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RESUMO

O objetivo deste estudo in vivo foi avaliar as propriedades de resposta dssea da liga de Ti7,5Mo
usinada em minimplantes com tratamento de superficie por anodiza¢do e compara-la, com sua
versdo ndo tratada e com a liga de Ti-CP em sua apresentacdo comercial, tratada por jateamento
e ataque acido, em relacdo as suas propriedades de osteointegragdo. Os minimplantes do Grupo
tratado de Ti7,5Mo foram anodizados em eletrolito de NH4F por 24h e em seguida calcinados
a 450°C por 1h. As amostras foram divididas em trés Grupos, Ti-CP com tratamento de
superficie por jateamento seguido de ataque acido (n=5), Ti7,5Mo usinadas (n=5) e Ti7,5Mo
anodizado para crescimento de nanotubos de TiO» (n=6). Para caracterizagdo das amostras
foram realizados a espectroscopia Raman, difracao de raios X, perfilometria dtica e microscopia
eletronica de varredura. As andlises histomorfométricas para determinacdo do BIC (bone to
implant contact) e do BAFO (bone area fraction occupancy) foram realizadas apds implantagao
das amostras de cada Grupo na tibia de ratos Wistar sacrificados apds 4 semanas. A analise
estatistica por meio do teste de ANOVA de 1 fator demonstrou haver diferenca estatistica
significante apenas entre os Grupos para o BIC; o teste Tukey para avaliagdo do BIC
demonstrou haver diferenca estatistica significante somente entre o Grupo Ti7,5Mo anodizado
em relacdo ao Grupo Ti-CP em apresentagdo comercial; ndo foram detectadas diferengas
estatisticas significantes para o BAFO entre os Grupos. O teste Pearson ndo detectou correlagao
direta entre os valores de BIC e BAFO. As amostras de Ti7,5Mo com superficie anodizada para
crescimento de nanotubos de TiO; apresentaram melhor resposta bioldgica para o BIC em
relacdo ao Grupo de apresentagdo comercial. No entanto, ndo houve diferencas entre os Grupos

para os valores de BAFO.

PALAVRAS-CHAVE: Ligas de titdnio. Implantes dentarios. Anodizagdo. Osteointegragao.



ABSTRACT

The objective of this in vivo study was to evaluate the bone response of the Ti7,5Mo alloy
machined in minimplants with surface treatment by anodization and compare it, with its
untreated version and with the Ti-CP alloy in its commercial presentation, gritblasted and acid-
etched. The Ti7,5Mo minimplants of the treated group were anodised in a NH4F electrolyte for
24h and then calcinated at 450°C for 1h. The samples were divided into three groups, Ti-CP
with surface treatment by blasting followed by acid-etched (n=5), Ti7, SMo machined (n=5)
and Ti7, 5Mo anodized for growth of TiO; nanotubes (n=6). To characterize the samples,
Raman spectroscopy, X-ray diffraction, optical perfilometry and scanning electron microscopy
(SEM) were performed. The Histomorphometric analysis for determination of the BIC (bone
to implant contact) and BAFO (bone area fraction occupancy) were performed after the tibia
implantation of the samples of each group in Wistar rats sacrificed after 4 weeks. The statistical
analysis using the 1-factor ANOVA test showed statistically significant difference only for BIC
amongst groups, Turkey test showed statistically significant difference for the evaluation of
BIC only between the group Ti7, SMo anodized in relation to the Ti-CP group in commercial
presentation, Turkey test did not detect significant statistical difference for BAFO among the
groups. Pearson test did not detect direct correlation between BIC and BAFO values. The
Ti7,5Mo samples with anodised surface for growth of TiO, nanotubes presented better
biological response to BIC compared to the commercial presentation group, however, there

were no differences among the groups for BAFO values.

KEYWORDS: Titanium alloys. Dental implants. Anodization. Osteointegration.
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1 INTRODUCAO

O uso de ligas a base de titanio para substitui¢ao de tecidos duros se tornou, nos ultimos
anos, o padrdo 4ureo na escolha do tipo de material a ser empregado, especialmente em
Odontologia para confec¢do de implantes que substituirdo elementos dentarios perdidos
(BRUNETTE et al., 2012).

Os primeiros implantes dentérios tinham como caracteristica o uso de materiais que nao
tinham propriedades mecanicas e biocompatibilidade adequadas, o que resultava na grande
maioria das vezes na perda do elemento implantado e consequente desconfianga da classe
odontoldgica no emprego deste tipo de recurso (ALBREKTSSON et al., 1986).

Na década de 1950, Brdnemark realizou um experimento em que usou uma camara de
implante de titanio para estudar o fluxo sanguineo no osso de coelho. Na conclusdo do
experimento, durante a remocao das camaras de titdnio dos 0ssos, este observou que o 0sso
havia se integrado completamente ao implante impossibilitando a remogio da cAmara. A esta
intima integracdo Brédnemark deu o nome de "osteointegracdo" e assim vislumbrou a
possibilidade do uso desta descoberta em humanos (ALBREKTSSON et al., 1983).

Aplicando o termo “osteointegracdo” a implantodontia, refere-se ao contato direto entre
tecido dsseo vivo e a superficie de um implante que suporta carga direta em nivel histolégico,
de modo que o contato direto do osso e da superficie do implante possa ser verificado
microscopicamente (BRANEMARK et al., 1983).

Dos diversos materiais utilizados para confec¢do de implantes e biomateriais, algumas
ligas tém se destacado, dentre elas as ligas de Ti7,5Mo, que apresenta notdria
biocompatibilidade e caracteristicas biomecéanicas adequadas, como baixo modulo de
elasticidade (55GPa) (OH et al., 2005).

Estudos anteriores avaliando a osteointegracdo da liga Ti7,5Mo mostraram que, a partir
da andlise histologica de implantes cilindricos implantados em fémur de coelhos, a formagao
de tecido dsseo ao redor dos implantes de Ti7,5Mo foi duas vezes superior a que ocorre para a
liga Ti-6Al-4V. A 6tima biocompatibilidade das ligas de Ti7,5Mo indica sua aplicagdo para a
confec¢do de implantes dentdrios (HO et al., 1999).

Também tem sido reportada a possibilidade de se preparar Oxidos metalicos
nanoestruturados baseados no processo eletroquimico de auto-organizagdo. Basicamente, o
crescimento do filme anddico ¢ determinado por um balango entre a taxa de formacao e taxa de

dissolucdo do filme de 6xido dada pela natureza do eletrolito, que esta intimamente ligada a
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outros parametros de processamento como por exemplo, concentracdo do eletrélito, potencial
aplicado, densidade da corrente e pH (ESCADA et al., 2012).
A partir da otimizacao destes parametros a producdo de superficies contendo nanotubos

se torna possivel, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Esquema ilustrando o crescimento de nanotubos por anodizagdo
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Fonte: Minagar et al. (2012)

uma superficie nanoestruturada, proporciona melhor resposta bioldgica celular, que foi
verificada a partir da realizagdo de estudos in vitro (ESCADA et al., 2017). No entanto, a
resposta biologica 6ssea em estudo in vivo com a Liga Ti7,5Mo com superficie nanoestruturada
ainda nao foi determinada.

Estudos mais recentes tém demonstrado que as células do corpo humano estdo
predispostas a interagir com superficies nanoestruturadas, tais como superficies nanorugosas
ou contendo nanoparticulas, e que materiais em nanoescala interagem com algumas proteinas
de forma mais eficaz do que os materiais convencionais. (ESCADA et al., 2017; BRAMMER
et al., 2011).

Conforme exposto, o emprego da anodiza¢do como técnica de modificagdo de superficies
em ligas de titdnio pode oferecer uma alternativa viavel no desenvolvimento de novos materiais
para aplicacdes biomédicas, especialmente na area da implantodontia, com materiais que terao

caracteristicas bioldgicas, mecanicas e de superficie ainda melhores e mais confiaveis.
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1.2 OBJETIVOS

Esse estudo in vivo tem como objetivo principal avaliar a osteointegracao da liga Ti7,5Mo
apos tratamento de superficie empregando anodizagdo em eletrdlito composto de glicerol e
fluoreto de amonio a 0,25%, para formacao de nanotubos auto-organizados de didxido de titanio
(TNT), em diferentes protocolos e com sua op¢ao sem tratamento de superficie.

Objetivos especificos:

- Caracterizar as superficies das amostras dos trés Grupos por meio de MEV, difracao de raios
X, espectroscopia Raman e perfilometria optica;

- Analisar o filme de diéxido de titanio formado na superficie anodizada para determinar sua
morfologia, composi¢cdo quimica, rugosidade superficial e estrutura cristalina;

- Analisar a bioatividade da superficie do material quanto as variaveis de contato entre 0sso e
implante (BIC) e fra¢do da area ocupada por osso (BAFO), presentes ao redor das amostras

apos o periodo de 30 dias.

Esse estudo tem como meta principal a utilizagdo da técnica de anodizacao utilizada no

experimento na fabricagdo de implantes dentarios da liga Ti7,5Mo para fins comerciais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TITANIO

As primeiras tentativas de uso do titdnio como material para fabricacdo de implantes
datam do final da década de 1930 (RODRIGUES, 2013). Verificou-se que o titanio era tolerado,
assim como os ag¢os inoxidaveis e as ligas de cobalto-cromo. Isso se deve as excelentes
propriedades do titanio, como densidade tao baixa quanto a do osso, alta resisténcia mecanica,
resisténcia a fadiga, baixo modulo de elasticidade, boa resisténcia ao desgaste e alta
biocompatibilidade.

O titdnio como biomaterial metélico apresenta comprovada osteointegracdo. Além disso,
apresenta comportamento bioinerte pela formagdo da camada de 6xido em sua superficie e,
pode se tornar bioativo por meio da modificacdo de sua superficie com incorporagdo de célcio
e fosfato (LI et al., 1994)

A estabilidade quimica conferida ao titanio, pela formagdo de uma camada passiva de
TiO2 quando inserido no corpo humano e suas excelentes propriedades mecanicas, tornaram o
titdnio o biomaterial de eleicdo para aplicagdes biomédicas (ELIAS et al., 2008). Dentre suas
diversas aplicacdes, a fabricagdo de implantes dentarios ¢ uma das mais utilizadas. O filme
amorfo de TiO2 que se forma naturalmente sobre o substrato de titanio, apresenta resisténcia a
corrosao, baixo nivel de condutibilidade elétrica, elevada resisténcia a corrosdo ¢ uma fase
termodinamicamente estavel em meio fisiologico (SPRIANO et al., 2005).

O meio bucal apresenta fatores como variagdes de temperatura e pH, presenca de biofilme
microbiano e propriedades fisicas e quimicas dos alimentos que podem ser agressivos aos
metais, provocando a sua corrosdo. Além disso, grande parte dos implantes trabalha sob a agao
de cargas mecanicas que geram atrito, deslizamento e, consequentemente, a possivel liberagcao
de particulas metalicas (SMITH e HASHEMI et al., 2013; MANIVASAGAM et al., 2010).
Como resultado destes mecanismos de desgaste e corrosdo, a integridade mecanica e estrutural

do implante pode ser comprometida levando a sua falha prematura ou a fratura.

2.2 LIGAS DE TITANIO — ASSOCIACOES
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Com o intuito de buscar por caracteristicas que poderiam conferir o titAnio melhores
propriedades mecanicas e tornd-lo ainda mais reativo como biomaterial, as associa¢des de
outros metais a liga foram amplamente utilizadas.

Dentre os elementos de liga que sdo adicionados ao titanio Comercialmente Puro (C. P.)
alguns se mostraram toxicos ou com possiveis efeitos deletérios a longo prazo, como o vanadio
e o aluminio. Os produtos da degradacdo de implantes fabricados com estes metais t€ém sido
associados a complicagdes como osteolise, inflamacdes, reagdes alérgicas e vasculites, podendo
ainda ocasionar o acimulo de ions metalicos em 6rgdos, teratogenicidade e cancer (HANAWA,
2004; OKAZAKI e GOTOH 2005; SUMITA et al., 2004).

Além disso estas ligas também apresentavam caracteristicas mecanicas inadequadas,
como baixa resisténcia ao desgaste e elevado mddulo de elasticidade (EISENBARTH et al.,

2004; KOIKE et al., 2005).

2.2.1 Ligas TiMo — Ti7,5Mo

Visando melhores caracteristicas as ligas destinadas a fins protéticos, outras ligas agora
produzidas com materiais que ndo produzam riscos por sua utilizagdo, chamadas de ligas de
segunda geragdo, como as ligas Ti-13Nb-13Zr (ASTM F1713), Ti-12Mo-6Zr (ASTM F1813),
Ti—35Nb—7Zr-5Ta dentre outras, foram testadas como materiais para implantes.

Como as ligas de zirconio de titdnio com 13% a 17% de zirconio (TiZr1317), que t€ém
melhores atributos mecanicos, como aumento do alongamento e resisténcia a fadiga, do que o
titdnio puro. O crescimento de osteoblastos, essenciais para a osteointegracdo, ndo ¢ impedido
pelo titdnio e pelo zirconio. O Roxolid desenvolvido pela Straumann (Straumann AG, Basel,
Suica) atende aos requisitos dos mecanicos dos implantes dentéarios e ¢ 50% mais forte que o
titdnio puro, suas propriedades mecénicas superiores possibilitam sua utilizagdo como
implantes finos e componentes de implantes que podem ser submetidos a altas deformagdes e,
além disso o material apresenta boa biocompatibilidade semelhante ao titdnio puro (SAINI et
al., 2015).

A incorporacdo de diferentes elementos quimicos possibilita maior variagdo nas
propriedades mecanicas e também de suas caracteristicas de biocompatibilidade. A Figura 2
demonstra a variacdo do modulo de elasticidade da liga de Ti-xNb-yTa-5Zr quando o tantalo ¢

incorporado (GEETHA et al., 2009).
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Figura 2 - Varia¢do do modulo de elasticidade da liga de Ti-xNb-yTa-5Zr pela incorporagio

do tantalo
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Fonte: Geetha et al. (2009)

Tendo como caracteristicas o baixo moddulo de elasticidade e elevada relagdo
resisténcia/modulo, além de excelentes caracteristicas de formacao 6ssea em sua superficie, Lin
et al. (2005 e 2007) desenvolveram a liga binaria de Ti7,5Mo. Quando Ho e colaboradores
(1999) avaliaram as caracteristicas das diferentes porcentagens de associacdo do molibdénio ao
titAnio, num espectro de variacdo de 6 a 20% (m/m) onde foram observadas as diferentes fases
presentes, a estrutura cristalina em fungdo da porcentagem de molibdénio e também algumas
propriedades mecanicas como dureza, mddulo de elasticidade e resisténcia a flexao, a condigao
que melhor se adequou aos critérios observados foi a de 7,5%, com modulo de elasticidade de
55GPa e excelente resisténcia a corrosdo quando comparada ao titdnio C.P.. O Quadro 1

apresenta as diferentes propriedades das ligas em com suas varia¢des de propor¢ao.
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Quadro 1 - Variagdo das propriedades mecanicas conforme porcentagem de incorporacao de

molibdénio na liga.

Propriedades Mecdnicas
Liga (%p Mo)
Dureza (HV 200g) Mod. Elast. (GPa) Resisténcia (MPa)
Ti-6Mo 270 70 1480
Ti-7,5Mo 265 55 ‘ 1400
Ti-9Mo 320 78 1485
Ti-10Mo 347 97 1780
Ti-12,5Mo 348 84 1420
Ti-15Mo 310 70 1380
Ti-17Mo 310 78 1650
Ti-20Mo 305 86 1620

Fonte: Adaptado de Ho et al. (1999)

2.3 TRATAMENTOS DE SUPERFICIE

A classificacdo mais empregada dos possiveis tratamentos utilizados para modificar a
superficie dos materiais ¢ apresentada no Quadro 2, de acordo com o emprego de recursos

mecanicos, fisicos e quimicos (SOBIESZCZYK et al., 2010).
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Quadro 2 — Diferentes métodos de modificagdo de superficie e seus objetivos.

METODOS DE
MODIFICACAO DE OBJETIVOS

SUPERFICIE

Métodos Mecanicos

Usinagem
) Aumento da ades@o a partir de topografia de
Lixamento ) )
superficie especifica
Polimento
Jateamento

Métodos Quimicos

Tratamento acido

Tratamento alcalino
Aumento da biocompatibilidade, bioreatividade e

Tratamento com peroxido de hidrogénio condutividade dssea

Aumento da resisténcia a corrosao

Tratamento sol-gel N ..
Remogio de contaminagio

Anodizagao

Deposig¢do quimica de vapor (CVD)

Me¢étodos bioquimicos

Métodos fisicos

Plasma spray, aspersdo térmica

Aumento da resisténcia ao desgaste, corrosio e

Deposigao fisica de vapor (PVD) biocompatibilidade

Implantagdo i6nica

Plasma

Fonte: Adaptado de Sobieszczyk et al. (2010)

Para que um processo de modificagao de superficie possa ser considerado fisico, este deve
envolver as energias térmica, cinética e elétrica e ndo reagdes quimicas. Na maioria dos
processos fisicos ocorre a deposicdo de um filme a partir da condensagao na superficie do

substrato com o vapor adjacente, que fornece o material para o revestimento na forma de
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atomos, ions ou moléculas geradas por um alvo. Também se incluem nesta categoria a
implantacdo i6nica e a descarga por plasma (DUAN e WANG, 2006).

J& nas modificagdes quimicas de superficie, como a deposi¢do por vapor quimico,
processo biomimético, deposicao pelo método sol-gel, deposicao por eletroforese e anodizagao,
o que ocorre ¢ a formagdo de uma camada homogénea regular de 6xido com espessura variavel
sobre a sua superficie (LIU et al., 2004). Entre eles, foram introduzidas uma superficie micro-
rugosa, granulada e atacada com acido (SLA, Straumann AG, Basel, Suica) e sua contraparte
quimicamente modificada (SLActive), utilizada para reduzir o periodo de osteointegracdo. Com
relagdo as superficies do SLA, estudos de longo prazo relataram que os implantes de SLA
podem ser carregados com seguranga entre 6 ¢ 8 semanas, com altas taxas de sobrevivéncia
atingindo 99%, Em relagdo aos implantes SLActive, alguns ensaios clinicos relataram que estes
podem ser carregados em oclusdo total em apenas 3 semanas apds a colocacdo
(WENNERBERG e ALBREKTSSON, 2010).

Desde os anos 1970, a chamada ‘“chimie douce” introduziu métodos sintéticos que
produzem novos materiais com caracteristicas Unicas, incluindo a sintese de materiais hibridos
ou a sintese a baixa temperatura de 6xidos (LIVAGE, 2001). O processo de precipitagdo em
solucdes aquosas ¢ um dos métodos sintéticos desenvolvidos através do “chimie douce”. Esse
processo tem sido usado para producdo de compostos de oxido de titdnio (TiO2) com facil
controle do tamanho/morfologia, bem como do arranjo estrutural (JOLIVET et al., 2008). Esta
ultima caracteristica ¢ a mais relevante, pois o didxido de titdnio tem varias formas alotrdpicas
com diferentes estruturas: O 6xido de titanio (TiO2) presente na superficie do titanio e de suas
ligas ¢ termodinamicamente estavel e apresenta-se em trés formas alotrdpicas: rutilo, anatase e
bruquita, as duas primeiras apresentam estrutura cristalina tetragonal, enquanto que a bruquita
apresenta-se ortorrombica (DAMBOURNET et al., 2009). Embora a estrutura anatase consista
em octaedros de TiO6 de compartilhamento de borda, as estruturas de rutilo e de bruquita
exibem configuragdes de canto e arestas (Figura 3). Essas fases podem ser preparadas em meio

aquoso, por meio de precipitagao.
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Figura 3 — diferentes formas alotrdpicas observadas nos o0xidos de titanio.
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Fonte: Dambournet et al. (2009)

Das trés formas alotrdpicas o rutilo ¢ a mais estavel (TANG et al.,1994), quanto as
caracteristicas de molhabilidade a superficie formada apenas por rutilo ¢ hidrofébica, enquanto
a superficie coberta por uma mistura de rutilo e anatase ¢ hidrofilica (LIM et al., 2001).

No Quadro 3 € possivel observar os parametros das diferentes formas alotrépicas do TiO».

Quadro 3 — Diferentes parametros das variacdes alotropicas do TiO»

Propriedades fisicas Rutilo Bruquita Anatasio
Célula unitéria Tetragonal | Ortorrombica Tetragonal
ap=4.,58 a;=9.17 ap=3.78
Parametros de rede (A) co=2.98 bo=5.43 co=19.50
c=5.13
Densidade (g/cm’) 4245 4,119 3.893
Volume molar (cm*/mol) 18.817 19.393 20.519
Energia de formagcéo (kJ/mol) 945 942 939
Constante dielétrica (¢) 110 78 48

Fonte: Velten et al.(2002)

2.3.1 Anodizacao
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Por meio da anodizagdo em eletrélitos aquosos e ndo aquosos € possivel o crescimento
de estruturas de 6xidos organizados de TiO> nanotubulares de espessura consideravel (100 nm).
Pela similaridade das nanofibras formadas a estrutura da matriz extracelular, o crescimento
celular, o aumento da adesdo de osteoblastos, a proliferacdo e o crescimento dsseo, se tornam
viaveis possibilitando assim o seu estudo (CHANG et al. 2012).

O processo eletroquimico de anodizacdo ocorre a partir da aplicacdo de um campo
elétrico, no qual a ligagdo de oxigénio na matriz metalica possibilita a forma¢ao de um filme
de oxido sobre a superficie do substrato (BRUNETTE et al., 2001).

Para que ocorra a anodizag@o, uma célula eletroquimica composta por dois eletrodos, um
anodo de titanio e um catodo de platina, sofre a passagem de uma corrente elétrica ou poténcial
constante. A camada de 6xido na superficie do anodo se forma por reagdes de oxidagdo e
reducdo, em combinacdo com a difusdo de ions no eletrolito. Quando ¢ aplicada uma corrente
constante, o controle da reagdo de oxidagdo do anodo se d& por modo galvanostatico, ja quando
ocorre a aplicagdo de uma tensao constante, por modo potenciostatico (ASOH et al., 2001).

A anodizacdo para formar camadas de nanotubo ¢ realizada aplicando-se uma etapa
potencial (ou rampa) a uma voltagem constante entre 1 a 30 V em eletrdlito aquoso ou 5 a 150
V em eletrolitos ndo aquosos contendo aproximadamente 0,05 -0,5 M (mol L ') de ions de fltor
(ROY etal., 2011).

O TNT pode ser produzido por anodizacdo usando diferentes eletrélitos contendo flior
como NH4F / CH3COOH, H,SO4 / HF, NayHPO4 / NaF, etc. O diametro do nanotubo ¢
notavelmente afetado pelo tipo de eletrolito usado (YANG et al. 2008). Geralmente, dois tipos
diferentes de eletrodlitos, eletrélitos organicos (ou neutros) e aquosos, sdo usados para a sintese
de TNT. Quando a anodizacdo ocorre em uma condicdo acida, em outras palavras, com alto
teor de dgua este ¢ chamado de eletrélito aquoso. Um eletrolito organico (ou neutro) tem uma
pequena quantidade de oxigénio em relacdo ao teor de 4gua em comparagdo a um eletrolito
aquoso.

Nos eletrolitos organicos como (NH4) HoPO4 / NH4F e (NH4)2SO4 / NH4F, sdo obtidos
nanotubos em camadas de TNT mais auto-organizadas e com maior comprimento (KANECO
et al., 2007; TSUCHIYA et al., 2007). Yang et al. (2008) relataram que, para obter TNT longo,
eletrolitos contendo fliior devem ser usados no lugar de eletrélitos com tampdes contendo
espécies de eletrolitos altamente viscosos (organicos). Curvas suaves de corrente foram obtidas
em todas as tensdes nos eletrélitos de glicerol (organico), enquanto flutuagdes de corrente foram
observadas em eletrolito aquoso, que ¢ devido a alta taxa de dissolucdo quimica e a oxidacao

do Ti (GONG et al., 2001).
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A investiga¢do por microscopia de forca atdmica realizada por Indira et al. (2015) mostra
que a camada porosa se forma sob uma competi¢ao de formagao de titinia e dissolugdo de 6xido
até uma espessura limite de ~ 75 e 100 nm, respectivamente, para eletrélitos aquosos e
organicos.

O crescimento do 6xido pode ser monitorado registrando a relagdo caracteristica de

relagdo corrente/tempo, como observado na Figura 4.

Figura 4 - Caracteristicas da reagdo de crescimento da camada de 6xido conforme o tipo de
solugdo do eletrolito, (a) comportamento da corrente-tempo, (b)transporte apoiado por ions

que se movem através das camadas de 6xido na auséncia e (c) presenga de ions de flaor.
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Fonte: Adaptado de Roy et al. (2011)

Baseando-se na Figura 4 temos:

a) Comportamento tipico de corrente-tempo (j-t) apoés um pico de tensdo na auséncia (---) €

presenca () de ions de fliior no eletrélito. Tanto o 6xido compacto (livre de flior) quanto
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a formacgdo de 6xido metalico poroso / tubular (contendo fluior) se formam em diferentes
estagios morfologicos (I — III):

I) Eletro polimento (quimico);

IT) Formagao de camada de 6xido compacta (OC), ndo soluvel no eletrélito;

IIT) Com a variagdo das condigdes eletroquimicas, uma competicdo entre a dissolucdo e a
formagdo do o6xido ocorrera, levando a formag¢do de uma camada de oxido porosa. Sob
condi¢des experimentais mais especificas ocorrera a auto-organizagdo dos poros durante o

crescimento;

Em b e c, observa-se o desenho esquematico mostrando transporte apoiado por ions que
se movem através das camadas de 6xido na auséncia e presenca de ions de fluor: migragao
rapida de flior leva a acumulagdo na interface metal-6xido.

Uma maneira esquematica de explicar o processo da formacdo do o6xido durante a
anodizagdo, consiste na divisdo das camadas de anodizagdo em camada anddica externa e
hidratada, exposta ao eletrdlito e, camada anidra, mais interna (TAVEIRA et al., 2005). Por
possuir ions hidroxila em excesso quando comparada a camada interna, a camada externa ¢
considerada Ti(OH)s, enquanto a camada anddica interna, ¢ representada por TiOz. As etapas

abaixo representam as reagdes que ocorrem no anodo, conforme as seguintes etapas:
I) Oxida¢do do metal e produc¢io de ions Ti*" e elétrons de acordo com a equagio (1):
2Tis) — 2Ti* aq) + 4€” (1)
IT) Os ions Ti*" liberados combinam-se com OH" formando a camada anddica hidratada

(equagdo (2)) e O* formando a camada de 6xido (equagdo (3)) presentes na agua. Finalizando

o processo enquanto a camada hidratada formada libera agua o 6xido ¢ produzido (equacao

4).

Ti*(aq) + 4OH aq) — Ti(OH)4(s) 2)
Ti**aq) +20% (ag) — TiOxs) (3)
Ti(OH)4@q — TiO2)*+ 2H20() 4)

No catodo, os elétrons liberados durante a oxidag¢do do Ti (equacdo (1)), reagem com

ions hidrogénio (equacao (5)):
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8H+(aq) + 86- — 4H2(g) (5)

Somando-se as equagdes de (1) a (5), o processo de formagdo do 6xido ¢ dado por:

Ties) + 2H200) — TiOxs) + 2Ha g (6)

Quando eletrdlitos acidos sao utilizados para anodizagdo do titanio, sua capacidade de
formagao de o6xidos se torna superior & de solu¢des convencionais (sais neutros e solugdes
alcalinas) ou solugdes de hidroxido. Quando sdo utilizados ions fluoreto a camada de oxido nao
¢ compacta, como na obtida com solugdes convencionais ou de hidroxido. (BERGER et al.,
2007).

Os fons de fluoreto tém como caracteristica a formagdo de complexos de TiFs> solveis
em agua. Estes ions atacardo a camada de 6xido e a camada hidratada, como descrito nas
equagdes (7) e (8), ou reagir com os ions Ti*', de acordo com a equagdo (9) (TAVEIRA et al.,

2005).

TiOx2(s) + 6F (aq) + 4H (ag) — TiF6" (aq) + H200) (7)
Ti(OH)4(ag) + 6F (ag) — TiF6” (aq) T 4OH (aq) (8)
Ti* (aq) + 6F (ag) — TiF6* (aq) ©)

A estrutura do 6xido de titdnio produzido ¢ determinada pela competi¢do entre a formagao
do 6xido e sua dissolucdo, conforme observado nas equagdes (TAVEIRA et al., 2005).

Na Figura 5 observa-se que a presenga de ions fluoreto, sob a acdo do campo elétrico,
gera cavidades (b) enquanto o 6xido evolui e se torna mais espesso (c). A formagao de varios
nanotubos perpendiculares (d) a superficie ocorre pela associagdo das cavidades que tendem a
se orientar verticalmente a superficie do metal (e). Em perspectiva tridimensional os nanotubos

se agrupam em pilhas de anéis alongados (g).

Figura 5 - Possivel esquematizacdo do crescimento e organizacao dos nanotubos durante o

processo de anodizacao
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Fonte: Adaptado de Jaroenworaluck et al. (2007)

Variando-se as concentragoes de fluoreto de amodnio entre 0,010 mol/L ¢ 0,2 mol/L sao
produzidos nanotubos de titania abertos na parte superior e fechados na parte inferior, enquanto
que o didmetro externo se manteve constante em todo seu comprimento. Ja o didmetro interno
diminuiu em dire¢do ao substrato (XIE e BLACKWOOD, 2010).

Variagdes nos parametros de processamento como, por exemplo, composicdo do
eletrolito, potencial aplicado, densidade da corrente, pH e temperatura, resultardo em filmes de
oxido com diferentes rugosidades superficiais, morfologias e composi¢des quimicas. Assim,
baixas tensdes (abaixo de 20V) produzirdo estrutura amorfas do 6xido de Ti, enquanto tensdes
maiores estruturas cristalinas (SUL et al., 2001). Podendo assim ser observada na superficie
diferentes estruturas cristalinas, anatase, uma mistura de anatase e rutilo, ou apenas rutilo
(BERGER et al., 2008). Além disso o modo como estardo ordenados também pode variar de
compacta, porosa desordenada, porosa ordenada ou nanotubular altamente ordenada (GHICOV
e SCHMUKI, 2009)

As caracteristicas da camada de nanotubos formada, tem relagao direta com os parametros
utlilizados durante o processo de anodizacdo. Potencial e tempo de anodizagdo determinardo a
geometria dos nanotubos. O comprimento dos nanotubos ¢ determinado pelo tempo de
anodizagdo, enquanto que o didmetro dos nanotubos ¢ depende da tensdo aplicada. (BAUER et
al., 2006; MACAK et al., 2008; LEE et al., 2006; MACAK et al., 2007; GHICOV &
SCHMUKI, 2009; LEE et al., 2008)
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A obtengdo de nanotubos de TiO> com caracteristicas volumétricas adequadas tanto em
altura quanto didmetro, foi obtida nos experimentos de Escada (2012) na superficie de discos e
com Nogueira (2017) em discos e implantes, com anodizagdes realizadas em tensdes de 20V e
30V por 24h em eletrolito de glicerol e NH4F 0,25%.

Ap6s a anodizacdo, a camada de nanotubos possuira estrutura amorfa, somente apds sua
calcinagdo ¢ que apresentara estrutura cristalina definida. A temperatura utilizada neste
processo tem relagdo direta com o tipo de estrutura cristalina final. O Quadro 4 descreve as
varias formas cristalinas obtidas por diferentes autores conforme a temperatura de calcinagao

utilizada.

Quadro 4 - Variagdes alotropicas obtidas conforme a variacao da temperatura de calcinacao

Autor Ei:;gﬁ;?g;rg ((:i)e Fases encontradas
230-280 Anatase
430-480 Anatase + rutilo
Varghenese et al.,(2003) 580-620 Rutilo + fase d
680-880 Rutilo
Yang et al.,(2008) 400 Anatase + fase a'
300-500 Anatase
Li et al.,(2009) 600 Rutilo
700 Anatase + rutilo
300-500 Anatase + fase a'
600 Rutilo
Yu & Wang (2010) 600-700 Anatase + rutilo
800 Rutilo
300-400 Anatase
Regonini et al.,(2010) 500 Anatase + rutilo
600 Rutilo
450 Anatase
Fang et al.,(2011) 200 Rutilo
400-450 Anatase
Rangel et al.,(2018) 500 Anatase + rutilo
600-800 Rutilo

Fonte: Adaptado de Velten et al. (2012)

A uniformiza¢do da camada de 6xido dos nanotubos em arranjo cristalino de anatase
apresentara propriedades fisicas e caracteristicas de superficie superiores, como grande area de

superficie, pequeno tamanho de cristal e locais mais ativos para a catdlise mesoporosa,
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resultando em reatividade com tecidos vivos superior a superficies de titdnio puro ndo tratadas
numa ordem de 300 a 400% maiores (OH et al., 20006).

Além das melhores caracteristicas fisicas, uma das mais desejaveis no aspecto bioldgico
¢ a alteracdo da molhabilidade superficial resultante da anodizagdo. Diferentes hidrofilicidades
podem ser obtidas por meio da variacdo dos pardmetros de anodizagdo, conforme observado
por Escada et al. (2017) ao realizar este tipo de tratamento na liga de Ti7,5Mo, obtendo variagao
no angulo de contato entre 37,7° ¢ 9,8°. A molhabilidade afeta a adsor¢do de proteinas,
adesdo/ativacao plaquetaria, coagulagdo sanguinea e adesdo celular e bacteriana (CHOEE et al.,
2004).

A superficie anodizada das ligas de titdnio também podem ter outras propriedades quando
associadas a incorporacdo de medicamentos. A utilizagdo das ligas de Ti7,5Mo com superficie
anodizada com crescimento de nanotubos de TiO; e incorporacdo de clorexidina por imersao,
obteve resultados bactericidas e antifingicos bastante eficientes (CAROBOLANTE et al.,
2016; OLIVEIRA, L L., 2016).

2.4 IMPLANTODONTIA

2.4.1 Historico

Registros arqueoldgicos citam os primeiros implantes feitos de pedra e marfim na China
e no Egito antes da Idade Contemporanea. Outros materiais como ouro ¢ marfim foram
utilizados nos séculos XVI e XVII. Dispositivos de implantes metalicos feitos de ouro, ligas de
iridio, tantalo, ago inoxidavel e ligas de cobalto foram também desenvolvidos no inicio do
século XX. (MISCH, 2004)

No Antigo Egito de 2500 aC dentes periodontalmente comprometidos eram estabilizados
com o uso de fios de ligadura de ouro. Dentes de animais implantados esculpidos em marfim
citados em escritos egipcios antigos sdo os exemplos mais antigos da implantodontia primitiva.
(RING, 1985). Conchas do mar foram usadas em vez de dentes em 600 dC, evidéncias do que
foi encontrado em Honduras e restauracdes dentarias feitas de jade e turquesa foram
encontradas em cranios maias. Uma das primeiras utilizagdes de implantes documentadas
ocorreu na Franca com Albucasis de Condue (936-1013) que usou o osso de boi para substituir
os dentes perdidos;

Em 1700, John Hunter sugeriu a possibilidade de transplantar os dentes de um humano

para outro. No século XVIII, Pierre Fauchard e John Hunter documentaram o transplante
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dentario com as condi¢des para o seu sucesso. Eles afirmaram que o sucesso foi maior com
dentes anteriores ou substituigdo de pré-molares e em jovens com dentes saudaveis
(ANUSAVICE, 2012)

Em 1791, William Gregor desenvolveu o Titanio na Inglaterra e Martin Heinrich Klaproth
o batizou em homenagem aos Titds da mitologia grega em 1795. O Titanio ndo puro foi
preparado por Nilson e Pettersson em 1887. Em 1809, Maggiolo confeccionou raizes feitas de
ouro que foram fixadas aos dentes por uma mola. Estes implantes de ouro do tamanho de um
dente foram colocados sem uma coroa para cicatrizar passivamente no alvéolo dentério logo
apos a extracdo, logo acima da gengiva (ndo eram posicionados no interior no 0sso). A coroa
era confeccionada apos a cicatrizagdo. A inser¢do das raizes de ouro com é€xito era seguida de
intensa dor e inflamacdo gengival (GOSAVI et al., 2013).

Harris em 1887 utilizava como implantes pinos de platina recobertos com chumbo. O
pino tinha formato de raiz dentaria e o chumbo era asperizado para maior retengdo. Bonwell,
em 1895, usou tubos de ouro e iridio implantados no osso para substitui¢do de um elemento
dentario e para suportar proteses totais. Payne, em 1898, implantou uma cépsula de prata como
base para uma coroa de porcelana que foi cimentada vérias semanas depois. Scholl em 1905
demonstrou um implante de raiz de porcelana corrugado. O implante foi bem-sucedido por dois
anos e ancorado a dentes adjacentes e obturagdes usando-se pinos. (ANUSAVICE, 2012)

O titdnio comercialmente puro (99,9%) foi preparado pela primeira vez em 1910 por
Matthew A. Hunter por aquecimento de TiCls com sddio em uma bomba de ago a 700-800°C
no processo Hunter. Em 1932, William Justin Kroll produziu titdnio, reduzindo o tetracloreto
de titanio (TiCl4) com célcio. Oito anos depois, ele refinou esse processo usando magnésio e
na mesma propor¢ao do sédio, no que ficou conhecido como o processo Kroll (AFFAIRS, ADA
COUNCIL ON SCIENTIFIC, 2003).

Greenfields, em 1913, introduziu e patenteou um implante oco em “cesta” feito de uma
malha de 24 fios da liga platina/iridio soldada com ouro de 24 quilates, sendo utilizado como
implante unitario e proteses fixas de até oito elementos (ANUSAVICE, 2012).

Depois de 1925, a era moderna comegou com o avango dos biomateriais de implantes,
Venable et al. (1937) analisaram as interagdes da liga de cobalto e outros metais e ligas
disponiveis com o osso, concluindo que certos metais produziam reagdo galvanica que levava
a corrosdo quando em contato com os fluidos teciduais. Strock, em 1939, descreveu um método
para instalacdo de um parafuso da liga fundida de cobalto, cromo e molibdénio, a qual
denominou de Vitallium, para fornecer uma ancoragem para a colocacdo de um elemento

dentario perdido. A liga foi considerada relativamente inerte, compativel com tecidos vivos e
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resistente a reacdes adversas com fluidos corporais. As primeiras avaliagdes documentaram
taxas de sobrevivéncia do implante de 10 anos ou mais anos. O Vitallium também foi utilizado
em vérias outras formas de dispositivos cirurgicos, tais como implantes ortopédicos, placas
subperiosteais, parafusos, ancoras e nas articulagdes (ANUSAVICE, 2012).

Em 1947, Formiggni desenvolveu um implante helicoidal espiral de hélice unica, feito de
tantalo e aco inoxidavel. Ao mesmo tempo, Raphael Chercheve projetou um implante de espiral
dupla feito de uma liga de cromo-cobalto. Em 1948, Goldberg & Gershkoff relataram a inser¢ao
do primeiro implante subperiosteal viavel.

Em 1952, Branemark desenvolveu um projeto de implante com rosca feito de titdnio puro
que aumentou a popularidade dos implantes para novos niveis. Branemark estudou todos os
aspectos do desenho do implante, incluindo fendmenos bioldgicos, mecanicos, fisiologicos e
funcionais em relagdo ao sucesso do implante endosteal. Um aspecto muito importante dessa
evolugdo, que inclui biomateriais, desenhos e aplicagdes clinicas, foi a pesquisa clinica
realizada por P I Branemark na Suécia. Seus estudos usaram titdnio puro, em formato de raiz e
condi¢des altamente controladas para cirurgia, restauracdo e manuten¢do. Em 1963, Linkow
projetou e introduziu o design da cesta oca com furos de ventilagdo e roscas de parafuso
(ANUSAVICE, 2012).

Existem quatro tipos de desenhos de implantes que evoluiram ao longo de séculos de
desenvolvimento. Abaixo sdo listados os quatro tipos: (AFFAIRS, ADA COUNCIL ON
SCIENTIFIC, 2003)

e Endosteal: colocados no osso basal alveolar maxilar ou mandibular com transecgao de
apenas uma Unica lamina cortical. O implante endosteal mais popular ¢ o implante que
mimetiza o formato das raizes dos dentes para a distribuicdo de carga direcional e
posicionamento adequado no interior do 0sso;

e Subperioésteal: € composto por uma subestrutura e uma superestrutura de implante em
que a moldura de corpo customizado é colocado diretamente abaixo do periosteo sobre
o cortex 6sseo sobrejacente. Foi desenvolvido por Dhal (1940) e melhorado por Berman
(1951), que utilizou uma técnica de impressao 6ssea direta;

e Transosteal: combina os tipos subperiosteal e endosteal. Este penetra nas duas laminas
corticais e atravessa toda a espessura do osso alveolar. O conceito de implantes
transosteal foram concebidos pela primeira vez na Alemanha em 1930. Small (1968)
desenvolveu o implante agulhado mandibular, que foi alterado por Bosker (1982) com

implante transmandibular feito de liga de ouro;
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e Epitelial: que ¢ inserido diretamente na mucosa bucal.

Independentemente do tipo de implante, podem ocorrer falhas devido a fatores locais e
sistémicos durante a substitui¢do de dentes perdidos no procedimento cirurgicos de colocagao
de implantes.

Os implantes atuais tem formas e tamanhos variados para se ajustarem aos dentes que
substituirdo e aos diferentes requisitos protéticos demandados. Estes implantes utilizam como
materiais titanio ou ligas de titdnio com graduacgdo especifica para favorecer sua reatividade

superficial.

2.4.2 Tratamentos de superficie na implantodontia

Para melhorar o processo de osteointegracdo as superficies dos implantes t€ém sido
aprimoradas através de diferentes tratamentos de superficie, visando inicialmente, o aumento
da superficie de contato entre o implante e o tecido 6sseo. Um dos fatores principais do processo
de interacdo fisica e quimica entre células e implantes ¢ a topografia de sua superficie.

As superficies dos implantes de titanio podem ser classificadas em trés Grupos

principais: usinadas (lisas), texturizadas e biomiméticas.

2.4.2.1 Superficies usinadas “lisas”

O implante usinado tem rugosidade de superficie entre 0,5 um e 1 um, que sdo resultantes
do processo de corte (usinagem), nao recebendo tratamento quimico ou mecanico, apresentando
apenas a macromorfologia de usinagem. Esses implantes tem pequenas ranhuras que permitem
o processo de mineralizagdo do osso em dire¢do ao implante, sem apresentar superficie
indutora. Forma-se uma superficie anisotropica, a qual é responsavel por promover o processo

de adesao celular e a produgdo da matriz proteica. (THAKRAL et al., 2014).

2.4.2.2 Superficies texturizadas

2.4.2.2.1 Plasma spray
O plasma spray, antes da introdu¢do do jateamento seguido de ataque acido, era o tipo
de tratamento mais comum, feito com a chama ionizada de um gas aquecido entre 10.000 °C e

30.000 °C, e as particulas sdo lancadas em grandes velocidades contra o corpo do implante.
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Ap0s o contato, essas particulas resfriam e se solidificam. O spray de plasma ¢ utilizado para
aplicar e incorporar o Ti (titdnio) e a HA (hidroxiapatita) na superficie do implante. (GALLI et
al. 2013).

2.4.2.2.2 Plasma spray de hidroxiapatita

O tratamento para recobrimento com nucleagdo de apatita ocorre por meio de trés etapas:
tratamento alcalino, tratamento térmico e imersao em solucdo sintética equivalente ao plasma
sanguineo. Essa camada ¢ formada pela pulverizag¢ao do spray de plasma de hidroxipatita sobre
o implante. A rugosidade depende do tamanho das particulas, da aderéncia dessas, da

velocidade e distancia em que essas foram langadas contra o implante. (NAVES et al., 2015)

2.4.2.2.3 Plasma spray de titdnio

O plasma de spray de titanio ¢ formado pelo recobrimento do implante com gases
ionizados por aspersao térmica com spray de plasma de titdnio. Nesse método, a chama ionizada
de um gés ¢ langada contra a parede do implante com uma temperatura elevada entre 10.000 °C
e 30.000 °C. Com essa alteragdo, ocorre a aceleragdo de absor¢do do sangue devido ao efeito
de molhabilidade, aumentando a 4rea de contato superficial e promovendo, assim, a
osteointegracdo. A particula de titanio ¢ fundida na superficie, formando uma camada de 50 um
de espessura. E o revestimento resultante fica entre 10 pm e 40 pm, aumentando a superficie
do implante. Porém, superficies entre 0,5 um e 2 pm ja t€ém uma resposta positiva para
osteointegracdo. Sendo assim, os implantes de superficie tratada com spray de plasma de titdnio
tém sido pouco utilizados, pois aumentam a possibilidade de contaminagdo bacteriana,
especialmente em implantes realizados imediatamente apds as extragdes (COLOMBO et al.

2012).

2.4.2.2.4 Modificagdo por feixe de laser

O implante tem a sua superficie modificada por irradiagdo por meio de feixes de laser
produzindo erosdes e uma superficie rugosa. E um tratamento considerado limpo por nao

interagir com nenhum material externo durante o processo de modificagdo da superficie, em
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que o feixe de laser age como meio fisico no tratamento dessa superficie. E um método que
produz alto grau de pureza e rugosidade suficiente para uma boa osteointegragdo. A grande
vantagem em relacdo aos outros tipos de tratamentos de superficie € o controle total no tipo de
rugosidade criada, como micro retengdes orientadas e regulares em pontos definidos na
superficie, o tamanho das rugosidades ¢ controlado pela intensidade do pulso da fonte emissora.
Essa técnica ndo envolve elementos quimicos, evitando a contaminag@o da camada de 6xido do

titinio (BERARDI et al. 2011).

2.4.2.2.5 Jateamento de particulas

Neste tratamento a superficie do implante ¢ bombardeada com particulas de 6xido de
aluminio ou de titanio, criando depressdes irregulares no corpo do implante. Nao ha adesdo de
particulas ao implante, essas servem apenas para criar irregularidades. A rugosidade ¢
dependente do tamanho das particulas, do tempo e da pressao do disparador. Anélises em MEV
(microscépio eletronico de varredura) em implantes submetidos ao jateamento de aluminio
(AL203) demonstram residuos, provenientes do processo de fabricacdo, que podem contaminar
a superficie do implante, o que seria prejudicial a osteointegracao, pois competiriam com o
calcio para a formacao de osso. O uso de 6xido de titdnio no lugar da alumina tornou-se uma

forma de evitar esses efeitos indesejaveis na superficie do implante (LE GUEHENNEC, 2007).

2.4.2.2.6 Jateamento seguido de ataque dcido

Os implantes que sdo tratados com jateamento de areia seguido de ataque &cido, sendo
processados sob atmosfera de nitrogénio e armazenados em NaCl (cloreto de sddio) isotdnico,
sdo denominados SLActive (Sand blasted Long grit Acid-etched active). As superficies SLA
sdo tratadas com jatos de areia de granulacdo grossa (250-500 pum), produzindo macro
rugosidades no implante, seguidos por ataque acido (HCI/H2SOs), que ¢é responsavel por sua
micro rugosidade. Esses implantes tém uma estabilidade secundaria mais ativa que os demais
implantes, sendo que essa ocorre em duas semanas apos a instalagdo do implante no osso
(KLEIN et al., 2013). Nessa nova técnica, a superficie ¢ hidroxilada, e essa mudanca quimica
melhora as estruturas superficiais, que sdo ideais para a adsor¢ao de proteinas e para promover
a inten¢do imediata do implante no tecido 6sseo. A superficie SLActive foi desenvolvida para
otimizar a estabilidade do implante em menor tempo e diminuir os riscos do tratamento nas

fases iniciais da reabilitagdo (RUPP et al. 2014).
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2.4.2.2.7 Ataque dacido

O implante por ataque acido ¢ imerso em uma substancia acida, a qual provoca erosodes
nesse corpo. A concentragdo de acido, o tempo e a temperatura sdo fatores determinantes da
microestrutura da superficie. Sobre a superficie lisa, o processo mais utilizado ¢ o duplo ataque

acido, realizado com o acido sulfurico e o hidrocloridrico (SCHLEE et al., 2015).

2.4.2.2.8 Superficies nanotexturizadas por anodizacdo

No caso de superficies nanotexturizadas, todos os implantes ja vém com uma camada de
6xido na sua superficie, os tratados com anodizagdo, recebem uma camada adicional 6xida,
obtidas onde o implante ¢ usado como um anodo, ativando ions, quando um potencial elétrico
¢ aplicado a esse implante, gera reagdes de transferéncia de cargas e ions. Sob controle, o campo
elétrico guiard o processo de oxidagcdo que ocorrerd no implante e resultard no aumento da
espessura da camada de 6xido de titdnio (TiO2). Com o aumento dessa camada de o6xido de
titdnio e a adi¢do de outros elementos, como fosfato (POs), potencializa-se a osteointegragao
(THAKRAL et al., 2014). A resisténcia a corrosao e a biocompatibilidade estdo relacionadas a
presenca de uma camada de 6xido ndo reativo, o que impede a formagdo de tecido fibroso em
volta do implante e cria um contato direto com o tecido 6sseo (COLOMBO. et al., 2012). Os
implantes com esse tratamento de superficie sio menos dependentes de composi¢do quimica,
pois o processo resultante se define por um aumento complementar do contato osso-implante

(MEIRELLES et al., 2008).

2.4.2.3 Superficies biomiméticas

Este método permite recobrir a superficie do implante com uma camada uniforme de
hidroxiapatita similar a camada bioldgica, com até 15 pum de espessura, por meio da
precipitacdo heterogénea de fosfato de calcio sob condigdes fisioldgicas de temperatura e pH
sobre o implante dentario, através da utilizacdo de solucdo de ions semelhantes ao plasma
sanguineo com vistas a deposicdo de camada de apatita (ABE et al,1990). A
osteocondutividade ¢ aumentada pela liberacdo gradual das moléculas que estdo integradas a
estrutura do material. O fosfato de célcio, hoje, apresenta-se como um dos principais

biomateriais para reposi¢ao e regeneragao do tecido dsseo, pois apresenta como caracteristicas:
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semelhanca com a fase mineral de tecido 6sseo, dentes e tecidos calcificados; excelente
biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas de degradacdo variaveis e
osteocondutividade (KURTZ et al., 2014). Outra vantagem desse tratamento de superficie ¢ que
as moléculas biologicamente ativas, como agentes osteogénicos, podem ser precipitadas como
componentes inorganicos para formar uma matriz com propriedades tanto osteoindutora
(fatores de crescimento) como osteocondutora (camada de fosfato de cédlcio). Também foi
observado um contato maior entre osso e implante em superficies com coberturas biomiméticas

com fosfato de célcio do que em superficies ndo tratadas (RUPP et al., 2014).

2.4.3 Osteointegracao

Os primeiros implantes dentérios utilizados apresentavam inadequada resisténcia a longo
prazo dos tecidos peri-implantares a traumas mecanicos, quimicos e microbianos (WEISS et
al.,1973). O principal motivo para este insucesso era a existéncia de uma capsula de tecido
conjuntivo que circundava o implante e o isolava do osso adjacente, como um "pseudo-
periodonto" (LINKOW et al., 1973; BABBUSH, 1972). A presen¢a desta membrana entre o
material implantado e a superficie 6ssea, impedia o contato intimo entre esta e osso adjacente,
assim nao havia osteointegragao.

A osteointegracdo foi observada pela primeira vez - embora nao explicitamente declarada
- por Bothe, Beaton e Davenport em 1940 (RUDY et al., 2008). Bothe et al.(1940) foram os
primeiros pesquisadores a realizar estudos in vivo com implantes de titdnio e observaram como
estes tendiam a se fundir com o osso, relataram também que, pelas caracteristicas inerentes ao
titdnio, sua resisténcia e dureza, haveria potencial para que fosse utilizado como futuro material
de proteses.

Em outros experimentos in vivo, ao serem removidas as amostras de titanio dos
espécimes, seus fémures se fraturavam, apesar de apresentarem trabeculado dsseo integro nas
imagens radiograficas, tamanha era a unido das amostras ao osso. (LEVENTHAL, 1951). Mais
tarde ao observar o mesmo fendmeno ao estudar o fluxo sanguineo 6sseo em coelhos Per-Ingvar
Branemark cunhou o termo "osteointegracdo". (BRANEMARK, 1983)

A osteointegracdo pode ser definida como a formagdo de uma interface direta entre um
implante e osso, sem tecido mole interveniente (MILLER, 1997), implante osseointegrado ¢
um tipo de implante definido como endosteal contendo poros nos quais osteoblastos e tecido

conjuntivo de suporte podem migrar (ANDERSON et al. 1998).
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A osteointegracdo ¢ um processo dindmico em que as caracteristicas do implante, como
sua geometria e propriedades da superficie modulam o comportamento molecular e celular.
Embora a osteointegragdo tenha sido observada usando diferentes materiais, ela ¢ mais
frequentemente usada para descrever a reacao dos tecidos Osseos ao titdnio, ou materiais
revestidos com titdnio com derivados de fosfato de célcio. Pensava-se anteriormente, que os
implantes de titanio eram retidos no osso por estabilizagdo mecanica ou ligacdo interfacial e
que os implantes revestidos com fosfato de calcio eram estabilizados através de ligagdes
quimicas (ALBREKTSSON e JOHANSSON, 2001). Hoje sabe-se que ambos sdo
quimicamente ligados ao 0sso, seja por contato direto entre os atomos de célcio e titdnio, ou
pela ligacdo a uma camada similar ao cemento na interface implante/osso. (DAVIES, 2003;
KARLSSON et al., 2014).

A osteointegragdo ocorre através dos mesmos mecanismos que a consolidagdo da fratura
Ossea, diferenciando-se em alguns pontos como na auséncia de progenitores condrogénicos
(COLNOT et al., 2007). Mais recentemente a osteointegracao foi definida como "anquilose
funcional", onde novo osso ¢ depositado diretamente na superficie do implante que apresenta
estabilidade mecanica ou estabilidade primaria, isto é, resisténcia a desestabilizacdo por
agitagdo mecanica ou forgas de cisalhamento (SCHROEDER et al., 1981).

Osteointegracao nao ¢ um fendomeno isolado, mas sim depende de osteoinducao prévia e
osteoconducdo. Cabe aqui a definicdo destes termos (ALBREKTSSON e JOHANSSON,
2001):

e Osteoindugdo: € o processo pelo qual a osteogénese ¢ induzida por meio de mobilizagao
de células primitivas, indiferenciadas e pluripotentes, no qual estas sdo estimuladas a
evoluir para uma linhagem celular formadora de osso.

e Osteoconducdo: ¢ o crescimento Osseo sobre uma superficie. Uma superficie
osteocondutora ¢ aquela que permite o crescimento dsseo em sua superficie ou em seus
poros, canais ou tubos. Wilson-Hench (1987), sugeriu que a osteocondugao € o processo
pelo qual o osso ¢ direcionado de modo manter-se em conformidade com a superficie

de um material.

Pesquisas mais recentes sobre a osteoindugao remontam ao experimento de Urist (1965)
em meados da década de 1960, onde osso desmineralizado foi utilizado como agente
osteoindutor. Mais tarde, uma glicoproteina soltivel denominada BMP (bone morphogenic

protein) foi isolada como agente indutivo (URIST et al., 1979).
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A BMP pertence a familia do fator de crescimento transformador (TGF) -B dos fatores de
crescimento. Existem pelo menos 15 BMP diferentes (SOLHEIM, 1998), dos quais BMP-2 e
BMP-7 parecem ser as mais ativas. BMP sdo naturalmente liberadas em resposta ao trauma ou
na remodelacdo 6ssea e sdo os Unicos agentes indutores conhecidos (LIND, 1996).

No entanto, estimulos fisicos, como estresse ou tipos de sinais elétricos aplicados de outra
forma, tém sido considerados, direta ou indiretamente, influenciadores da inducdo Ossea
(BASSET, 1967; WILSON-HENCH, 1987).

A osteoinducdo ¢ um mecanismo bioldgico basico que ocorre regularmente na
consolida¢do de fraturas e na incorporacdo de implantes. Mesmo que os osteoblastos pré-
existentes antes do trauma, auxiliem a formar novo osso, tais células contribuem apenas com
uma pequena por¢ao do novo osso formado na consolidacdo da fratura.

De acordo com Frost (1989), todo o tecido lesionado pela fratura desencadeia o reparo
por meio da sensibilizacdo de diferentes tipos de células sobreviventes. Ao mesmo tempo, a
lesao libera mensageiros locais, bioquimicos e biofisicos que orientam as células a responderem
da maneira adequada. Alguns desses mensageiros guiam a diferenciagdo e organizacdo das
células, enquanto outros induzem mitoses.

Esta parte inicial da resposta de reparacdo inclui, portanto, a osteoindugdo, que se inicia
imediatamente apds a lesdo e ¢ muito ativo durante a primeira semana, embora a a¢ao dos pré-
osteoblastos recém-recrutados ndo seja Obvia até véarias semanas depois, no estagio de calo

0Sseo.
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3 MATERIAL E METODOS

Na Figura 6 ¢ possivel observar o fluxograma da metodologia empregada para o

desenvolvimento deste trabalho.

Figura 6 - Esquema da metodologia utilizada neste trabalho.

PROCESSAMENTO DA

LIGATIi7,5Mo

CONFECGAO DOS ‘ ANODIZAC/T‘XO +
IMPLANTES CALCINACAO

IMPLANTES Ti CP IMPLANTES NAO IMPLANTES
Grupo | TRATADOS - Grupo 2 TRATADOS - Grupo 3

MEV + DIFRACAO DE RX + RAMAN + PERFILOMETRIA CARACTERIZACAD

ANALISE HISTOMORFOMETRICA (BIC + BAFO) RESULTADOS

Fonte: Autor

3.1 PROCESSAMENTO DA LIGA

A liga de Ti7,5Mo foi produzida na Faculdade de Engenharia de Guaratingueta da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), no Departamento de Engenharia de Materiais
(DMT). Os lingotes da liga de Ti7,5Mo foram obtidos a partir da fusdo de titdnio
comercialmente puro e molibdénio, em forno a arco voltaico, com atmosfera inerte (gas
argonio) e cadinho de cobre refrigerado a agua (FAPESP 2009/00059-7). De acordo com
estudos estabelecidos previamente (ESCADA, 2012) cada lingote foi refundido pelo menos 10
vezes para garantir homogeneidade da composicdo da liga.

O tratamento de homogeneizagdo foi realizado em forno tubular a uma temperatura de

1000°C durante um periodo de 24 horas, seguido do tratamento de solubilizagdo (750°C por 2
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horas com resfriamento em agua). Posteriormente foi realizado o forjamento a frio em prensa
rotativa, de acordo com os pardmetros determinados em estudos anteriores para obtencao das
barras. Os passes foram graduais com diversos martelos até que o didmetro de 6 mm fosse
obtido, no laboratério de forja da escola de Engenharia de Lorena — USP. As barras foram
submetidas, novamente, a tratamento térmico de solubilizagao nos laboratdrios de fundi¢ao da

FEG-UNESP. (ESCADA, 2012).
3.2 CONFECCAO DOS IMPLANTES

As barras forjadas da liga de Ti7,5Mo foram submetidas a usinagem de modo a serem
obtidos implantes cilindricos de 2,2 x 4 mm (Fig. 7) na empresa Titanium Fix (Sao José dos
Campos - SP). As amostras de titanio C.P. também foram confeccionadas na mesma empresa,

da mesma maneira e com as mesmas dimensaoes.

Figura 7 - Implante confeccionado visto nos diferentes planos do espago e com suas

dimensdes.
Vista Lateral Vista Superior Vista Inferior

2,2 mm o 2,2 mm o 2,2 mm

4,0 mm

0,9 mm

Fonte: Autor

Apos a usinagem nenhum outro tipo de tratamento ou preparo da superficie foi realizado
nas amostras de Ti7,5Mo antes do processo de anodizag@o. As amostras de titdnio C.P. foram
jateadas e passaram também por condicionamento acido de superficie, como sdo

costumeiramente preparadas para uso comercial.
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As superficies das amostras a serem anodizadas, foram submetidas a sucessivas
lavagens para condicionamento. O processo consistiu em 3 lavagens de 3 horas em solucdo de
NaCl 1,5 mol/L, NaCl 0,15 mol/L e tampao fosfato-salino (PBS), entre cada solucdo as

amostras foram lavadas por 10 minutos em ultrassom imersos em agua deionizada.

3.3 DIVISAO DOS GRUPOS

Os Grupos foram divididos em numero de 3 com as amostras separadas conforme o tipo

de liga e tratamento de superficie realizados, conforme o Quadro 5.

Quadro 5 - Divisdo dos Grupos conforme suas caracteristicas distintas

Grupo Tipo de Liga Tratamento de superficie n
Grupo 1 (controle) TiC. P. Jateamento e Ataque 4cido 5
Grupo 2 Ti7,5Mo Nenhum 5
Grupo 3 Ti7,5Mo Anodizacdo e Tratamento Térmico = 6

Fonte: Autor

Cada um dos Grupos teve suas amostras caracterizadas para avaliagdo adequada de suas
composi¢des quimicas (espectroscopia Raman), avaliacdo das fases presentes na superficie
(difracao de RX), rugosidade e espessura (perfilometria) e morfologia dos nanotubos formados
(MEV) no Grupo 3.

Apos implantacdo em tibias de ratos Wistar (estudo in vivo) as amostras foram
analisadas para avaliagdo das caracteristicas histomorfométricas relativas ao contato

osso/implante (BIC) e formagao dssea entre as espiras do implante (BAFO).

3.4 ANODIZACAO

Todos os procedimentos de anodizacdo foram desenvolvidos e executados no
Laboratorio de Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais da Faculdade de
Engenharia de Guaratinguetd (FEG-UNESP).

O protocolo de anodizagdo foi realizado com o intuito de crescimento de nanotubos de

oxido de titanio (TiO2) na superficie das amostras confeccionadas em Ti7,5Mo.
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3.4.1 Solucio para processo de anodiza¢do para crescimento de nanotubos de TiO;

A solugdo utilizada para o processo de anodizagdo foi composta de um eletrolito
contendo glicerol e NH4F 0,25%. Os elementos que compuseram a solucdo foram devidamente
pesados em balanca digital de precisdo e dissolvidos de modo a formarem uma solugdo que

serviu de meio para a anodizagao.

3.4.2 Condigoes de anodizaciao

A geragdo de corrente elétrica continua, que possibilitou a anodizagao das amostras, foi
obtida através de uma fonte de corrente continua (Agilent— E3617A), com corrente gerada com
ampliacgdo inicial de voltagem realizada em incrementos de 2V por minuto, até que a voltagem
preconizada fosse atingida. Quando a voltagem estabelecida de 20V foi atingida, esta foi
mantida por 24 h conforme o protocolo preconizado por ESCADA et al., 2017).

As amostras foram posicionadas em numero de 4, devidamente presas ao anodo por um
suporte em formato de pontas individuais especificamente preparado para acomodar cada uma
das amostras de modo a permitir a passagem de corrente para a anodizagdo das mesmas. O

catodo foi composto por uma malha cilindrica de platina que envolveu o conjunto das amostras

(Figura 8).

Figura 8 - Implantes posicionados no anodo

Fonte: Autor

O conjunto compds a célula eletroquimica e permaneceu imerso na solucao eletrolitica

pelo periodo de 24h para que a anodizagao fosse realizada (Figura 9).
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Figura 9 - Célula eletrolitica com amostras sendo anodizadas

Fonte: Autor
3.4.3 Tratamento térmico

Para a estabilizacdo da fase de organizagdo dos nanotubos em anatase, as amostras
anodizadas foram lavadas com dgua deionizada, secas, e tratadas termicamente por calcinacao
a 450°C em um forno mufla EDG, com uma taxa de aquecimento de 5°C por minuto,
permanéncia de lh, e resfriadas no interior do forno, como pode ser visto na Figura 10,

conforme proposto por Li et al. (2009).

Figura 10 - Forno mufla utilizado para o processo de calcinacao

onte: Autor
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Apos todo o processo as amostras foram acondicionadas em envelopes autoclavaveis
individuais e submetidas a esterilizagdo por raios Gama na empresa Titanum Fix — Sdo José dos

Campos.

3.5 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE

3.5.1 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar a morfologia da superficie das amostras foi utilizado o microscopio
eletronico de varredura Marca Philips, Modelo XL 30 FEG, com filamento field emission gun
(FEG), do Laboratério de Caracterizagdo Estrutural — LCE, da Universidade Federal de Sao
Carlos — UFSCar. Para avaliagdo do comprimento e diametro dos nanotubos formados na
superficie das amostras foi utilizado o microscopio MEV FEG Tescan do Instituto Nacional de

Pesquisas Espaciais — INPE, em Sao José dos Campos — SP (Figura 11).

Figura 11 - MEV FEG Tescan do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais - INPE

Fonte: Autor
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3.5.2 Difracao de raios X

Este método faz uso dos raios X de comprimentos de onda conhecidos para determinar
os espagamentos dos planos cristalinos desconhecidos. Os raios X sdo ondas eletromagnéticas
de alta energia e pequeno comprimento de onda. Quando o feixe de raios X atinge os atomos
do material a ser analisado, seus elétrons sdo acelerados e passam a reemitir radiagdo com a
mesma energia (mesmo comprimento de onda), porém em todas as direcdes. Se os dtomos
estiverem num arranjo periddico, as ondas sofrerdo interferéncia, ou seja, ocorre uma reflexao
apenas em certos angulos de incidéncia e reflexdo.

Para determinacdo das fases presentes na liga Ti7,5Mo foi feita a difratometria de raios
X no modo rasante com dngulo Omega igual a 2 graus. Foi utilizado um tubo de raios X com
alvo de cobre. O equipamento utilizado ¢ da marca Philips e modelo MRD, Panalytical X Pert
com radiagdo Cu-Ka e um detector X'Celerator, instalado no LABAS-INPE, em Sao Jos¢ dos
Campos — SP (Figura 12).

Esta técnica permite que o feixe de raios X interaja com finas camadas de material que
podem ser de alguns nandmetros a poucos micrometros. As amostras foram analisadas em 20
na faixa de 20-80°, com tamanho do passo de 0,02° e tempo total de contagem de 19h e 10min.,

com poténcia de 45kV e 40mA.

Figura 12 - Difratometro Panalytical X Pert com radiagdo Cu-Ka do Instituto Nacional de

Pesquisas Espaciais — INPE

- Fonte: Autor
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3.5.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica fotonica, a qual permite a identificagdo de
materiais organicos € inorganicos em poucos segundos, fornecendo a informacdo quimica e
estrutural do material. No caso do presente estudo, a espectroscopia Raman foi utilizada para a
caracterizacdo da composicdo da superficie dos implantes ap6s o procedimento descrito.

As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas no Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais — INPE, em Sao José dos Campos — SP, sob temperatura ambiente, em um
espectrometro da marca Horiba Scientific T64000 utilizando como fonte de excitagdo um laser

de argénio com comprimento de onda de 514 nm (Figura 13).

Figura 13 - Espectrometro Horiba Scientific T64000 do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais — INPE

Fonte: Autor

3.5.4 Perfilometria optica

A perfilometria Optica foi realizada a fim de visualizar a superficie das amostras

bidimensional e tridimensionalmente ¢ medir a rugosidade média apresentada, onde tem-se:
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e R, (Sapara3D) ¢ o desvio médio aritmético de um perfil (Ra) ou de uma superficie (S).

e Ry (Sq para 3D) ¢ a raiz média da raiz quadrada do desvio do perfil (Rq) ou superficie
(Sq). Rq d& quase a mesma informagdo que Ra, mas ¢ ligeiramente mais sensivel aos

picos elevados e aos baixos vales.

e R (S;para 3D) ¢ o valor maximo do pico até o vale do perfil (R¢) ou a superficie (S;),

um parametro extremo que varia facilmente em diferentes areas.

As medidas foram realizadas no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE, em
Sdo José dos Campos — SP, pelo equipamento Perfilometro Optico Veeco, modelo NT1100
(Figura 14).

Por se tratar de um parafuso, a medicao da rugosidade foi realizada na lateral deste,
buscando-se pontos comuns entre as amostras pela dificuldade de mensuragdo resultante da

rugosidade natural da rosca.

Figura 14 - Perfildmetro Optico Veeco, modelo NT1100 do Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais — INPE

Fonte: Autor

3.6 CALCULO AMOSTRAL
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Para determina o nimero de animais a serem utilizados por Grupo experimental o calculo
utilizado foi feito adotando-se:

e Valor critico para grau de confianca de 95% (1,96);

e Desvio maximo 0,2236 (22,36%) (s), baseado no estudo anterior da literatura
(MELLO e OLIVEIRA et al., 2014) e experimentos preliminares; erro padrdao minimo

que se deseja encontrar de £5% da média (50%) (d); e
e Nivel de significancia de p<0,05.

Na qual C ¢ dependente dos valores escolhidos para a for¢a ou poder do teste (1-8; chance
de encontrar uma diferenca existente) e nivel de significancia (a; a chance de considerar dois
Grupos diferentes quando eles ndo o sdo). Para considerar p<0,05 o valor de a ¢ 0,05. s ¢ o
desvio padrdo aceitdvel de acordo com a projecdo do pesquisador e d ¢ a diferenca esperada

entre os Grupos.

Para calcular o C, deve-se aplicar a formula: C= (za + zB)?, onde z corresponde a valores
encontrados em livros de estatistica. E importante lembrar que para determinar o valor de za
deve-se dividir o valor do intervalo de confianga por 2, por exemplo, para um intervalo de 0,95
o valor a se procurar na tabela ¢ 0,475 e a soma dos valores da linha com o topo da coluna
(0,06) lhe fornecem um valor de z=1,96. Em experimentos na area de satide, o poder do teste ¢
comumente 90% para o qual o valor de zB ¢ 1,282. Logo, se em um determinado modelo
experimental, um pesquisador deseja trabalhar com um poder para o teste de 90% e nivel de

significancia 0,05, o valor de C sera de (1,96 + 1,282)2=10,51.

Assim temos:

n=1+[2C x (s/d)?]
n=1+[2x10,51x(0,2236/0,5)*]
n=1+[21,02 x (0,4472)*]
n=1+[21,02 x0,2]
n=1+4,204

n=5,204

Assim sendo adotou-se um valor minimo de n=5 para cada um dos Grupos. Deste modo

foram utilizados 12 animais no total com indice de perda, que receberam aleatoriamente um
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implante em cada tibia, com total de 24 implantes, de modo a serem implantados sempre dois

implantes de Grupos diferentes num mesmo animal.

3.7 TESTE IN VIVO

Os experimentos in vivo foram realizados com ratos isogénicos Wistar do biotério de
animais da Faculdade Sao Leopoldo Mandic — Campus Campinas sobre orientagcdo do Professor
Dr. André Antonio Pelegrine, ap6s terem sido devidamente aprovados pelo comité de ética no
uso de animais (CEUA SLMANDIC) da referida institui¢ao (Processo n® 2018/042). Os
procedimentos foram realizados no laboratério de Implantodontia da referida institui¢do.

Doze ratos machos, pesando entre 300 e 400g, receberam, de modo aleatério, um implante
(2,2 x 4,0mm) dos diferentes Grupos que compunham o trabalho, em cada uma de suas tibias,
de modo que cada animal recebesse dois tipos diferentes de implantes cada. Apds tricotomia na
regido das patas inferiores direita e esquerda, foi efetuada antissepsia com polivinilpirrolidona-
iodado (PVPI) a 10% com 1% de iodo ativo (Riodeine®, Rioquimica Ltda, S3o José do Rio
Preto, SP, Brasil).

Figura 15 - Sequéncia dos procedimentos cirurgicos realizados nos espécimes, A e B: incisdo,

C e D: retalho rebatido, E: perfuragdo, F e G: inser¢do do implante, H: sutura.



53

b

Foi efetuada uma incisdo retilinea de 1cm em cada pata (A e B) e um retalho de espessura

Fonte: Autor

total foi rebatido (C e D). Com broca tipo lan¢a de 1,1mm de didmetro girando em 1000 rpm,
acoplada em contra angulo redutor 20:1 em motor elétrico e sob refrigeracdo abundante com
soro fisiologico estéril (E), foi produzida uma pequena perfuragdo na regido da epifise medial
da tibia para se possibilitar a inser¢do dos implantes. Posteriormente ao preparo do leito, os
implantes de Ti7,5Mo foram fixados nas tibias com auxilio de chaves especificas (0,9mm) de
titanio (F). Ap6s o posicionamento dos implantes (G), foi efetuada sutura da pele por meio de
pontos simples (H).

Ap0s a cirurgia, os animais foram posicionados em gaiolas individuais e receberam dose
unica de Benzetacil 600,000 IU. Eles foram mantidos em ciclos de 12 horas de claro/escuro,
temperatura controlada em 21° C e dieta ad libitum.

Dos doze animais utilizados para o experimento in vivo, oito sobreviveram. Estes foram
sacrificados 30 dias apos a cirurgia com sobredose anestésica, por meio de uma injecao
endovenosa de Quetamina (2 ml) e xilazina (1 ml). As tibias foram removidas por meio do uso

de discos diamantados e imediatamente levadas ao laboratorio para processamento.

3.8 ANALISE HISTOMORFOMETRICA
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ApoOs a eutandsia dos animais, suas tibias foram removidas e processadas para que as
analises histomorfométricas de cada uma das amostras de cada Grupo fossem realizadas. Foram
mensuradas as variaveis de contato entre osso e implante (bone-to-implant contact - BIC) e, a

area de osso ocupada entre as espiras dos implantes (bone area fraction occupancy - BAFO).

3.8.1 Processamento das amostras

O processo de preparo das pegas 0sseas contendo as amostras para posterior analise
englobou os seguintes passos:

e Fixacdo: em formol 10% por 5 dias;

e Desidratacdo: as pecas Osseas passaram pelo processo de desidratacdo sendo imersas

em alcool em diferentes concentragdes e tempos:

- 70% por 24hs;

- 95% por 24hs;

- 100% por 24hs (I);

- 100% por 48hs (II);

- 100% por 56hs (I1I).

A desidratagdo adequada promove melhor penetragdo da resina.
e Diafanizagdo: dois ciclos de imersao em xilol foram realizados:

- Imersao por 24hs (I);

- Imersao por 48hs (II).
e Inclusdo da peca em resina:

A inclusdo foi realizada mergulhando a peca dssea em um frasco de vidro de
aproximadamente 20ml com tampa que impede a passagem de ar, de modo que a peca
6ssea nao mantivesse contato direto com o fundo do frasco. Este serviu somente como
molde para a resina, que depois de polimerizada foi removida do molde de vidro

fraturando-o.

e Preparo e penetragdo da resina:
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A solucdo de resina (solu¢do A) foi composta de 15% de Dibutilftalato e 85% de
Metilmetacrilato. As pecas foram mantidas nesta solugdo em ambiente refrigerado na

seguinte sequéncia:

- 3 a 5 dias em solugdo A;

- 3 a 5 dias em solugdo A + 1% de perdxido de benzoila;

- 3 a 5 dias em solugdo A + 3% de perdxido de benzoila,

A fase final de inclusdo foi realizada em temperatura ambiente por 2 a 4 dias.

e Preparagdo do bloco de resina polimerizada: apds quebrar-se o frasco de vidro a resina

¢ entdo serrada de modo a ficar em formato retangular para ser realizada a microtomia.

e Microtomia: realizada em micrétomo de precisdo (Exakt®,. Apparatebeau, Alemanha)
de modo longitudinal ao implante produzindo duas laminas de cada uma das amostras

com espessura de 7 pm e polidos com sistema de polimento (Exakt®).

3.8.2 BIC e BAFO

A analise de BIC e BAFO foram realizados no laboratdrio de histopatologia da Escola de
Odontologia da Faculdade Sao Leopoldo Mandic (Campinas, SP, Brasil). Toda a area de osso
da pega ao redor do implante na tibia foi definida como regido de interesse e avaliada
histomorfometricamente.

Antes da analise os fragmentos foram corados com coloragdo de azul de Stevenel, que
permite, em ampliacdes maiores, a avaliacdo do nticleo, citoplasma e componentes extra-
celulares. Tecidos mineralizados nao sdo corados. Como contra-corado se utilizou picro-fucsina
de Van Gieson que cora fibras coldgenas de verde/verde azulado, osso de alaranjado ou roxo;
ostedide de amarelo esverdeado e fibras musculares de azul/azul esverdeado. A Alizarina
vermelha cora especificamente célcio, corando assim de laranja até roxo os tecidos

mineralizados enquanto que os demais tecidos permanecem em azul (Fig.16)
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Figura 16 - Imagem evidenciando os diferentes estruturas em contato com a superficie do

implante (A) e, na regido entre as espiras: (B) osso maturado, (C) osteoide, (D) fibras

musculares, (E) fibras colagenas.

Fonte: Ator

Para cada amostra foram analisadas duas laminas estas, de quatro a oito imagens de areas
distintas de cada fragmento foram avaliadas, desde que mantivessem contato ou estivessem
proximas ao tecido 6sseo adjacente para que as médias de BIC e BAFO fossem calculadas. As
imagens digitais foram capturadas utilizando um microscopio Nikon Eclipse modelo H550S
(Nikon, Japdao), com ampliagdo de 100x acoplado a uma cdmera Infinity 1 (Lumenera
Corporation, EUA) conectada a um computador para a aquisicdo das imagens. O examinador
avaliou cegamente as imagens e rastreou a varia¢do da formacdo dssea em todas as imagens
usando o software ImageJ 1.52k para MAC (National Institute of Health, NIH, EUA), em dois
momentos distintos com intervalo de uma semana. Todos os resultados foram anotados em
micrometros lineares para o calculo do BIC (Fig. 17) e em micrometros quadrados para o
calculo do BAFO (Fig. 18) e, posteriormente, declarados como uma porcentagem linear e da

area total respectivamente.
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Figura 17 - Linha amarela demarcada sobre a superficie total entre o implante e o tecido
adjacente para o calculo do BIC. Do comprimento total foi calculada a porcentagem de tecido

6sseo (em vermelho) que efetivamente mantinha contato com o implante (em preto).

100pm

Fonte: Autor
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Figura 18 - Linha amarela demarcada sobre a area total entre o implante e o tecido adjacente
entre as espiras para o calculo do BAFO (A). Da érea total foi removido o tecido ndo
mineralizado (colorag@o azul ou negra) e calculada a porcentagem de tecido mineralizado (em

vermelho) presente entre as espiras do implante (em preto).

100pum

100pum

Fonte: Autor

3.9 ANALISE ESTATISTICA

O programa utilizado para a analise estatistica foi o Minitab 17 (Pensilvania, EUA). Os
resultados obtidos referentes aos valores ao BIC e BAFO foram analisados por meio do teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Para distribuicdes normais, utilizou-se a analise
ANOVA de 1 fator, complementada com o teste Tukey para comparagdo multipla,
considerando-se valores estatisticamente significantes quando p<0,05. Também foi utilizado o
teste de correlacdo de Pearson para avaliagdo de correlagdo entre os parametros avaliados no

mesmo Grupo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As observagdes aqui apresentadas foram divididas em resultados das andlises de

caracterizacao estrutural e resultados dos experimentos in vivo.

4.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A seguir sdo apresentadas as imagens obtidas pelo microscopio eletronico de varredura
e, por meio da observacdo das imagens, € possivel avaliar cada uma das diferentes superficies
dos mini-implantes de cada um dos Grupos.

Na Figura 19 sdo observadas as imagens do Grupo 1, com superficies jateadas por 6xido
de aluminio e atacadas por 4dcido (HCI/H2SOs).

Observa-se um padrdo bastante irregular na superficie, tipico dos materiais que passam
pelo tratamento com jateamento, e posteriormente o ataque acido da superficie, para obtencao
de microabrasao.

Este tratamento ¢ um dos mais comumente utilizados pela industria por possibilitar um
aumento significativo da superficie de contato, especialmente quando comparada a amostra
apenas usinada, aumentando consequentemente a estabilidade inicial e adsor¢do de proteinas,
reduzindo o tempo de osteointegragdo (RUPP et al., 2014). O inconveniente da técnica ¢ a
possibilidade de agregacdo das particulas utilizadas no processo de jateamento a superficie do
implante.

Quando a alumina (ALOs) ¢ utilizada como agente abrasivo no jateamento, sua
insolubilidade a meios 4cidos torna comum sua incorporagdo a superficie do material. Sua
posterior liberagdo as areas adjacentes ao implante, pode ter influéncia negativa no processo de
osteointegracdo. Além disso a caracteristica heterogénica desta superficie pode reduzir a tipica
excelente resisténcia a corrosdo em ambientes fisiologicos das ligas de titanio (APARICIO et

al., 2003).



60

Figura 19 - Amostra do Grupo 1 observada em diferentes ampliagdes no MEV, em A(50x):
superficie da amostra; B(2500x), C(5000x), D(10000x), E(50000x) e F(100000x):
evidenciando o tratamento de superficie por jateamento e ataque acido nos diferentes

aumentos
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Fonte: Autor

Por outro lado, verificou-se que esta superficie melhora o processo osteocondutor através
da fixagdo de células osteogénicas e de fibrina, resultando na formagdo 6ssea diretamente na
superficie do implante. Na area perimplantar, o tecido 6sseo com trabéculas finas se projeta

diretamente sobre o implante (TRISI et al., 2003).



61

Na Figura 20 sdo observadas as imagens do Grupo 2, com superficies somente usinadas,
sem tratamento de superficie que tem como caracteristica a presen¢a de pequenas ranhuras que

permitem o processo de mineralizagdo do osso em direcdo ao implante (THAKRAL et al.,

2014).

Figura 20 - Amostra do Grupo 2 apos tratamento em diferentes ampliagdes no MEV, em
A(50x): superficie da amostra; B(2500x), C(5000x), D(10000x), E(50000x) e F(100000x):

evidenciando a auséncia de qualquer tratamento de superficie nos diferentes aumentos

t Wb 1 &um
35 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

pot Magn Det WD P 200nm
1 Ox SE ) £ UFSCa )EMa - LCE - FEG

Fonte: Autor
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A superficie apresentou-se com caracteristica de polimento com estrias, tipica de
superficie metélica usinada, evidenciando, quando comparada as demais amostras, uma
superficie mais regular e, portanto, com menor area de contato, ndo apresentando superficie
indutora. Forma-se uma superficie anisotropica, que ¢ capaz de promover o processo de adesao
celular e a producdo da matriz proteica, tipicas da interagao inicial do tecido 6sseo ao implante,
enquanto que as superficies rugosas apresentam taxa elevada de diferenciacdo celular e
maturagdo de osteoblastos, propiciando uma aceleracdo nos fendmenos da osteointegracao
(THAKRAL et al., 2014).

Na Figura 21 s3o observadas as imagens do Grupo 3, com superficies que receberam
tratamento por anodizagao.

Nas amostras do Grupo 3 pode-se observar o crescimento efetivo e regular dos nanotubos
de TiO; por toda a superficie da amostra. O mesmo tipo de padrdo foi observado nos demais
experimentos desenvolvidos com este material no Laboratorio de Materiais da FEG tanto nos
trabalhos de Escada (2012), quanto de Oliveira (2016) e Nogueira (2017), que utilizaram os
mesmos valores de tensdo (20V), tempo de anodizagdo (24h) e eletrolito (glicerol e NH4F),
seguido de calcinacdo a 450°C.

O experimento desenvolvido por Escada (2012) demonstrou que este tipo de padrdo
poderia ser observado tanto nas tensdes de 20V quanto de 30V, mas optou-se pelo menor
potencial para que fossem obtidos nanotubos com menor didmetro que comprovadamente

possuem maior reatividade superficial (ESCADA, 2017).
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Figura 21 - Amostra do Grupo 3 apos tratamento em diferentes ampliagdes no MEV, em
A(200x): superficie da amostra; B(12500x), C(25000x), D(50000x), E(50000x) e F(100000x):
evidenciando o tratamento de superficie por anodiza¢do com crescimento de nanotubos nos

diferentes aumentos
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Fonte: Autor

Na figura 22 a e b, as amostras do Grupo 3 foram novamente avaliadas para mensuracao
do comprimento e didmetro dos nanotubos. Como toda a superficie da amostra estava recoberta
por nanotubos, foi necessario realizar um pequeno entalhe na amostra para que a camada
superficial de nanotubos se despregasse da superficie e assim fosse possivel a realizagdo da

mensuracao do comprimento efetivo da camada superficial.
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Figura 22a - Mensuragdo diametro dos nanotubos (A, B e C) em amostras do Grupo 3
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Pelas imagens visualizadas no MEV da superficie tratada das amostras do Grupo 3, foi
possivel medir o didmetro médio dos nanotubos. Observou-se didmetro médio de 73nm dos
nanotubos em sua camada superficial e comprimento de aproximadamente 1,06p (hum

micrometro) no filamento de nanotubos da camada desprendida pelo entalhe.
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Figura 22b - Mensuracdo do comprimento dos nanotubos nas amostras do Grupo 3 (D, E e F)

em D tem-se a camada de nanotubos que foi desprendida pelo entalhe
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Fonte: Autor

Estudos realizados por autores do Grupo de Pesquisas da FEG — UNESP com o

crescimento de nanotubos em ligas de Ti7,5Mo em diferentes apresentacdes, discos polidos ou
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miniimplantes, podem ser observados na Tabela 1, demonstrando os diferentes diametros

obtidos.

Quadro 6 - Valores médios dos didmetros dos nanotubos obtidos pelos autores

Autor Potencial (V) Material Diametro
Escada (2012) 20/30V Discos polidos 80nm
Oliveira (2016) 10/20V Discos polidos 55nm
Nogueira (2017) 20V Minimplantes 97nm
Tupinamba (2019)
20V Minimplantes 73nm

(presente estudo)

Fonte: Autor

Os valores médios obtidos no presente trabalho referentes ao didmetro dos nanotubos sdo
equivalentes aos observados por Escada (2012) e Nogueira (2017) e, um pouco superiores aos
obtidos por Oliveira (2016). Ambos autores utilizaram o mesmo eletrélito, potencial, tempo de
anodizacdo e tratamento térmico do presente estudo. Pelas medidas observadas, os valores
obtidos sdo considerados bastante adequados para a interagdo efetiva com o tecido 6sseo,
conforme observado por Brammer et al. (2004), onde nanotubos com didmetros préximos a 70-
100nm proporcionaram maior formagao ¢ssea por induzir a formacao de células alongadas com
alta capacidade de regulacdo da atividade de produgdo de fosfatase alcalina, que ¢ capaz de
induzir a tensdo do citoesqueleto e a diferenciagdo seletiva de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos. Os mesmos resultados foram observados por Ding et al. (2015)
ao compararem superficies anodizadas de implantes com diferentes padrdes de didmetros dos
nanotubos, com melhores respostas de formagao 6ssea em nanotubos com didmetros superiores
a 50nm.

Quanto ao comprimento dos nanotubos, o valor obtido foi bastante proximo aos 700nm
observados por Yang et al. (2008) para o mesmo eletrolito e potencial, que concluiram que esta
condi¢do foi a mais eficiente nas taxas de conversdo e na formacdo da camada de nanotubos

mais espessa.
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4.2 DIFRACAO DE RAIOS X

A difratometria e raios X demonstrou a presenca da fase alfa” e predominancia de anatase
somente na superficie da amostra do Grupo 3 (Figura 23), apresentando pico intenso
caracteristico desta fase proxima a 26° (20). Tais variagdes ndo foram observadas nos demais
Grupos por estes ndo terem sofrido nenhum tratamento de superficie que promovesse a

formagao de camada de 6xido como o Grupo 3.

Figura 23 - Difratograma apresentando pico caracteristico da fase anatase apresentada na

amostra do Grupo 3
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Fonte: Autor

Os valores observados e caracteristicas do grafico sdo compativeis com os obtidos por
diferentes autores para a mesma liga e tratamento de superficie (ESCADA et al., 2012;

NOGUEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016).
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4.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Assim como observado na difratometria de raios X, a espectroscopia Raman da amostra

do Grupo 3 demonstrou a presenca da banda tipica da fase anatase (A) e uma pequena banda

da fase rutilo (R) (Figura 24). As amostras dos demais Grupos ndo apresentaram qualquer tipo

de caracteristica destas fases (Figura 25)

Figura 24 - Grafico da amostra do Grupo 3 com a presenga das bandas das diferentes fases

com predominancia da fase anatase (A)
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Fonte: Autor

Figura 25 - Amostras dos Grupos 1 e 2 sem bandas caracteristicas das fases anatase ou rutilo
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Fonte: Autor

Conforme observado por Lim et al. (2001), a estrutura de superficie mais adequada as

interagdes com tecidos 0sseos € a anatase por apresentar caracteristicas bastante hidrofilicas.

Além disso Oh et al. (2006) observaram que esta configurag¢ao apresentava propriedades fisicas
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e caracteristicas de superficie superiores, que promoviam locais mais ativos para a catalise
mesoporosa, resultando em reatividade com tecidos vivos superior as superficies de titdnio puro
ndo tratadas. O presente trabalho obteve resultados das distribui¢des das fases compativeis aos
observados por diferentes autores para a mesma liga e tratamento de superficie (ESCADA et
al., 2012; NOGUEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016). A variacdo nos parametros de
anodizagdo e calcinagdo da liga de Ti7,5Mo produz superficies com estruturas cristalinas
variaveis, com maiores ou menores quantidades de anatase e rutilo que tem influéncia direta no
grau de molhabilidade superficial. Maiores concentragdes de rutilo produzem maior
hidrofilicidade, com angulo de contato de 9,8° quando calcinadas a 600°C (ESCADA et al.,
2017).

4.4 PERFILOMETRIA OPTICA

A andlise das superficies das amostras para avaliacdo de suas rugosidades superficiais

pode ser observada nas figuras 26 a 28 apresentadas a seguir.

Figura 26 - Perfilometria da superficie da amostra do Grupo 1

Fonte: Autor
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Figura 27 - Perfilometria da superficie da amostra do Grupo 2

Fonte: Autor

Figura 28 - Perfilometria da superficie da amostra do Grupo 3

Fonte: Autor

Entre as amostras analisadas a superficie mais rugosa foi observada no Grupo 1. Este
padrao de rugosidade ¢ tipico do tratamento da superficie por jateamento e ataque acido,
produzindo superficies ndo homogéneas e microporosas € com consequente menor variagao
entre picos e fundos de vale (R¢). Este tipo de topografia pode promover a diferenciagdo

osteobldstica, mas a0 mesmo tempo pode inibir sua proliferacdo (DING et al., 2015). As
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amostras do Grupo 3 foram as segundas mais rugosas e, as que apresentaram maior variagao
entre o pico e o fundo do vale (R;). As superficies menos rugosas foram observadas nas amostras
do Grupo 2, por somente ter sofrido usinagem e nenhum outro tipo de tratamento de superficie.

A mensuracdo da rugosidade média das amostras dos diferentes Grupos ¢ apresentada na

Tabela 2:

Tabela 2 - Valores referentes as rugosidades médias de cada Grupo

Amostra Ra (um) Rq (um) R¢ (um)
Grupo 1 2,01 2,53 31,43
Grupo 2 1,08 1,49 60,04
Grupo 3 1,72 2,13 64,71

Fonte: Autor

Como observado por Wennerberg e Albrektsson (2009), em sua revisdo sistematica,
superficies tratadas que apresentavam rugosidade entre 1-2 pm apresentaram a melhor resposta
bioldgica Ossea, exatamente na faixa de variacdo observada na rugosidade das amostras do
presente estudo. Houve um pequeno aumento na rugosidade média observado no presente
trabalho quando comparado aos resultados de Escada et al. (2017). Diversos autores
demostraram que tanto a fixacdo precoce quanto a estabilidade mecénica a longo prazo do
implante podem ser melhoradas por um perfil de rugosidade elevado em relagdo as superficies
lisas, pois a rugosidade elevada promove melhor travamento mecanico entre a superficie do
implante e do osso adjacente em formagao (BUSER et al., 1991; GOTFREDSEN et al., 1995).
Entretanto, o risco principal da rugosidade superficial elevada ¢ o aumento do risco de peri-
implantite, assim como um aumento na liberacdo ionica (BECKER et al., 2000). A rugosidade

moderada entre 1 a 2 pm pode mitigar estas duas ocorréncias (ALBREKTSSON et al., 2005).

4.5 TESTES IN VIVO

A opcao pela utilizagdo dos pardmetros de BIC e BAFO como referéncia para avaliagao
da osteointegracdo, reside no fato de que ha um consenso na literatura cientifica atual que
determina a qualidade da osteointegragdo ¢ dependente do percentual de contato direto entre
o0sso e implante, assim como na densidade de osso ao redor do implante. Especialmente para

avaliagdo da qualidade 6ssea em tecidos dsseos de baixa densidade (WENG et al., 2003). Além
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disso, outros tipos de teste como torque de remocao e analise de frequéncia de ressonancia
(ISQ), que avaliam a for¢a necessarias para remocao do implante e a estabilidade do implante,
respectivamente, estavam inviabilizados pelas caracteristicas do desenho e do tamanho
diminuto do implante, bem como do animal utilizados.

Ap0s os experimentos in vivo cada uma das amostras foi avaliada por meio de estudos
histomorfométricos de BIC e BAFO, obtendo-se os resultados em porcentagem relativa,

apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente:

Tabela 3 - Valores da estatistica descritiva referentes aos valores do BIC dos diferentes

Grupos
. Desvio Valor Valor . Primeiro | Terceiro
Grupo n Média% ) ) Mediana ) )
Padrio Maximo Minimo Quartil Quartil
1 5 50,85 5,81 56,22 41,53 51,51 47,82 55,38
2 5 55,20 8,10 65,78 43,16 54,80 51,83 59,56
3 6 64,06 7,72 72,99 53,04 65,47 56,95 70,44

Fonte: Autor

Na figura 29 observa-se uma amostra de cada um dos Grupos com caracteristicas de

BIC compativeis com os valores médios obtidos.

Figura 29 - Amostras caracterizando os valores médios obtidos para o BIC em cada um dos

Grupos
G1 G2 G3
50% 55% 64%

Fonte: Autor
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Tabela 4 - Valores da estatistica descritiva referentes aos valores do BAFO dos diferentes

Grupos
. Desvio Valor Valor . Primeiro | Terceiro
Grupo Média% . o Mediana ) )
Padrio Miéximo Minimo Quartil Quartil
1 57,53 12,41 74,32 41,41 59,69 48,14 64,97
2 59,91 6,63 67,71 50,86 61,49 54,58 64,69
3 62,74 12,15 82,76 50,82 59,22 53,16 71,26

Fonte: Autor

Na Figura 30 observa-se uma microfotografia de uma amostra de cada Grupo com

caracteristicas de BAFO compativeis com os valores médios aferidos.

Figura 30 - Amostras caracterizando os valores médios obtidos para 0 BAFO em cada um dos

Grupos
G1 G2 G3
57% 60% 63%

Fonte: Autor

O teste de normalidade de Kolmogorov Smirnov demonstrou que houve normalidade
de distribui¢do dos dados referentes aos valores de BIC e BAFO. Para avaliar se houve
diferenga entre os Grupos o teste de ANOVA de 1 fator foi realizado para avaliagdo dos valores
referentes ao BIC e ao BAFO.

Na comparagao entre os Grupos em relacdo aos valores referentes ao BIC, apresentando

distribui¢cdo normal (p=0,275), adotando-se um poder de teste de a=0,05 e com p<0,05 para
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determinar diferenca estatisticas significante, foi aplicado a ANOVA de fator unico,

determinando que as diferencas nos valores médios entre os Grupos de tratamento sdo maiores

do que seria esperado ao acaso, portanto ha diferenga estatisticamente significante (p = 0,008).

Pela comparagdo entre os Grupos por meio do teste Tukey, foi observado que houve

diferenca estatistica significante somente entre os Grupos 1 e 3 (p = 0,006) (Figura 31). Sendo

que o Grupo 3, com superficie anodizada, apresentou valores percentuais médios de BIC 21%

maiores que os do Grupo 1, com apresentacao comercial do implante com superficie tratada por

jateamento e ataque acido, conforme apresentado na Tabela 5.

Figura 31 - Distribui¢ao das medidas e a diferenga estatisticamente significante entre os

Grupos para os valores de BIC (® média e @ mediana)
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Fonte: Autor

Tabela 5 - Comparagdo dos valores referentes ao BIC entre os Grupos (teste Tukey)

Grupos P (p<0,05) Significancia
G1xG2 0.307 negativa
G1xG3 0.006 positiva
G2xG3 0.116 negativa

Fonte: Autor

Na comparacdo dos valores percentuais relativos ao BAFO entre os Grupos, quando

analisados pelo teste de ANOVA de 1 fator, as diferengas observadas ndo foram
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suficientemente grandes para excluir a possibilidade de que a diferenga seja devido a
variabilidade amostral aleatéria. Portanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre os Grupos (p = 0,194) (Figura 32).

Figura 32 - Grafico demonstrando a distribui¢do das medidas e a auséncia de diferenca

estatisticamente significante entre os Grupos para os valores de BAFO (® média e @

mediana)
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Fonte: Autor

O teste de correlacdo de Pearson demonstrou ndo haver correlagdo significativa entre os
valores de BIC e BAFO entre qualquer par de varidveis na tabela de correlagdo, conforme

Tabela 6.

Tabela 6 - Valores referentes a correlagdo entre BIC e BAFO nos Grupos (tete Pearson)

Grupos p (p<0,05) Significancia
G1 BICXxBAFO 0,220 nao
G2 BICXxBAFO 0,118 nao
G3 BICXBAFO 0,088 ndo

Fonte: Autor

O valor médio de BIC do Grupo 1 de 50,8 +5,81%, observados no presente estudo para

um periodo de 4 semanas, quando comparado com os disponiveis na literatura, nomeados pelos
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diferentes autores como SLA (sand blasted-acid etched large grid surface), apresentou
resultados ligeiramente superiores aos demais autores para o mesmo tipo de material, que
obtiveram 41,3 + 15,2% para 2 semanas e 46,77% = 11,54 para 6 semanas (PELEGRINE et al.,
2019), 46,53% para 4 semanas (HERRERO-CLIMENT et al., 2018) e 46,77% =+11,54 em duas
semanas ¢ 41,04% +£3,75 em seis semanas (FREITAS, 2014).

Quanto a comparacdo do BAFO do Grupo 1 de 57,53 =£12,4%, com a literatura
disponivel, também foram observados valores ligeiramente superiores aos 50,75 +2,56% para
duas semanas e 55,39 £14,98% para seis semanas observados por Freitas (2014), mas bastante
superiores aos 28,7 +13,7% para duas semanas e 36,4 +10,3% para 6 semanas observados por
Pelegrine et al. (2019) e os 36,26% para 4 semanas de Herrero-Climent et al. (2018).

Caso os resultados obtidos para o BAFO no presente estudo para o Grupo 1 fossem mais
compativeis aos observados na literatura, ou seja, menores, possivelmente teriam-se observado
diferencas significantes entre os Grupos, assim como foram observadas diferencas para os
valores obtidos na comparagao do BIC entre os Grupos.

Na atual literatura ndo foram encontrados estudos in vivo com implantes de Ti7,5Mo
usinados que utilizassem os parametros de BIC e BAFO como referéncia para a resposta ossea.
Assim foi utilizado como método de comparagdo para o Grupo 2, implantes de Ti-CP que
passaram por usinagem e ndo receberam nenhum tipo de tratamento de superficie. No presente
estudo para o Grupo 2 foram obtidos valores médios de BIC de 55,2 £8,10%, superiores aos
41,97 +9,93% para duas semanas e os 30,41 +5,44% para seis semanas obtidos por Freitas
(2014) assim como os 27,9% para trés semanas e os 14,7% para oito semanas obtidos por
Tavares et al. (2007). Deste modo pode-se constatar que a liga de Ti7,5Mo obteve resultados
bastante superiores aos encontrados na literatura para materiais ndo tratados e conforme
observado neste estudo, sem diferenca estatistica significante para o material em sua
apresentacdo comercial tratada (Grupo 1).

Na avaliagdo do BAFO, o Grupo 2 apresentou média de 59,91 £6,63%, semelhantes aos
valores médios percentuais obtidos por Tavares et al. (2007), de 58,1+ 13,2% para 3 semanas,
e superiores aos 47,7 = 6,5% para 8 semanas.

A mesma dificuldade de comparacdo foi encontrada em relagdo ao Grupo 3. Por este
motivo utilizaram-se trabalhos que realizaram tratamento de superficie dos implantes de titdnio
com crescimento de nanotubos de TiO» por anodizacdo. Para os valores médios de BIC o
presente estudo obteve 64,06% +7,72%, compativeis com Pelegrine et al. (2019) que obtiveram

resultados de 63,1 £8,7% para duas semanas e 64,8 +7,4% para seis semanas. J4 Ding et al.
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(2015) obtiveram valores médios bastante inferiores, de 32,1 +0,010% para o mesmo periodo
de tempo e em nanotubos de didmetros similares aos do presente estudo.

Quanto a avaliacdo do BAFO no Grupo 3, este também seguiu o mesmo método de
comparacdo do realizado no BIC. Pelegrine et al. (2019) obtiveram 54,8 =+7,5% para duas
semanas e 57,9 £9,3% para seis semanas. Ding et al. (2015) obteve 45,1 +0,036% em seu
experimento, ou seja, ambos inferiores aos 60,17 *£11,56% observados neste estudo.

O Grupo 3 apesar de ndo apresentar diferenca estatistica significante em relagdo ao BIC
para o Grupo 2, pode ser considerado bastante promissor, pois o Grupo 2 apresentou os maiores
valores relativos quando comparado aos demais materiais usinados disponiveis na literatura em
relagdo ao BIC. O mesmo ocorreu em relagdo ao BAFO: o Grupo 3 ndo apresentou diferenca
estatistica significante em relagdo aos demais Grupos do presente estudo, mas apresentou
valores superiores aos materiais anodizados com crescimento de nanotubos de TiO2 avaliados
na literatura.

Apesar dos demais estudos analisados demonstrarem diferencas estatisticas significantes
tanto para os valores de BIC quanto os de BAFO na comparacdo entre materiais com superficie
jateada seguida de ataque acido (SLA) versus superficie anodizada com crescimento de
nanotubos de TiO; (TNT) (PELEGRINE et al., 2019; HERRERO-CLIMENT et al., 2018), o
presente estudo ndo apresentou diferenca estatistica significante entre estes Grupos (p > 0,05)
para os valores de BAFO.

Outra discordancia estd no fato de que materiais com superficies nanotexturizadas tendem
a promover tanto a diferenciag@o celular quanto a sua proliferag@o, o que resultaria também em
taxas de BIC e BAFO, i. e. osteointegragdo, com maiores chances de correlagdo, fato nao
observado no presente estudo através do teste Pearson de correlagdo intra-grupo.(p>0,05). A
literatura (DING et al., 2015; LARRAZA et al.,, 1999) demonstra que superficies
microestruturadas (SLA) promovem diferenciagdo dos osteoblastos mas inibem sua
proliferacdo. Portanto, mesmo que as microsuperficies resultem em um melhor nivel de
osteointegracdo quando comparadas com superficies lisas (usinadas), a falta de proliferacao de
osteoblastos resultaria em um menor acimulo de massa 6ssea (BAFO) em comparacdo com o
produzido por uma superficie lisa. Portanto seria esperado que a auséncia de correlacdo entre o
BIC e 0 BAFO fosse observada entre os Grupos 1 e 2 € ndo no Grupo 3.

Uma possivel explicagdo para a auséncia de diferenca estatistica significante entre os
Grupos para o BAFO, pode ser o periodo de tempo utilizado para o experimento. Pelegrine et
al. (2019) ao comparar o BIC e BAFO de implantes SLA com implantes SLA com tratamento

de superficie com crescimento de nanotubos de TiO2 (TNT), obteve valores estatisticamente
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mais significantes tanto para BIC quanto para o BAFO em duas semanas (T1) do que em seis
semanas (T2). Segundo o autor isto ocorreu pelo fato de que em duas semanas a osteoindugao
e osteocondugdo do Grupo tratado (TNT) ja havia promovido uma boa osteointegra¢ao inicial,
com taxas de BIC e BAFO aumentadas. Apds 6 semanas o Grupo ndo tratado teve mais tempo
para produc¢do 6ssea, reduzindo a diferenca de quase 50% entre as amostras observado em T1
para 36% em T2. Estudos comprovam a completa formacao 6ssea no modelo animal utilizado
em quatro semanas (MURALI et al., 1999).

Além disso, os valores obtidos tanto para o BIC quanto para o BAFO no Grupo 1
isoladamente, foram maiores quando comparados aos valores observados na literatura para os
mesmos parametros neste tipo de material (PELEGRINE et al., 2019; HERRERO-CLIMENT
et al., 2018; FREITAS, 2014).

Superficies anodizadas promoveram aumento da resposta 6ssea com valores mais
elevados para os testes histomorfométricos em comparagdo com as superficies usinadas e
tratadas tradicionalmente com jateamento e ataque acido (SLA). Dois mecanismos sio
propostos para explicar esta osteointegracdo: o travamento mecénico através do crescimento
6sseo nos poros dos nanotubos e a ligacdo bioquimica, especialmente pelas caracteristicas de
rugosidade superficial e molhabilidade, tipicas das superficies anodizadas (SUL et al., 2005).

Ao aliar as caracteristicas mecanicas apropriadas com o tratamento de superficie que
promove respostas biologicas de qualidade, as ligas de Ti7,5Mo abrem uma nova e promissora
perspectiva aos novos materiais para utilizacdo em implantodontia e demais areas médicas

reabilitadoras.
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5 CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos neste trabalho ¢ possivel concluir que:

O método utilizado na anodizacdo para modificagdo da superficie da liga de Ti7,5Mo,
usinada em minimplantes foi efetivo para que fossem atingidos os efeitos bioldgicos
desejados, produzindo superficies com rugosidades adequadas, fases -cristalinas
predominantes em anatase, nanotubos com didmetros e comprimentos adequados,
reproduzindo as propriedades e caracteristicas compativeis aos encontrados em nosso
grupo de pesquisas, em estudos anteriores € nos experimentos ja realizados previamente
na liga em formato de pastilhas polidas;

O Grupo 3, composto por amostras da liga de Ti7,5Mo com tratamento de superficie
por anodizacdo, produziram percentuais de contato direto do osso formado com a
superficie do implante (BIC), superiores aos Grupo 1 (controle);

Nao houve diferencas estatisticas significantes entre os Grupos nos percentuais relativos
as quantidades de tecido 6sseo formado entre as espiras dos implantes (BAFO);

Nao foi detectada correlacdo direta entre os valores obtidos para o BIC e 0 BAFO nas
avaliagdes intra-grupos;

Os resultados apontam para a eficiéncia do uso do tratamento de superficie por
anodiza¢do como um método coadjuvante para acelerar o processo de osteointegragao,
pela ativagdo da prolifera¢ao do tecido 6sseo sobre a superficie tratada, ndo produzindo
nessa pesquisa, nenhum sinal deletério celular. Isso corrobora com outras pesquisas que
utilizaram este método para modificagdo de superficie de implantes para a mesma

finalidade.

5.1 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos propdem-se para continuidade da pesquisa, os seguintes

estudos:

Andlise da molhabilidade superficial por método de imersdo para comparagdo da liga
usinada e tratada em formato de implantes com o material em formato de pastilhas, ja
disponivel na literatura;

Varia¢@o no tempo e nos parametros de anodizacao seguido de calcina¢ao em diferentes

temperaturas para obtencao de fases distintas e;
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e Experimentos in vivo com diferentes periodos de tempo e condigdes de ativagdo dos

implantes.
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Graficos resultantes da andlise dos Grupos 1 e 2 por difratometria de raios X que ndo

apesentaram caracteristicas tipicas da presenca da fase anatase em suas superficies.
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Aprovagdo do Comité de Etica para liberagdo do uso dos ratos para os testes in vivo.
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Campinas, 20 de dezembro de 2018.
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Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo da osseointegragdo em
implantes da liga de T17,5MO com tratamento de superficie”, registrada com o n®
2018/042, sob a responsabilidade de André Anténio Pelegrine e executor Rogério
Amaral Tupinamba que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizacdo de animais per-
tencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada
pela Comissdo DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA FACULDADE SAO LEOPOLDO MANDIC
(CEUA SLMandic), em reunido de: 20/12/2018.
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Espécie/Linhagem/Raga | Rattus norvegicus - Wistar

| N. de Animais 12
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1 Origem ANILAB- Animais de Iaboratéri%/'criagéo e comércio LTDA
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Médica Veterinaria Mariana Franco de Oliveira
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