 to 12
months old (3,500 to 4,500 g), were used in the study.
The animals were kept in individual cages, fed a stan-
dard laboratory diet, and given tap water ad libitum. The
experiment was approved by the animal experimenta-
tion committee of Araraquara Dental School, Sao Paulo.

EXPERIMENTAL DESIGN

Seventy-two implants (3.75 X 10 mm), 24 on each
surface, were placed in the rabbit tibias (48 animals)
and evaluated after 4, 8, and 12 weeks of healing.

SURGICAL PROCEDURES

The animals were anesthetized through intramus-
cular injection of a combination of ketamine (0.35
mg/kg of body weight) and xylazine (0.5 mg/kg of
body weight). The region of the tibial metaphysis was
cleaned with iodine surgical soap. Incisions approxi-
mately 3 cm in length were performed bilaterally at
the internal side of the hind leg, just below the knee.
After dissection, the bone surface of the tibial metaph-
ysis was exposed. Bicortical implant beds were pre-
pared using a progressive sequence of spiral drills
under saline cooling. One implant (10 mm in length
and 3.75 mm in diameter) of each surface was placed
in each tibia near the knee joint. Soft tissues were
sutured in separate layers and the animals postopera-
tively received a single intramuscular dose of antibi-
otic (0.1 mL/kg of body weight).

REMOVAL TORQUE TEST

Animals were killed according to the experimental
periods (4, 8, and 12 weeks) with an intramuscular
lethal dose of 30% chloral hydrate (2 mL/kg). After
implant exposure, a specially designed key was con-
nected to the implant and the manual torque gauge
manometer (15-BTG, Tohnichi, Japan). An anticlock-
wise movement was performed to remove the im-
plant. The maximal torque value for breakage of
bone-implant interaction was measured in Newton
centimeters. No forces were applied in the vertical
direction to avoid alterations in the data.

SURFACE ANALYSIS OF TORQUED IMPLANTS

After the removal torque test, the implants corre-
sponding to the 8-week period were completely re-
moved from the tibias, cleaned in 4% neutral-buffered
formaldehyde solution for 10 minutes, dehydrated
using ascending series of alcohols, and dried. The
implant surfaces were observed by scanning electron
microscopy for failure analysis.

STATISTICAL ANALYSIS

Analysis of the removal torque among groups and
different experimental periods in the same group were

HYDROXYAPATITE AND IMPLANT SURFACE MODIFICATION

tested by nonparametric Mann-Whitney U test (P <
.05), and roughness analysis was evaluated by ¢ test.

Results

TOPOGRAPHIC (SEM) AND CHEMICAL
(EDS) EVALUATIONS

Scanning electron microscopy of the laser-treated,
chemical HA-coated, and machined surfaces demon-
strated microscopic differences on the surface topog-
raphy. Scanning electron microscopic (SEM) surfaces
are shown in Figures 1 to 3. Laser etching created a
deep and regular morphologic pattern with small
pores. The HA coating was deposited on the surface
following the morphology created by the laser etch-
ing, whereas the machining process created the typ-
ical microscopically grooved and relatively smooth
surface characteristic.

A cross-sectional SEM view of an HA-coated implant
showed the presence of a “hybrid layer” (3 to 8 um).
This region was formed by the Ti laser-modified layer
and the HA coating (Fig 4).

Surface microtopographic analysis showed a statis-
tical difference (P < .01) of the roughness of the MS

FIGURE 4. Cross-sectional SEM micrographs of HA-coated im-
plants; original magnifications A, X750 and B, x5,000.

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.
J Oral Maxillofac Surg 2009.
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(R, = 0.33 £ 0.06 um) compared with the LMS (R, =
1.38 £ 0.23 um) and HA (R, = 1.26 = 0.14 um). The
comparison between LMS and HA showed no statisti-
cal difference (P < .05).

The EDS analysis showed no contamination on the
machined implants, and the same condition was ob-
served on the laser-treated implants. On the latter, the
presence of a large amount of oxygen on the surface
from the melting and fast-cooling process that occurs
after surface irradiation was also detected. The chem-
ical HA-coated implants maintained the characteris-
tics provided by the previous laser treatment, and the
presence of CaP obtained by the CaP chemical depo-
sition also was detected (Fig 5).

The surface chemical composition from EDS analy-
sis is presented in Table 1.

Table 1. IMPLANT SURFACE CHEMICAL
COMPOSITION FROM EDS ANALYSIS

Chemical Elements (%)

Evaluated Surfaces Ti [¢) Ca r
LMS 83.60 16.40 0.0 .0
MS 90.19 9.81 0.0 .0
HA 62.64 34.52 2.55 .29

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.
J Oral Maxillofac Surg 2009.

FIGURE 5. EDS analysis of A, machined surface with predomi-
nantly Ti peaks, B, laser-treated implant showing a clean surface
with Ti and O peaks, and C, HA-coated implants presenting Ca and
P peaks.

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.
J Oral Maxillofac Surg 2009.

REMOVAL TORQUE MEASUREMENTS

In general, the animals presented no disturbances in
soft tissue healing or tibia fractures. There was no de-
tection of any alteration on the surfaces during the
implant insertion or removal processes, being observed
by the clinical integrity of the HA coating even after the

removal of the implants by the removal torque test.

The torque measurement yielded statistically signif-
icant differences (P < .05) among the machined,
laser-etched, and chemical HA-coated groups in all
periods of evaluation. The mean and standard devia-
tion of removal torque by group and period of evalu-

ation are summarized in Table 2.

The highest removal torque corresponded to the
HA-coated implants, whereas the lowest was demon-

strated by the machined implants (Fig 6).

SURFACE ANALYSIS OF TORQUED IMPLANTS

Under SEM observation, a considerably thick quan-
tity of attached bone was observed on the surfaces of
HA-coated implants, indicating that fracture had often
occurred in the bone (Fig 7). A similar aspect was
observed on the laser-treated surface, with a thin layer
of bone covering the implant (Fig 8). In contrast, a
very limited quantity of attached bone was observed
on the machined implant surfaces (Fig 9) after thor-

ough cleaning in formaldehyde solution.
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Table 2. MEAN + SD OF TORQUE REMOVAL (NEWTON CENTIMETERS) BY GROUP AND PERIOD

Evaluated Surfaces

Periods (wk) MS

LMS

HA P Value

4 23.28 = 4.46"

8 24.0 = 6.34"

12 33.85 = 6.28"

33.0 +5.8°

39.87 + 9.58

54.57 = 17.73°

12.86°¢ .0065 a vs b
.0092 a vs ¢
.0032 b vsc
.0023 avsb
.0012 avs c
.0055 b vs ¢
.0298 avs b
.0038 avs ¢
2976 b vs ¢

55.42 =
63.71 £ 14.79¢

64.0 + 18.05"¢

Different superscript letters indicate statistical difference at P < .05, Mann-Whitney U test.

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification. | Oral Maxillofac Surg 2009.

These results indicate that active bone apposition
with strong attachment was achieved on the surfaces of
HA- and laser-treated implants, which may be the reason
for the higher removal torque value. No signs of surface
alteration after removal torque testing were found on
the surfaces of the experimental or control implants.
The torqued HA-coated implants showed the original
surface structures (Fig 9), indicating that the HA layer
has relatively good mechanical properties including
coating adhesion and mechanical strength.

Discussion

The resistance of implants to removal torque has
been used in several animal studies to evaluate os-
seointegration.>>>” This resistance can be correlated
to the degree of physicochemical interaction be-
tween mineralized bone and the implant surface.?”*®
Thus, the implant removal torque is influenced by the
adjacent mechanical bone properties, in quality and
quantity, and the degree of bone-implant contact.®”*°
Under healthy conditions, bone remodeling occurs
progressively, increasing the degree of bone-implant
contact and consequently increasing the torque
needed to remove the implant.>>%°

FIGURE 6. Mean of removal torque (Newton centimeters) for MS,
LMS, and HA according to experimental period (weeks).

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.
J Oral Maxillofac Surg 2009.

The present study showed that HA implants
achieved statistically higher removal torque values
compared with the laser-treated and machined con-
trol group at the initial periods of healing (4 and 8
weeks) and this difference continued with the ma-
chined implants up to 12 weeks.

These results are probably related to the association
between HA chemical deposition and Ti laser treat-
ment, which induces, through a biochemical process,
the HA-coating nucleation and growth into its porous
structure.

The laser beam increases the Ti surface temperature
to the melting point followed by a fast cooling, resulting
in standard roughness microstructures and a thick TiO
layer. The TiO, formed on this Ti cp surface has the
ability to improve apatite bonding strength due to the
high chemical affinity between TiO, and HA.*’

When exposed to SBF, OH groups are adsorbed by Ti
ions in the oxide layer.>* The TiO, loses protons and
negative TiO groups are formed. These negative sites
attract Ca>" ions from the body fluid that bond to the
surface.’® A layer of amorphous Ca titanate is then
formed and the surface becomes slightly positively
charged as the layer grows due to the Ca®*" ions. It
will then attract negatively charged P ions, which
bond to the surface, and a metastable phase of CaP is
formed. This layer is then crystalized into bonelike HA
because it is thermodynamically more favorable for
the amorphous CaP to adopt a crystalline structure in
a wet environment.?*>!

This rough surface coated by the HA layer may act by
encouraging bony ingrowth into its porous structure,
providing a mechanical fixation beyond bone chemical
bonding of the implant to the surrounding bone.*!*?
The stability of this interface could be seen by the SEM
analysis of the retrieved HA implants, which showed,
even after higher removal torque forces, fracture of the
surrounding bone and not the bone-implant or implant-
coated interfaces.
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The stronger HA-implant bonding could provide
long-term bone-implant fixation attained by chemical
integration through the apatite layer. In contrast, ab-
sence of any chemical link between the plasma-
sprayed HA and the Ti substrate leads to a limited
adhesion between the coating and the implant.*'

Plasma spray has been the usual technique for the dep-
osition of the coatings because it has a good bone re-
sponse. However, there is concern about the mechanical
and chemical integrity of the coatings, partly because of
their low adherence to the substrate, great thickness, low
density, phase compositions that may not be controllable
during the deposition process, and concern over the suc-
cess rate regarding long-term stability.?"*!3

Although the HA plasma-spray implant coating is ob-
tained with a thickness of 20 to 50 um>*?® and a bond-
ing strength of 7 to 20 MPa,'>** the chemical apatite
coatings are obtained in thin layers (50 nm to 10
um)'*#* through a low-temperature process that de-
creases the risk of coating flake-off, resulting in a high
bonding strength (35 to 70 MPa)'’ to the implant
surface.

Previous research about bioactive surface treatments
on micrometer'® and nanometer"*> scales have shown
static histomorphometric and biomechanical results
at short'>?*%> and long'® implantation times that are
higher than those for uncoated implants and some-

FIGURE 7. SEM images of torqued HA-coated implants; magnifi-
cations A, X500, B, x 1,000, and C, x3,000.

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.

J Oral Maxillofac Surg 2009.

what comparable to those of thick plasma-sprayed
HA-coated implants,2%4>+4¢

In the present experimental study, it was clear that
HA coating, associated with the laser treatment sur-
face morphology, was important to bone tissue re-
sponse, as reported by other investigations.®'*3%3?

Some studies have shown the effect of the nano
roughness on improving osseointegration."*> In the
present study it was observed that laser ablation sig-
nificantly increased the roughness of the implant sur-
face because the HA implants (R, = 1.26 = 0.14 pm)
are rougher than implants coated by HA plasma spray
R, = 1.06 = 0.21 p,m).43 Also, the roughness and
MEV analysis showed no statistical difference be-
tween LMS and HA implant (R, = 1.38 = 0.23 um and
R, = 1.26 * 0.14 um, respectively) surface morphol-
ogy. Because surface roughness was similar for the
LMS and HA surfaces, the removal torque value differ-
ences between LMS and HA are probably due to the
HA implant surface chemistry.

Based on studies in the literature that have described
the relatively low shear and fatigue strengths of some
CaP-based ceramics coatings and their delayed solu-
bility*”#® and resorption'® during function, we believe
that further studies are needed to demonstrate the be-
havior of these implant surfaces in osseointegration and
stability during function and peri-implant disease. Also,
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considering the low costs and viability to large-scale
production, these methods of Ti surface bioactivity
modification should be considered, with great clinical
applicability in dentistry and orthopedics.

Within the limitations of the present study, the bio-
mechanical data suggested that the implants with laser
surface modification associated with HA chemical coat-
ing can shorten the implant healing period by the in-
crease of bone-implant interaction during the first 2
months after implant placement. Further studies will be
done to demonstrate the behavior of these implant sur-

FIGURE 8. SEM images of torqued lasertreated implants; magni-
fications A, X500, B, x1,000, and C, x3,000.

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.
J Oral Maxillofac Surg 2009.
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FIGURE 9. SEM images of torqued machined implants; magnifi-
cations A, X500, B, x 1,000, and C, x3,000.

Faeda et al. Hydroxyapatite and Implant Surface Modification.
J Oral Maxillofac Surg 2009.

faces in osseointegration under histomorphometric anal-
ysis.
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Laser surface modification of dental implants previously Biomimetic
hydroxyapatite chemical coating. Histomorphometric study in

rabbits.

ABSTRACT

Purpose: Considering the great biological potential of the association
between laser ablation and hydroxyapatite thin layer coatings to create an
interesting bioactive environment on titanium dental implants, the aim of
the present study was to investigate, by histomorphometrical analysis, the
histological effects of a surface treatment created by laser-ablation
(Nd:YAG) and, later, thin deposition of HA particles by a chemical process
compared to implants with only laser-ablation and implants with machined
surfaces.

Materials and Methods: Forty-eight rabbits received one implant by tibiae
of the following surfaces: Machined surface (MS), laser-modified surface
(LMS) and biomimetic hydroxiapatite coated surface (HA). After 4, 8 and
12 weeks of healing, the implants and surrounding bone were removed
and prepared by a calcified histological process. The percentage of bone-
to-implant contact (BIC) and the bone area formed between the threads
(BBT) were evaluated separately to the cortical and endosteal region.
Results: Average BIC percentage in the cortical region was significantly
higher (P<0.001) on the LMS and HA implants, compared with MS ones
for all periods of healing, having no statistical differences between LMS

and HA. When compared in the endosteal area, the LMS and HA implants
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showed statistically higher (P<0.01) BIC percentage values than MS at the
initial periods of healing (LMS after 4 weeks and HA after 4 and 8 weeks,
respectively). The LMS and HA implants showed similar mean values in all
evaluated periods in the cortical region, but a tendency of higher mean
values for HA in the endosteal region was observed in all periods of the
study. For the BBT% in the cortical region, HA implants were significantly
superior to MS (P<0.05) after 4 weeks of implantation, and in the
endosteal area, the HA was superior to the SU implants (P<0.05) only
after 12 weeks of healing, having no differences for the other comparisons
and periods. The surface characterization showed a deep, rough and
regular topography provided by the laser conditioning, that was followed
by the HA coating.

Conclusions: Based on these results, it was possible to conclude that the
HA biomimetic coating with previous laser surface modification, have the
potential to induce the contact osteogenesis and allow the formation of a

more stable bone-implant interface, even in earlier periods.

1. INTODUCTION

The actual implantology has demonstrated that there is an
increasing trend to install oral implants on more challenging cases, like
that with immediate or early loading protocols, implant placement in sites
that lack sufficient height and width of the residual alveolar ridge, and in

patients with poor wound healing due to, diabetes, other metabolic
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deficiencies, osteoporosis, radiation therapy, etc. As a consequence, there
is a need to establish surfaces that will lead to a predictive improvement of
an implant-to-bone response (1).

Surface texture and chemistry modification methods (titanium[2, 3]
and hydroxyapatite plasma spray,[4, 5] acid etching,[6, 7] acid etching
associated with sandblasting by either AIO2 or TiO2,[8, 9] and laser
ablation[10-12]) have been successful in increasing the host response and
consequently the bone-to-implant contact, and bone mechanical
properties at early implantation times (13, 14).

Among surface chemistry modifications, the incorporation of Ca-
and P-based bioceramics onto the implant surfaces through various
manufacturing processes has been investigated throughout the last two
decades (9, 12, 13, 15). Ca-P ceramics are known for their bioactive
properties. Generally, bioactive materials interact with surrounding bone,
resulting in the formation of a chemical bond to this tissue (“bone-
bonding”).

From a commercial point of view, the most successful method to
apply CaP coatings to titanium implants has been through the plasma-
spraying technique. Hydroxyapatite (HA) coating by plasma spraying has
been used since the mid-1980’s (16), and some clinical investigations
have shown promising results (16, 17). Plasma-sprayed HA coating,
however, still has such problems as a thick coating layer, coating

delamination, cohesive and adhesive failures, and porosity of the coating
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layer (16, 18). Various methods have been developed and tested
throughout the last decade in order to coat metal implants with Ca and P
ions, also known as plasma-spraying, sputter-deposition, sol-gel coating,
electrophoretic deposition or biomimetic precipitation (1).

With the intention to take advantage of the biological benefits of the
Ca-P based coating, different methods of thin-thickness coating have been
developed. The chemical deposition of hydroxyapatite on the surface
permits the control of the coating thickness, enhancing the adhesion to the
metallic substrate (14, 15, 19-21). The strong bone implant bonding,
mediated by the hydroxyapatite layer, requires a reliable chemical link
between the coating and titanium implant surface. One way to enhance
the physicochemical connection between the titanium surface and Ca-P
base coating, is through the laser ablation treatment (22, 23).

The laser beam increases the titanium surface temperature to the
melting point followed by a fast cooling, which results in unique
microstructures with greatly increased hardness and corrosion resistance,
a high degree of purity, standard roughness, and a thick titanium oxide
layer (10-12, 22). The titanium oxide layer formed is composed of different
Ti oxides, among them the TiO2, which when exposed to body fluids
suffers a deprotonization. Negative Ti—O groups are also formed,
attracting Ca2+ ions from the body fluids that bond to the surface (24). A
layer of Ca2+ ions becomes slightly positively charged and attract

negatively charged phosphate ions, which bond to the surface, and a
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metastable phase of calcium phosphate is formed (25). This biochemical
process allows for a more stable hydroxyapatite coating layer that is
strongly bonded to the titanium implant surface.

According to the literature, the association between laser ablation
and the hydroxyapatite thin layer coatings create an interesting bioactive
environment on titanium dental implants with great biological potential
(23). Therefore, the aim of the present study was to investigate by
histomorphometrical analysis, the histological effects of the surface
treatment created by laser-ablation and the thin deposition of HA particles
by a chemical process, finally comparing them to the implants with only
laser-ablation and implants with machined surfaces.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Implant surface preparation

Seventy-two commercially pure, titanium dental implants (Titanium
Fix®, AS Technology, Brazil) were used in this study. The implants were
10 mm long and 3.75 mm in outer diameter. Twenty-four implants were left
machined (as received from the manufacturer) as controls (machined -
MS), and the remaining 48 implants had the surface modified by a laser
ablation process (laser modified surface - LMS) (22).
Laser Surface Modification (LMS): The implants were taken directly from
the sterile package, without any additional preparation prior to laser

treatment. The laser treatment was carried out at a 1064 nm wavelength
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(2) irradiation, at a pulse frequency of 20 to 35 kHz (v), scanning speed
ranging between 80 and 300 mm/s, scanning space from 0.1 to 0.2 mm/s,
laser pulses interval between 300 ns, and energy from 90 to 100 mJ/pulse
using a pulsed Nd:YAG laser (DigiLaser — DML-100, Violino 10) (26).
Chemical Hydroxyapatite Coating (HA): In order to coat the implants
with hydroxyapatite, the implants were previously prepared by laser
ablation, as described above, to create a complex surface morphology and
to optimize the hydroxyapatite nucleation on the implant surface (24, 25,
27). Then, to the chemical coating, the implants were subjected to a
treatment of 5M NaOH solution at 60°C for twenty-four hours and to a
subsequent heat treatment at 60°C for three hour. After this, the samples
were immersed in a sodium silicate solution for twenty-four hours at 37°C.
Subsequently, the implants were treated with a SBF (Simulated Body
Fluid) solution for twenty-four hours at 37°C, for the slow and organized
nucleation of apatite on the implant surface. After this, the implants were
immersed for six days at 37°C in a solution 1,5 SBF for the growth of
hydroxyapatite. The SBF solution was refreshed every twenty-four hours.
After the implants’ coating, the same were heat treated at 800°C at a
heating rate of 5°C/min per hour, being subsequently, slowly cooled inside
the oven (28).

After treatments, the implants were sent to the manufacturer (AS

Technology, Brazil) to be cleaned, sterilized and packaged.
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2.2. Surface characterization

Topographic evaluation was performed under scanning electron
microscopy-SEM (LEO 440) to compare the surface morphology of laser—
treated, chemical hydroxyapatite coating and machined implants. To
evaluate the surface’s chemical composition, an energy dispersive
analysis of X-ray spectroscopy (EDS — LEO 440) was used.

The average roughness R, (the arithmetic mean of the sampling
area roughness, measured in ym) of each surface was analyzed using a

digital profilometer (Mitutoyo SJ—-301).

2.3. Animals and Surgical procedures

Forty-eight New Zealand white rabbits, 9 to 12 months old (3500 to
45009), were used in the study. The animals were kept in individual cages,
fed a standard laboratory diet, and given tap water ad libitum. The
experiment was approved by the Animal Experimentation Committee of
Araraquara Dental School in S&o Paulo.

A total of 72 implants (3.75 x 10 mm), 24 on each surface, were
placed in the rabbit tibias (48 animals), and evaluated after 4, 8 and 12
weeks of healing.

The animals were anesthetized through intramuscular injection of a
combination of ketamine (0.35 mg/kg of body weight) and xylazine (0.5

mg/kg of body weight). The region of the tibial metaphysis was cleaned
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with iodine surgical soap. Before surgery, 1ml of scandicaine® 2%
(Spécialités Sptodont, Sain — Maur, Franca) was administered
subcutaneously in the intended surgical site. The operation was performed
under aseptic conditions. Incisions of approximately 3 cm in length were
performed bilaterally at the internal side of the hind leg, just below the
knee. After dissection, the bone surface of the tibial metaphysis was
exposed. Bicortical implant beds were prepared by using a progressive
sequence of spiral drills under saline cooling. One implant of each surface
was placed in each tibia near the knee joint. The soft tissues were sutured
in separate layers and the animals postoperatively received a single

intramuscular prophylactic dose of antibiotic (0.1 ml/kg of body weight).

2.4. Specimen preparation and histomorphometric evaluation

The animals were killed according to the experimental periods (4, 8
and 12 weeks) with an intramuscular lethal overdose of ketamine (5 mg/kg
of body weight).

Specimen blocks of the implants and the surrounding tissues were
retrieved, immersed in 4% neutral-buffered formaldehyde and processed
for ground section according to the method described by Donath &
Breuner (1982)(29). The blocks were dehydrated in ascending series of
ethanol (60— 100%) and subsequently infiltrated and polymerized in light-
curing resin (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kultzer GmbH & Co.,

Wehrheim, Germany). The blocks incorporating the implant and bone
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were cut in one central section using a cutting—grinding unit (Exakt
Apparatebeau, Hamburg, Germany). The final sections were
approximately 45 pm thick and were stained with Stevenel’s blue plus acid
fuccin and analyzed in a light microscope (DIASTAR - Leica Reichert &
Jung products, Germany). Histomorphometry evaluations were performed
with image analysis software (UTHSCSA ImageTool® version 3.0 - Health
Science Center — University of Texas at Austin— USA). The percentage of
bone-to-implant contact (BIC) and the bone area formed between the
threads (BBT) were evaluated separately to the cortical and endosteal

region.

2.5. Statistical Analysis

Statistical analysis of BIC and BBT was performed by using the

ANOVA followed by Bonferroni‘s multiple comparison test, and differences

were considered statistically significant at a=0.05.

3.RESULTS

3.1. Topographic (SEM) and chemical (EDS) evaluation

Scanning electron microscopy of the laser-treated, chemical
hydroxyapatite coating and machined surfaces demonstrated microscopic
differences in the surface topography. SEM surfaces are seen in Figure 1.

Laser etching created a deep and regular morphological pattern with small
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pores. The hydroxyapatite coating was deposited on the surface following
the morphology created by the laser etching, while a machining process

created the typical microscopically grooved and relatively smooth surface

characteristic.

I ——————

Figure 1. SEM micrographs of the implants surfaces with  original

magnification of machined surface (a) 500x and (b) 10000x, LMS (c) 500x

and (d) 10000x, and HA (e) 500x and (f) 20000x.
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A cross-section SEM view of a HA coated implant showed the
presence of a “hybrid layer” (3 to 8 um). This region was formed by the

titanium laser modified layer and the hydroxyapatite coating (Figure 2).

.

XS, 008

Figure 2. Cross-section SEM micrographs of the HA implants, original
magnification of (a) 750x and (b) 5000x.

The surface micro-topography analysis showed a statistical
difference (p< 0.01) of the roughness when MS was compared to LMS and
HA. The comparison between LMS and HA showed no statistical
difference (p< 0.05).

The EDS analysis showed no contamination on the machined
implants, whereas the same condition was observed on the laser-treated
implants. On the latter, the presence of a great amount of oxygen on the
surface from the melting and fast cooling process that occurs after the
surface irradiation was also detected. The chemical HA coated implants
maintained the characteristics provided by the previous laser treatment,

the presence of calcium and phosphorus obtained by the CaP chemical



Resultado — Artigo 3 117

deposition was detected. The surface roughness and chemical
composition from EDS analysis are presented in Tablel.

Table 1. Implant surface roughness (Ra.) and chemical composition from

EDS analysis
Evaluated Chemical elements (%) Roughness
Surfaces Ti O Ca P Ra
MS 90.19 9.81 0.0 0.0 0.33+0.06
um
LMS 83.60 16.40 0.0 0.0 1.38 £0.23
um
HA 62.64 34.52 2.55 0.29 1.26 £0.14
um

3.2. Histomorphometric evaluation

Histomorphometrical measurements in the cortical region revealed
significantly (P<0.001) higher BIC% on the LMS and HA implants
compared with MS for all periods of healing, which had no statistical
differences between LMS and HA. When compared in the endosteal area,
the LMS and HA implants showed statistically higher (P<0.01) BIC%
values than MS at the initial periods of healing (LMS after 4 weeks and HA
after 4 and 8 weeks, respectively). The LMS and HA implants showed
similar mean values in all evaluated periods in the cortical region. There
was also a tendency of higher mean values for HA in the endosteal region
which was observed through all periods of the study. (Table 2 and

3)(Figures 3-5)
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Figure 3. Histological ground section of the machined implants depicting
the newly-formed bone showing early maturing and remodeling stages. (a)
4 weeks, (b) 8 weeks and (c) 12 weeks of healing. Note the lack of
connecting bridges between the new bone trabeculae the machined
surface at early periods, and a time dependent maturation (Stevenel’s blue

plus acid fuccin, original x 200 magnification).
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Figure 4. Histological ground section of the Laser modified surface
implants, depicting the newly-formed bone showing early maturing and
remodeling stages, (a) 4 weeks, (b) 8 weeks and (c) 12 weeks of healing.
Note the osteoconductive capacity of the surface and its effect in guiding
bone formation across the surface (Stevenel's blue plus acid fuccin,

original x 200 magnification).
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Figure 5. Histological ground section of the biomimetic coated implants,
depicting the newly-formed bone showing early maturing and remodeling
stages, (a) 4 weeks, (b) 8 weeks and (c) 12 weeks of healing. Note the
acceleration on bone maturation when compared to the other surfaces. A
thin layer of bone tissue with osteoblasts is in direct contact with the
hydroxyapatite surface, and an osteoblast line indicating continuous bone
formation in close contact with the surface (Stevenel's blue plus acid

fuccin, original x 200 magnification).
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Table 2. Bone to implant contact percentage (mean + SD) at cortical area

by group and healing period

Periods Evaluated Surfaces
(Week) MS LMS HA P value
4 33.63 + 59.99 +3.69° 64.36 +8.33° (AB)<
4.03% 0.001
8 34.41+7.08 60.36+9.50% 63.43+8.46°% ((AB)<
A 0.001
12 46.29+6.99 67.30+9.87% 7297+7.75% (AB)<
A 0.001

(A, B) different letters indicate the statistical difference at P<0.05,

ANOVA followed by Bonferroni‘s multiple comparison test.

Table 3. Bone to implant contact percentage (mean + SD) at endosteal

area by group and healing period

Periods Evaluated Surfaces

(Week) MS LMS HA P value

4 0.61+1.62" 7.65+4.38°  10.06 + 1.89° (AB) <
0.001

8 8.57 £3.23" 12.40+7.00"® 17.54+8.21°% (AC)<0.01

12 7.91+9.95"% 13.83+3.71" 19.43+5.01" (n/s)

(A, B, C) different letters indicate the statistical difference at P<0.05,

ANOVA followed by Bonferroni‘s multiple comparison test.

With regard to bone area in the threads (BBT) in the cortical
region, HA implants were significantly superior to MS (P<0.05) after four
weeks of implantation, having no statistical differences for the other
comparisons. Similar behavior was observed in the endosteal area, where

the HA was superior to the MS implants (P<0.05) after only 12 weeks of
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healing, having no differences for the other comparisons and periods.

(Tables 4 and 5)

Table 4. Bone between threads percentage (mean + SD) at cortical area

by group and healing period

Period Evaluated Surfaces

S MS LMS HA P value

(Week)

4 58.22 +3.81" 63.53+3.34"" 67.03+8.53 (AC) <
BC 0.05

8 64.93+4.94" 63.57+12.70" 68.44 +9.59" (n/s)

12 72.38+6.47" 69.12+7.28" 68.12+6.56" (n/s)

(A, B, C) different letters indicate the statistical difference at P<0.05,

ANOVA followed by Bonferroni‘s multiple comparison test.

Table 5. Bone between threads percentage (mean = SD) at endosteal

area by group and healing period

Period Evaluated Surfaces

s MS LMS HA P value

(Week)

4 0.46 +1.21" 3.15+2.79" 4.26+3.76" (nls)

8 329+251" 558+273% 501+1.84" (n/s)

12 3.71+550" 466+192"% 6.61+£2.72°¢ (AC)<
0.05

(A, B, C) different letters indicate the statistical difference at P<0.05,

ANOVA followed by Bonferroni‘s multiple comparison test.

Although the endosteal region is characterized by the absence of

cancellous bone, most of the HA implants showed a spontaneous

formation of a bone layer distant from the old bone with osteoblasts
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activation by direct contact with the HA surface. This occurrence could
also be observed for LMS implants especially in later periods. Unlike the
HA implants, the bone formation in the endosteal region of the LMS and
MS implants was restricted to the distance osteogenesis, with the bone
formation by guided the implant surface, but originated from the basal

bone. (Figure 6)
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Figure 6. Histological ground section of the endosteal region at four
weeks of healing, showing the ability of the surfaces to form bone in a
region characterized by the absence of cancellous bone. (a) MS surface
showing the bone formation from the pre-existing bone (original x 200
magnification), (b) LMS demonstrating the ability in fast conduct the neo
bone formation, note the osteoblast line indicating continuous bone
formation in close contact with the surface (original x 200 magnification).
(c) Note the HA surface with bone formation distant from any point of pre-
existing bone, indicating the osteoblasts activation by the direct contact
with the surface and (d) the very close contact between bone and implant
surface, suggesting contact osteogenesis (Stevenel's blue plus acid

fuccin, original x 200 magnification).
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4. DISUSSION

There are various methods for evaluating bone quality and
osseointegration. Histomorphometric and removal torque measurements
are two representative tests in studying the nature of the implant-tissue
interface (30). Many authors used these combined methods, aiming to
evaluate the bone-implant interface in a more secure and comprehensive
aspect (6, 31-35).

In a previous investigation of our group (23), the same implants
(MS, LMS and HA) were evaluated by removal torque tests at 4, 8 and 12
weeks of healing, and the results showed that LMS and HA were
statistically superior to MS surfaces in all periods of evaluation. It also
showed that HA was significantly superior to LMS after 4 and 8 weeks of
healing. Based on these results, the authors conclude that the implants
with laser surface modification associated with HA biomimetic coating
could shorten the implant healing time (23). However, the bone-implant
contact analysis in the present study showed that in the cortical region, the
LMS and HA implants were statistically superior to MS for all periods of
healing with no statistical differences between LMS and HA.

When compared in the endosteal region, the LMS and HA implants
were statistically superior to MS at the initial periods of healing and,
although the LMS and HA implants showed no statistical differences, a

tendency of higher mean values for HA in the endosteal region was
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observed for all periods of the study. This lack of statistical difference can
be explained if we consider some aspects. From the statistical approach,
one of them is related to the relative large standard deviation, which was
expected if we consider that the endosteal region is characterized by the
absence of cancellous bone, and that the histomorphometric analysis was
performed including all the threads, even those with total absence of bone
formation contributing to the obtained standard deviation.

From the biological point of view, the low correlation between the
values of histomorphometric and removal torque analysis can be clarified
by the difference in the degree of bone tissue maturation in contact with
the surface of the implants, which directly influences the resistance to
removal torque (36). Finding the same BIC for the LMS and HA does not
necessarily indicate that these implants were integrated with the same
mechanical strength to the bone. The characteristic of interfacial immature
bone tissue may, in fact, indicate a decrease in strength implant
anchorage than could be expected from the BIC percentage alone (36).
The findings in the study by Carlsson et al. (1988)(37) may support this
hypothesis. Carlsson and co-workers found a significantly stronger
removal torque of their turned implants compared with polished ones, but
were unable to show any reliable differences in histomorphometrically
evaluated bone percentage(37). Indeed, primitive forms of bone can be
observed irrespective of the implant surface at early healing time(36).

However, bone tissue developments do not follow the same pattern in
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different implant surfaces (36, 38, 39), reflecting directly on the values of
removal torque.

Another factor to be considered when interpreting the results refers
to the process involving the CaP coated implants and bone tissue
integration. Plasma-spray has been the usual technique for the coatings
deposition, showing to have a good bone response. However, there is
concern about their mechanical and chemical integrity, partly because of
their low adherence to the substrate, high thickness, low density, phase
compositions that may not be controllable during the deposition process,
and worrying success rate regarding long term stability (40-42). The
absence of any chemical link between the plasma-sprayed hydroxyapatite
and the titanium substrate leads to a limited adhesion between the coating
and the implant (42). With the intention to create a chemical link between
CaP coating and the Ti surface, the present study used the laser treatment
to chemically prepare the surface. The laser treatment process was
described by other authors who demonstrated good results in vivo studies

(10, 12, 22, 23).

The laser beam increases the titanium surface temperature to the
melting point followed by a fast cooling, resulting in standard roughness
microstructures and a thick titanium oxide layer. The TiO, formed on this
Ti cp surface is known to have the ability to improve the apatite bonding

strength due to the high chemical affinity between TiO, and HA (43).
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When exposed to SBF, OH-groups are adsorbed by the titanium
ions in the oxide layer (24). The TiO, suffer a deprotonization and negative
Ti—O groups are formed. These negative sites attract Cay+ ions from the
body fluid that bond to the surface (24). A layer of amorphous calcium
titanate is then formed and the surface becomes slightly positively charged
as the layer grows due to the Cay+ ions. It will then attract negatively
charged phosphate ions, which bond to the surface, and a metastable
phase of calcium phosphate is then formed. This layer is then crystallized
into bone-like hydroxyapatite because it is thermodynamically more
favorable for the amorphous calcium phosphate to adopt a crystalline

structure in a wet environment (24, 25).

This rough surface coated by the HA layer may act by encouraging
bony ingrowths into its porous structure, providing a mechanical fixation
beyond the bone chemical bonding of the implant to the surrounding bone
(40, 41). The stability of this interface was demonstrated in a previous
study through the MEV analysis of the retrieved HA implants. This
demonstrated that even after a higher removal torque forces, occurred the
fracture of the surrounding bone and not the bone-implant or implant-
coating interfaces (23). In fact, these finding supports the hypothesis that,
even with similar BIC, the LMS and HA implants have distinct implant-
bone interface and bond strength characteristics.

The differences between the surfaces were also observed by the

pattern of bone formation in the endosteal region at initial periods. Despite
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being a region characterized by the absence of cancellous bone, much of
the HA implants showed the spontaneous formation of a bone layer distant
from the old bone with osteoblasts activation, by direct contact with the HA
surface, suggesting contact osteogenesis (44). This occurrence could also
be observed for LMS implants being more evident in later periods.
Moreover, woven bone with lining osteoblasts was also found on the three
surfaces at a certain distance from the old bone, or distance osteogenesis
(44).

In conclusion, our findings suggest that histomorphometrical
analyses should be combined with removal torque analysis and other
qualitative methods for considering not only the degree of

osseointegration, but also the quality of the bone-implant interface.

CONCLUSION

Within the limitations of the present study, the hystomorphometric
analysis indicate that the BIC and BBT values alone did not present
significant differences in the cortical and endosteal region, but when
evaluated with the results obtained in previous studies, the data suggest
that the HA implants induce the contact osteogenesis and allow the
formation of a more stable bone-implant interface, especially in earlier
periods. Bone response to LMS was in accordance with the literature

results, besides proving to be a very useful method of titanium surface
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treatment. These methods of titanium surface bioactivity modification
should be considered with great clinical applicability in dentistry and
orthopedics, considering the low costs and viability to large-scale
production. Further studies need to be done to demonstrate the behavior
of these implant surfaces in terms of osseointegration under different

loading conditions.
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6 DISCUSSAO

Para a realizacdo do presente estudo, partimos da escolha de um
modelo animal (coelho) utilizado em pesquisas anteriores de implantes
gue, pelo seu porte, pudesse se constituir num modelo experimental
capaz de receber implantes de comprimento e didmetro compativeis com
os de uso clinico, procedimento também adotado por Sennerby et al.*®
Johansson e Albrektsson?’, Rezende®, Margonar et al.*® e Sakakura et
al.™h.

Véarios autores tém descrito que independentemente de um
determinado método de modificacdo da superficie ter o objetivo de alterar
a macro, micro ou nano-rugosidade, alteracdes na quimica da superficie
também ocorrem, o que acaba dificultando identificar qual o principal fator
responsavel pelos resultados quando comparamos implantes com

2L%  Da mesma forma, a

diferentes tipos de tratamento de superficie
comparacao entre implantes de diferentes marcas e design, pelo teste de
torque reverso, impossibilita identificar se a diferenga entre os resultados
obtidos referem-se & macro-estrutura ou a superficie do implante.
Buscando reduzir ao méaximo as variaveis relacionadas as
caracteristicas do implante, utilizamos implantes da mesma marca,
tamanho e design conforme sugerido por Rocci et al. (2003)*. Em relacéo

as propriedades fisico-quimicas da superficie, no presente estudo, 0s

implantes recobertos por HA biomimética tiveram o preparo por laser
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idéntico ao do grupo LMS, conforme sugerido por Szmukler-Moncler et al.
(2004)*. Os aspectos morfoldgicos e de rugosidade das superficies HA e
LMS, observados por MEV e pelo teste de rugosidade, demonstraram que
nao existiam diferencas significantes entre as topografias das superficies
testes. Por outro lado, a analise quimica por EDS, revelou que estas
superficies apresentam propriedades quimicas bastantes distintas (Artigo
3 — Tabelal).

Diferentes metodologias podem ser utilizadas para avaliar a
gualidade Ossea peri-implantar e o grau de osseointegracdo de implantes
de titdnio. A analise histomorfométrica e de torque de remocédo, sdo as
metodologias mais utilizadas na avaliacdo da interface osso implante®:,
Diversos autores utilizam essas metodologias combinadas, em busca de
maior preciséo e fidelidade na analise dos resultados obtidos®*2844-45:2354,

A remocdo de implantes por torque reverso foi introduzida
inicialmente para a mensuracdo da forca necesséria para romper a
interface osso/implante em implantes de superficie usinada®’. A principal
vantagem desse método, reside na capacidade de extrair informacéao
sobre a qualidade da osseointegracdo, expressa pela resisténcia
mecanica da interface osso-implante, de uma maneira tridimensional, ou
seja, referente a toda a superficie do implante.

A afericdo do torque de remocdo para diferentes tipos de
superficies de implantes permite a comparacdo do comportamento 6sseo

frente a diferentes topografias e potencial de bioatividade destas?®,
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estando diretamente relacionados ao contato osso/implante, & densidade
O0ssea e ao grau de embricamento entre a topografia da superficie e o
tecido 6sseo neo-formado, como observado por Sennerby et al.*,
Johansson, Albrektsson®, Rezende® e Gotfredsen et al.*’.

Apesar de fornecer informagdes importantes sobre qualidade da
interface osso implante, essa metodologia de analise destréi o tecido
0sseo0 em contato com a superficie do implante, ndo permitindo a
utilizacdo dessas amostras para analise dos eventos celulares envolvidos
nas diferentes fases do processo de osseointegracdo, bem como a
analise qualitativa do tecido ésseo neoformado.

Com isso, faz-se necessario e de maneira insubstituivel, a
instalacdo de implantes para a analise histomorfométrica, da interface
osso-implante. Conforme definicdo de Branemark’ (1985), a
osseointegracdo pode ser definida como sendo “o contato direto e
estrutural, entre 0sso vivo e organizado e a superficie de um implante em
funcdo analisado por microscopia Optica”. A analise histomorfomeétrica
possibilita a avaliacdo da proximidade e afinidade das células
osteoprogenitoras com a superficie, o grau de maturacdo e organizacao
do tecido 6sseo em contato, do padréo de osteogénese (a distancia ou de
contato), do comportamento do implante nos diferentes tipos ésseos
(cortical e medular) e da integridade da superficie do implante. No
entanto, apesar de ser uma metodologia rica em informacgdes, ela é

representativa de uma pequena fatia do implante de aproximadamente
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50um de espessura, sendo obtido geralmente, ndo mais do que 2
secc¢des por implante.

Sendo assim, é recomendavel que se faca a combinacdo de
diferentes metodologias (torque de remocdo, histomorfometria,
microscopia eletrénica de varredura e transmisséo, analise radiogréfica,
microtomografia, analises biomoleculares, descritivas, etc) para se chegar
a uma conclusdo sobre a real resposta do tecido 6sseo em relacdo a
superficie de implante estudada.

No presente estudo, foi realizada a analise por torque de remocéao
seguida da microscopia eletronica de varredura dos implantes removidos
(dados apresentados nos artigos 1 e 2) e a avaliacdo histomorfomérica do
contato osso-implante e da area 0ssea entre espiras (artigo 3).

A partir dos resultados obtidos pelo teste de torque reverso, pode-
se observar a superioridade estatistica dos implantes recobertos por HA
biomimética em relacdo as demais superficies principalmente nos
periodos iniciais de cicatrizacdo (4 e 8 semanas), com aceleracdo e
intensificacdo da resisténcia ao contra-torque da interface osso/implante
provavelmente pela acdo bioativa do recobrimento. A superficie LMS,
apesar de apresentar resultado inferior a HA, foi estatisticamente superior
a superficie usinada nos trés periodos de avaliagdo, demonstrando sua
eficiéncia quanto a osseointegracdo. Os implantes MS, obtiveram

resultados inferiores aos demais, compativel com padrdo de ancoragem
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exclusivamente tempo dependente, diferentemente das outras superficies
avaliadas.

Por outro lado, a analise do contato osso-implante mostrou que na
regido cortical, os implantes LMS e HA foram estatisticamente superiores
ao MS para todos os periodos de cicatrizacdo, sem diferenca estatistica
entre LMS e HA.

Quando comparados na regido endosteal, os implantes LMS e HA
foram estatisticamente superiores ao MS no periodo inicial de
cicatrizacdo. Embora os implantes LMS e HA n&o apresentassem
diferencas estatisticas entre eles, uma tendéncia de maiores valores de
BIC% para HA na regido endosteal foi observada em todos os periodos
do estudo. Esta falta de diferenca estatistica pode ser compreendida se
levarmos em conta o alto desvio padrdo obtido, o que era esperado, se
considerarmos que a regido endosteal é caracterizada pela auséncia de
0SSO esponjoso, e a analise histomorfométrica foi realizada, incluindo
todas as espiras, mesmo aquelas com total auséncia de formacéo 0ssea,
contribuindo para o desvio padréo obtido.

Do ponto de vista bioldgico, a baixa correlagdo entre os valores da
analise histomorfométrica e de torque de remocéao pode estar relacionada
ao grau de maturacédo do tecido 6sseo em contato com a superficie dos
implantes, o que influencia diretamente a resisténcia ao torque de
remocao®. O fato de encontrar 0 mesmo BIC, como aconteceu no caso

dos implantes LMS e HA, ndo indica necessariamente que estes
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implantes sdo integrados com a mesma resisténcia mecéanica do osso. A
prépria natureza do tecido 0sseo interfacial imaturo pode, de fato, indicar
ancoragem 0ssea mais fraca do que esperado a partir da percentagem
BIC por si s6*. Os resultados encontrados por Carlsson et al. ** (1988)
suportam esta hipétese. Carlsson e colaboradores encontraram um torque
de remocdo significativamente maior para implantes usinados quando
comparados a implantes polidos, no entanto foram incapazes de
demonstrar diferengcas significativas na analise histomorfométrica do
tecido 6sseo'’. Na verdade, tecido 6sseo imaturo pode ser observado
independentemente da superficie do implante nos periodos iniciais de
cicatrizac&o®. No entanto, o desenvolvimento do tecido 6sseo ndo segue

82,40.42 refletindo

o0 mesmo padrdo em diferentes superficies de implantes
diretamente sobre os valores de torque de remogao.
Outro fator a ser considerado na interpretacdo dos resultados,
refere-se ao processo de integracdo dos implantes revestidos CaP ao
tecido 6sseo. O plasma-spray tem sido a técnica mais utilizada para a
deposicdo do revestimento, mostrando ter uma excelente integracdo ao
tecido 6sseo. No entanto, sua integridade mecanica e quimica gera
preocupacgdes, em parte devido a baixa aderéncia ao substrato de titanio,
grande espessura, baixa densidade, e composicfes das fases da HA que
nao podem ser controlados durante o processo de deposi¢ao, tornando

pouco previsivel sua estabilidade a longo prazo®>*®3 A auséncia de

gualquer ligacdo quimica entre o plasma-spray de hidroxiapatita e o
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substrato de titanio leva a uma adesao limitada entre o revestimento e o
implante®. Com a intencdo de criar uma ligacdo quimica entre o
revestimento de CaP e a superficie de Ti, o presente estudo utilizou o
tratamento com laser para preparar quimicamente a superficie. O
processo de tratamento com laser foi descrito por outros autores que
demonstraram  bons  resultados em estudos in  vivo.'*'®

O feixe de laser aumenta a temperatura da superficie do titanio até
o ponto de fus&o seguido de um rapido resfriamento, resultando em uma
topografia com rugosidade padronizada e espessa camada de Oxido de
titdnio. O TiO2 formado sobre essa superficie Ti cp € conhecido por ter a
capacidade de melhorar a resisténcia de unido do recobrimento, devido a
alta afinidade quimica entre TiO2 e HAZ,

Quando expostos a SBF, grupos-OH sao absorvidos pelos ions de
titanio na camada de 6xido*. O TiO2 sofre um desprotonizacdo e grupos
negativo Ti-O sdo formados. Estes sitios negativos atraem ions Ca2 + do
fluido corpéreo que aderem a superficie*®. Uma camada de titanato de
calcio amorfo € formada e, em seguida, a superficie torna-se aos poucos
carregada positivamente conforme cresce devido aos ions Ca2 +. Isso
fara com que ions fosfatos, carregados negativamente, sejam atraidos,
aderindo-se a superficie, e uma fase metastética de fosfato de calcio seja
formada. Essa camada €&, entdo, cristalizada em hidroxiapatita

semelhante a 6ssea, por ser termodinamicamente mais favoravel para o
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fosfato de célcio amorfo a adotar uma estrutura cristalina em um ambiente
aquoso™,

Esta superficie rugosa revestida pela camada de HA pode atuar
incentivando o crescimento 6sseo para o interior das porosidades,
proporcionando uma fixacdo mecéanica além da ligagcdo quimica entre o
implante e o tecido 6sseo®®. A estabilidade desta interface foi descrita
pelos artigos 1 e 2 através da analise de MEV dos implantes HA
removidos pelo teste de torque reverso, sendo demonstrado que, mesmo
depois de ter os maiores valores de torque de remocdao, ocorreu a fratura
do osso circundante e ndo da interface osso-implante ou implante —
revestimento. Na verdade, esse achado corrobora a hipétese de que,
mesmo com BIC semelhante, ao implantes LMS e HA tém diferentes
interfaces osso-implante e for¢ca de adesé&o ao tecido 6sseo.

As diferengas entre as superficies também foram observados em
padrdo de formacdo Ossea na regido endosteal nos periodos iniciais.
Apesar de ser uma regido caracterizada pela auséncia de o0sso
esponjoso, grande parte dos implantes HA apresentaram formacéao
espontanea de uma camada 0ssea distante do osso basal, com ativagéo
de osteoblastos por contato direto com a superficie de HA, sugerindo
osteogénese de contato™®. Esta ocorréncia também pode ser observada

para os implantes LMS sendo evidente em periodos mais tardios. Além

disso, tecido 6sseo em formacdo com osteoblastos alinhados também foi
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encontrada nas trés superficies a uma certa distancia do osso basal, ou

osteogénese a distancia®®.



v

CONCLUSAO

Os resultados obtidos, frente a metodologia empregada permitiram

concluir que:

1-

os implantes de superficie usinada apresentaram resultados
inferiores aos das demais superficies avaliadas, com padrdo de
formacédo 6ssea tempo dependente;

os implantes modificados por Laser apresentaram resultados
superiores aos usinados nos periodos iniciais, demonstrando
grande potencial osseocondutor sugerindo uma osseointegracao
mais rapida;

os implantes revestidos por HA foram superiores nos periodos
iniciais a todas as outras superficies testadas, principalmente
guanto a retencéo ao tecido 0sseo;

apesar de ndo haver diferenca estatistica quanto ao BIC% dos
implantes LMS e HA, os resultados histométricos da regido
endosteal, sugerem a existéncia de diferengas nas caracteristicas
do tecido 6sseo em contato com os implantes HA e no mecanismo
de adesao osso-implante;

Estudos clinicos em o0sso tipo IV sdo necessarios para um melhor
entendimento no que se refere a estabilidade a longo prazo bem
como do comportamento das superficies testadas quando expostas

ao biofilme do meio bucal, e submetidas a carregamento.
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