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RESUMO

A biocompatibilidade promove a oportunidade de investigar e comparar os resultados
fenomenologicos gevrados pelos estudos laboratoriais in vitro, investigagdes in vivo, em
animais e, em humanos. Este trabalho situa-se entre estudos que visam beneficiar processos
de osseointegracdo, fundamentais no desenvolvimento dos implantes, por meio de estudos in
vitro. Trata-se da proposta de um protocolo para avaliar /n vitro, em culturas de células
osteoprogenitoras ¢ células osteoblasticas provenientes de maxilares humanos, o crescimento
e adesdo celulares frente a quatro diferentes rugosidades obtidas por usinagem na superficie

de amostras de cilindro de titdnio c.p. seccionados.

Palavras-chave: Implante dental, Cultura de Células osteobléstica; Osseointegragao.
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ABSTRACT

Bio-compatibility gives the opportunity to investigate and compare phenomenological
results generated in laboratory studies, such as in vitro tests and /n vivo investigations
performed in animals and in human beings. The intention of this study is to benefit
osseointegration processes, which are fundamental in the development of implants, through in
vitro investigations. It is a proposal of an in vitro evaluation of osteoprogenitory and
osteoblastic cells of human maxillaries and their growth and adherence capacity in samples of

sectioned titanium cylinders with four different manufactured surface roughnesses.

Keywords: Dental implants, Cell culture osteoblastic, Osseointegration.
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1. INTRODUCAO

A perda de elementais dentais implica na diminuigio das fungdes mastigatorias,
fonética e estética dos pacientes. Uma das formas de compensar a perda dos dentes pode ser
através de proteses convencionais parciais ou totais. Porém, em condi¢des locais
desfavoraveis, como uma pronunciada reabsor¢do alveolar, a ndo aceitagdo do paciente e¢ o
desconforto causado pela protese (principalmente removivets), préteses retidas por implantes

tém sido uma das alternativas as proteses convencionais.

Ao estudar o desenvolvimento da tmplantodontia, verifica-se que diferentes materiais,
projetos de implantes e técnicas de tratamento foram pesquisados levando a resultados
diversos desde a utilizagdo das muitas modalidades de terapia com os implantes cilindricos
integrado, subperidstico, em armac¢do de ramo, em lamina, de inser¢do transmucosa €

enddsseos.

O sucesso ou o fracasso na osseointegragdo € dependente do controle de seis
parafusos, quais sejam, biocompatibilidade do material utilizado, estado do sitio receptor,
técnica cirrgica, condi¢des de carga e macroestrutura e microestrutura do implante
(ALBREKTSSON et al., 1981).

Linder et al (1983) ao analisarem a interface osso-titdnio, sob MEV, afirmaram que
um implante ndo ter que ser poroso, com forma de parafuso ou superficie rugosa para tornar-
se osseointegrado, nem tem que estar coberto com substincias que atraiam O 0ss0. A
macroestrutura do implante tem pouca influéncia sobre a resposta tecidual, contudo, é_rn
situagdo clinica, pode ser vantajoso escolher um implante com um desenho superficial que
garanta a estabilidade durante o periodo de cicatrizagdo, um dos determinantes para o suceso
da osseointegragdo. Conforme estes autores a interagdo tecido-superficie é mais dindmica do
que estavel. Ela passara por estdgios com o passar do tempo, especialmente durante o periodo
inicial apds a implantagdo e sera influenciada pelas propriedades da superficie original do

implante. Nos primeiros segundos apos a implantagdo, existira essencialmente agua, ions



dissolvidos e biomoléculas livres muito prdximas a superficie, sem a presenca de células. A
composi¢do do bioliquido mudara continuamente com o passar do tempo durante o processo
inflamatdrio e de cicatrizagdo. Ocorrera mudangas na composi¢@o € no leito de biomoléculas
absorvidas sobre a superficie do implante. Eventualmente ocorre aproximagdo de células e
tecido na superficie do implante. Dependendo da natureza do leito absorvente, as células
responderdo de maneira especifica, o que pode modificar o leito absorvato de biomoléculas.
Os tipos celulares proximas a superticie e suas atividades poderdo variar com o passar do
tempo e dependendo do tipo de interagdo incial, o resultado final pode ser a integragdo dssea

ou a formagdo de uma capsula fibrosa.

Na década de 80 novos ¢ modificados materiais foram introduzidos, especialmente
desenhados e fabricados para antecipar respostas teciduais da interface implante-tecido 0sseo

resultando em biomateriais que apresentam propriedades anisotropicas (MAGINI, 1997).

Entretanto, fo1 possivel aumentar a capacidade de osseointegragdo (ancoragem do
0ss0) com o uso de superficies rugosas, texturizadas e com cobertura de fosfato de calcio ou
hidroxiapatita (BABBUSH, 1986). Isto ficou evidenciado por estudos histomorfométricos e
biomecanicos que mostraram aumento significante nas porcentagens de contato osso-implante

e remogdo por torque (ALBREKTSSON; SENNERBY, 1991).

Resultados de experimentos em animais e observagoes clinicas realizadas nas variadas

instituigdes de todo mundo resultam em confiabilidade e aceitagdo dos tratamentos com
| implantes enddsseos dentais e maxilofaciais, pois quando bem indicados e executados,
representam importante técnica de reabilitagdo bucal com capacidade de recuperar funcional e
esteticamente o paciente. Estes, sdo utilizados atualmente para substituir dentes perdidos,
reconstruir o esqueleto cranio-facial, dar ancoragem durante tratamento ortoddntico € mesmo

ajudar a formar novo 0sso no processo de distragdo osteogénica.

Verifica-se que a implantodontia em termos de osseointegragdo apresenta crescentes
descobertas cientificas ¢ vem se consolidando através do estudo da biologia e engenharia
tecidual. Inicialmente as pesquisas atuaram a nivel macroscopico, posteriormente
microscopico € mais recentemente sob uma Otica ultraestrutural. Entretanto, ainda hoje a
osseointegracdo € foco de espectativas e especulagdes, pois materias de implante atuais
funcionam bem quando a qualidade Ossea € boa e especialmente quando existe Iancoragem

bicortical, porém em regides de osso esponjoso e fina lamica cortical a resposta dssea ndo €



tdo favoravel. Por outro lado, biomateriais com diferentes composi¢éo quimica, aspereza de
superficie e topografia provocam diferentes respostas biologicas por influenciarem o
comportamento dos tecidos e das células, sendo esta resposta microscopica uma conseqiéncia
de interagdes em nivel molecular. Vérias investigagdes na literatura indicam que um implante
com superficie rugosa ¢ capaz de estabelecer uma ligagdo bioquimica (contato 6sseo) mais
forte e mais cedo com os tecidos adjacentes, do que um implante similar com superficie lisa e
polida (BUSER et al., 1991; PILLIAR et al. (1991); WENNERBERGER; ALBREKTSSON;
LAUSMAA (1996); LARSSON et al. (1996); ELLINGSEN (1998); ORSINI et al. (2000).
Provavelmente existem niveis 6timos de rugosidade de superficie para diferentes aplicagdes
funcionais, porém, atualmente ainda ndo foi possivel prever qual € a faixa de tamanho ideal

para que isto ocorra.

Nos dias de hoje as superficies rugosas sdo obtidas através de uma cobertura de
Plasma Spray, por jateamento, ataque quimico e associagdes do jateamento com ataque acido.
Dentre estes tratamentos superficiais, a superficie mais compativel com a osseointegracio €
aquela formada por pequenas rugosidades conseguidas através do jateamento ou tratamento

quimico, pols promovem um aumento de energia de superficie nos implantes.

Campos Jr.; Passanezi (1996) explicam que este aumento na energia de superficie
facilita com que a H,O, sangue e fluidos corporais se espalhem sobre as microirregularidades
da superficie do implante influenciando positivamente o povoamento celular inicial,

favorecendo assim o processo cicatricial inicial.

E de fundamental importancia conhecer as reagdes que ocorrem no tecido, sobre a
superficie do material e entre material e tecido depois da implantagdo. Muitas informagdes ja
sdo conhecidas, entretanto nos falta melhor entendimento da relagdo entre os eventos que
ocorrem na superficie do implante e o efeito que certos materiais de implante tem nos tecidos.
Estes conhecimentos possibilitario projetar melhores implantes odontologicos no que diz
respeito a osseointegragdo. O atual desafio da implantodontia ¢ documentar qual a superficie,
forma e composi¢do do implante ¢ melhor para tratar condigdes desfavoraveis e qual pode
proporcionar longevidade de retengdo celular, conforto e fungio para o paciente. Percebe-se
que ha um caminho muito longo a percorrer para se obter uma ancoragem Otima e permanente

de préteses fixas sobre implantes nos maxilares.
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A fim de suprir esta deficiéncia e frente ao interesse dos profissionais da odontologia
que trabalham com implantes dentais, a industria € 0s centros de pesquisa vem continuamente
pesquisando materiais e formas de tratamento de superficie que tornem os implantes ainda
mais biocompativeis com os tecidos 6sseo € mole. Assim, o biomaterial utilizado ndo pode
causar danos locais ou sistémicos, ndo deve ser toxico, carcinogénico, alergénico, deve
possuir resisténcia mecanica adequada para distribuir as for¢as dentro do leito do implante, ter
composi¢do quimica muito préoxima da pureza absoluta e com alta energia de superficie. O

tratamento de superficie de um implante deve ser reproduzivel e sobretudo previsivel
(TOGASHI, 2001).

Varios sistemas de implantes tem incorporado textura, rugosidade ou poros esperando
que o aumento da drea de sua superficie promova um maior potencial para inser¢do celular e

crescimento tecidual no interior das trregularidades, estabilizando mecanicamente o implante.

Porém, os diversos tratamentos de superficie que vem sendo desenvolvidos promovem
uma rea¢do ndo especifica com varios processos simultdneos na interface implante-tecido

biologico, resultando em competi¢do complexa entre reagdes e resultados imprevisiveis.

Muitas das controvérsias atuais sobre os diversos tipos de implantes ¢ o valor de suas
diferentes superficies poderdo ser resolvidos num futuro proximo, se for criada e desenvolvida
pesquisas com base cientifica adequada, uma vez que estamos sempre nos deparando com

novos sistemas no mercado.

O cultivo primario de células a partir de tecido 0sseo normal, para a obtencdo de
linhagem celular que apresente caracteristicas osteoblasticas ¢ de grande aplicagdo em
odontologia, ndo s6 em estudos da fisiopatologia 0ssea como em testes de biocompatibilidade

de materiais que estdo em contato constante com o tecido dsseo.

Este trabalho tem por objetivo estabelecer um protocolo para futura avaliagdo da
resposta biologica através da cultura primaria de células dssecas maxilares frente a
microestrutura (superficie) de implantes de titdnio cp usinados na Universidade Federal de

Santa Cata_rina.



2 REVISAO DA LITERATURA

Para melhor compreensdo e analise desta pesquisa, a revisdo de literatura foi dividida
em sec¢des abordando aspectos relacionados com: 1) Titdnio; 2) Tratamento de superficie e 3)

Resposta bioldgica tecidual e celular.

2.1 Titanio

2.1.1 Biocompatibilidade-Osseointegracdo

A bicompatibilidade do titinio frente a6 tecido gengival foi revelada por Gould,
Brunette, Westbury (1981) num estudo in vitro, onde evidéncias histoldgicas mostraram a
formagdo de hemidesmossomos inseridos entre o titdnio e células epiteliais de um implante
removido apos 7 anos de fungdo. Esta formagdo de hemidesmossomos indica claramente que

o tecido mole da cavidade bucal aceita o 6xido de titnio.

Albrektsson et al. (1981) numa revisdo de literatura sobre materiais compativeis
observaram que a ancoragem de implantes ceramicos e Ti c.p. apresentou em resolucdo de
30A a 40A, praticamente os mesmos aspectos com formagdo de osso haversiano bem

orientado e sem formacéo de camada de tecido conjuntivo interposta.

Albrektsson (1983) observou que feixes colagenos tornaram-se gradualmente
substituidos por filamentos aleatoriamente arranjados a distdncia de 0,1um a 0,5um do titdnio.
Os filamentos colagenos avangaram em dire¢do a superficie do implante alcangando uma

distancia aproximada de 200A. Havia uma substincia amorfa calcificada parcialmente



consistindo de proteoglicanas e glicosaminoglicanas aderidas ao acido hialurdnico cobrindo
200A a 300A da inteface ao redor do metal. Nenhum espago descalcificado foi encontrado
entre o titdnio e o tecido, porém a calcifica¢do foi menos pronunciada nos altimos 100A da
superficie de titanio. Os processos celulares foram separados da superficie de titdnio pela

espessura da camada de 200A a 300A de Proteoglicana.

Hansson; Albrektsson; Branemark (1983) observaram que implantes de titdnio c.p.
(parafuso) foram removidos por varias razdes, como por exemplo psiquidtricas e fraturas,
apos sucesso clinico (estaveis) por periodos de 6 meses a 7 anos. Aproveitando estes
infortinios os autores desenvolveram um experimento com o objetivo de descrever a zona da
interface tmplante-tecido 0sseo. O 0sso compacto estava firmemente aderido ao metal ndo
sendo possivel destaca-lo sem fraturas. O tecido Osseo adjacente ao implante estava em
aparente continuidade com o metal ao redor de toda a circunferéncia do parafuso de titanio.
Ao microscopio Optico o 0sso estava bem organizado, de maneira regular, com sistema de
Havers e lamelas 6sseas incrementais que foram observadas ao longo da interface. Os autores
Interpretaram esta ocorréncia, como 0sso vital e com ativo remodelamento ao redor do
implante em concordancia com as forcas oclusais aplicadas. Vasos sanguineos foram
observados, ocasionalmente, em intima proximidade com a superficie do implante. Ndo foi
evidenciada a formacdo de cdpsula fibrosa conjuntiva, nem a presenga de fibroblastos,
macrofagos € células inflamatorias na regido da interface impante-0sso. Ao microscopio
eletronico de varredura as imagens das pegas desmineralizadas do tecido 6sseo aderido ao
implante revelaram facilmente os sistemas de Havers é um revestimento de fibras colagenas e
ostedcitos. Como também, ostedcitos foram freqiientemente identificados, algumas vezes bem
proximos da superficie do metal. As fibras colagenas estavam a uma distdncia de 1pm a 3um
da superficie do metal separadas por uma camada de glicoproteinas de aproximadamente

20um de espessura.

2.1.2 Contaminagdo metdlica

Woodman et al. (1984) inseriram substitutos dsseos compostos de fibra metalica a
base de titdnio em osso longos de gorilas. As concentragdes metalicas foram mensuradas no
pulmdo, rim, bago, figado, musculo e nos linfonodos adjacentes ao implante nos animais

- experimentais. Os valores foram comparados com animais controle sem implantes inseridos.



Os autores utilizaram titdnio cp de fibra metalica que promoveu um longo contato do tecido
ao titdnio, sendo os animais acompanhados por 8 anos. Em adi¢do, placas de titdnio 6
aluminio — 4 vanadio foram inseridas. Os niveis de titanio aumentaram no tecido do puimao
dos animais teste até 3 anos apos a inser¢do. Posteriormente a este periodo, os niveis de
titinio permaneceram constantes sem nenhuma evidéncia de toxicidade bioquimica e
hematologica. Porém, os autores citaram que ndo poderia ser excluida a possibilidade de
efeitos toxicos ao longo do periodo de manutengdo. Os autores acreditam que a continua
liberagdo de aluminio no pulmio possa ser distribuida a outros tecidos. Porém, desconhece-se
o potencial de toxicidade neuroldgica do aluminio e se ¢ capaz de atravessar a barreira do
cérebro. Vanadio, conhecido como um material altamente téxico, ndo foi .encontrado

acumulado no corpo dos animais experimentais. Foram descobertas apenas elevagdes

transitdrias nos niveis de vanadio no pulmao.

Michaels et al. (1989)afirmaram existirem mais de 35 metais diversos nos implantes,
sendo que a maioria dos quais pode ser encontrada em quantidade-tracos no organismo
humano podendo ser considerados como produtos essenciais para o metabolismo, como

toxicos ou como incidentais.

Buchanan; Lee; Willians (1990) explicaram. que os implanteS metalicos sofrem
corrosdo e dependendo da liga empregada, combinagdes de elementos quimicos como ferro,
cromo, niquel, cobalto, molibidénio, titdnio, aluminio e vanadio, sdo liberados nos tecidos
locais e possivelmente transportados para outros locais do corpo. A longo prazo os efeitos

bioldgicos da liberagdo destes elementos quimicos ndo estdo completamente elucidados.

2.1.3 Energia de superficie e esterilizagdo

Carter et al. (1981) afirmaram que materiais com tensdes de superficie de 20 a
30Dynes/cm, exibem uma atividade bioldgica minima e que acima destes valores tendem a
possuir melhores graus de bioadesdo. Esclareceram que o uso do método de descarga
incandescente de radiofreqiiéncia para esterilizagdo é teoricamente muito atrativb, pois

promove uma superficie limpa, sem contaminantes, e um estado de alta energia superficial.

Baier et al. (1982) demostraram os efeitos degradativos da esterilizagdo convencional

original que produzem uma camada superficial espessa com energia de superficie baixa.



Mostraram ainda, que a esterilizagdo por descarga incandescente de radiofrequéncia, por 3 a
5min, produziu uma alta energia de superficie com o minimo de contaminantes em amostras
com superficies lisas. Investigaram a formagdo de uma pelicula biologica e sua influéncia na
bioadesdo na interface e concluiram que a qualidade de superficies do material do implante ¢
essencialmente critica na determina¢do da configuragdo assimilada dos biofilmes mais

precoces.

Baier et al. (1984) investigaram a influéncia de diferentes estados de energia de
superficie na incorporagdo de biomateriais. Ocorreu um aumento da inser¢@o de fibroblastos
nos materiais com alta energia de superficie o que resultou em uma pelicula mais fina com a
camada celular primaria mais proxima do implante, promovendo uma melhor aderéncia
celular. Concluiram os autores que o povoamento celular incial e adesdo celular podem ser
influenciadas pela presenga de cobertura condicionantes derivadas dos tecidos do hospedeiro,

cujas propriedades sdo dependentes da energia superficial dos implantes.

Doundoulakis (1987) realizou estudo onde mediu e comparou os efeitos de cinco
métodos de esterilizacdo sobre a superficie de titdnio c.p. (99,835%). As amostras foram
preparadas com superficies lisas e polidas, nas dimensdes de Smmx10mmxImm e apos foram
limpas com ultrasom por 10min em detergente, lavadas abundantemente com agua

triplamente destilada e secas. Os cinco métodos de esterilizag@o avaliados foram:

a) esterilizador endodontico em bola de vidro a 425°F, com amostras submersas por

20s;

2

b) autoclave a vapor convencional a 250°F com 15psi de pressdo por 20min;
c) calor seco (estufé) 320°F por 60min,
d) radiagdo ultravioleta a 150Watt/s, 360 a 450Nm e 8s de cada lado;

e) tratamento de descarga incandescente de radiofreqiiéncia a 13,18 MHZ, energia de
superficie efetiva de 5W, camara de vidrd de 2% de polegadas com pressio interna
de 0,15torr. Superficies rugosas e riscadas foram observadas em muitas das
amostras, num aumento de 80x. Verificou também auséncia de filme orgénico

contaminante superior a 10004 ou 0,1pm.
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O autor concluiu que a esterilizagdo das amostras por autoclave pode causar
comprometimento das propriedades da superficie devido a adesdo e materiais orgdnicos ou
heterogénios externos, que pode influenciar o sucesso de muitos sistemas de implante.
Revelou ainda, informagdes sobre os efeitos degradativos causados pelo esterilizador
endododntico na superficie do Ti ¢.p.; que a esterilizagdo por calor seco ndo consegufu remover
restos organicos da superficie das amostras, como ndo aumentou a energia de superficie das
mesmas. A esterilizagdo de materiais de baixa energia de superficie com descarga de
radiofrequéncia incandescente e ultravioleta resultou em melhor limpeza ¢ aumento na
energia de superficie que estdo correlacionadas com a inducdo da adesdo celular e fixa¢do dos

implantes.

Oletjord e Hansson (1993), analisando 4 sistemas de implantes relatam que durante a
produgdo e manipulagdo suas superficies sdo contaminadas. A presenga de contaminantes
inorganicos podem catalizar a reagdo do oxigénio na interface e formar radicais OH que
podem aumentar a dissolugdo do titanio. Em adig@o, a absor¢do de ions do ¢xido do titanio
pode aumentar o efeito da concentragdo do 6xido na superficie e por conseqiiéncia aumentar a

taxa de dissolugdo do metal.

2.1.4 Passivagdo

Os efeitos da passivagdo do Ti c.p. e da liga de Ti6Al-4V foram avaliados por Callen
et al. (1995) através de Espectroscopia de Fotoemissdo de Raio X e Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV). As amostras foram usinadas e passivadas obedecendo os seguintes passos:
a) limpeza‘em ultrasom com solugdo Decon a 2% por 1h;
b) lavagem em ultrasom com trés banhos de dgua bidestilada por 5min cada;
¢) passivacdo em ultrasom com HNO; a 34% por 1h;
d) lavagem final com cinco banhos de dgua destilada por Smin cada.

As amostras ndo passivadas utilizaram somente 0s passos ‘a’ e ‘b’. Apos a lavagem
p

final as amostras foram autoclavadas a 121°C por 30min. Para as analises com Espectroscopia



de Fotoemissdo de Raio X, quatro amostras de cada metal foram separadas e submetidas a um

dos seguintes protocolos:
a) ndo passivado (passos | e 2) e ndo autoclavado;
b) ndo passivédo (passos 1 e 2) e autoclavado;
c¢) passivado ( passds 1 e 4) e ndo autoclavado;
d) passivado (passos 1 e 4) e autoclavado.

Os resultados mostraram existir diferengas signriﬁcantes do efeito da passivagdo. O
titdnio traco liberado a partir do titdnio da liga mostrou-se consideravelmente aumentado, no
entanto, a quantidade de corosdo no Ti c.p. ndo foi significativamente diferente. A passiva¢do
com dacido nitrico na liga de titdnio também aumentou significativamente os niveis de
aluminio e vanadio no meio de cultura contendo soro. As andlises por Espectroscopia de
Fotoemissdo de Raio-X revelaram que a passivacdo removeu a contaminagdo no Ti c.p. € na
liga de titdnio. A esterilizacdo por autoclave ndo afetou os niveis basicos de C, Ca, B, Na e Pb

presentes nas amostras no passivadas.

Albrektsson e Hansson (1986) ultra-estruturalmente descreveram a interface 0sso-
superficie de 1mplantes de policarbonato coberta com aco inoxidavel ou titdnio
comercialmente puro. Dez coelhos receberam dois implantes cada um, sendo um implante
coberto com ago e o outro com Ti ¢.p. Daqueles com titanio, cinco animais receberam Plugs
com camada de titdnio evaporada, e nos outros cinco, foram inseridos Plugs borrifados com
titdnio. Trés meses apos a inser¢do dos implantes, os animais foram sacrificados. Observaram
que nos implantes com titanio ndo havia tecido fibroso interposto entre o 0sso e o Ti, ao passo
que nos com ago inoxidavel, foi observado leito circunjacente de no minimo uma a duas

camadas de células e abundantes células inflamatorias.

Albrektsson e Jacobsson (1987) salientaram que o uso de Ti c.p. inadequadamente
controlado provocou a ocorréncia de fraturas de implantes no momento da implantagdo. Por
este motivo foi preconizada a utilizagdo da liga de titdnio-6 Aluminio—4 Vanédié, no
‘continente americano. E importante saber, que em muitas publicag¢es, esta liga foi citada
corho “titdn10”. Na verdade as reag¢des teciduais podem ser significativamente diferentes entre

o titanio cp e a liga de titanio. A composi¢io do Ti c.p. consiste de 99,75% de titanio e 0,05%



de ferro. O contetdo de Fe de 0,5% dobra a resisténcia do implante, mais aumenta o risco de

corrosdo. O conteido de Fe de somente 0,005% diminui em muito a resisténcia.

A relagdo entre o tempo de indugdo da precipitagdo de Fosfato de Calcio a partir de
solu¢des supersaturadas e a capacidade do Ti em‘p(') e TiO, foram avaliadas por Damen; Ten
Cate; Ellingsen (1991). O Diéxido de titdnio ¢ considerado um mineral polimorfo com cristais
de baixa solubilidade, onde a diferenca principal € o arranjo dos octaedros de oxigénio
constituintes, tais como, anatase e rutile, que sdo estruturas tetragonais. Os resultados
mostraram que, na presenca de poucos miligramas por mililitro de titdnio em po6 por mililitro
de solugdo, a média do tempo de inducdo da precipitagdo do fosfato de calcio foi reduzida em
66%. Nos casos de titdnio em pd autoclavado, mas com quantidades maiores ndo pode ser
obtida redu¢fo adicional. Contudo, no titdnio em po brevemente exposto ao ar ndo houve
efeito sobre o tempo de indugdo. O tempo de indugdo também ndo pode ser reduzido pela
adicdo de suspensdo de TiO, puro na incubagdo. A precipitagio de fosfato de calcio foi
observada & partir de solugdes meta estaveis que continham quantidades aumentadas de
anatase, rutile ou titdnio em po6 metalico. A auséncia de TiO; manteve a solugdo estavel por
no minimo 24h, sendo a menor quantidade de TiO, testada de O,SOcmz/ml induzindo a
precipitacdo num espago de tempo de 15h. Ndo induziram a precipitacdo, as concentra¢des do
titdnio em pd menores que 0,56 cm*/ml. Os autores especularam se a inducdo do precipitado
de fosfato de calcio seria meramente uma expressdo de natureza osseofilica do material de
implante, ou um passo essencial no estabelecimento da interface osso/metal que propiciaria a

integracdo de tais implantes no 0sso.

Johansson; Sennerby; Albrektsson (1991) compararam a resposta mecanica e
interfacial de implantes fabricados em Titdnio c.p. e Vitalium Cirtirgico. Sete coelhos
receberam quatro implantes que foram inseridos na metafise tibial, sendo dois implantes de Ti
c¢.p. e dois de Vitalium, com travamento em apenas uma cortical. O periodo de andlise
histologica e de torque foi de 3 meses. A analise histomorfométrica revelou que a média de
contato osso-metal para implantes de Ti c.p. foi de 34,7% e para 0s implantes de Vitalium foi
de 21,7%. O torque necessario para remogdo dos implantes de Ti c.p. foi em média de
24,9Ncm, enquanto para os implantes de Vitalium a média foi de 11,7Ncm. Nestas condi¢des
experimentals, demonstraram que o titdnio ¢ superior ao Vitalium como material para

fabricag¢do de implantes. |



Keller et at. (1994) caracterizaram a superficie de discos de Ti c.p. e liga de Ti (Ti-
6Al-4V) e realizaram testes biologicos in vitro, para observar a resposta de células
osteoblasticas. Os espécimes foram cortados de uma barra obtendo 12,5mm de didmetro por
4mm de altura. Sobre eles, trés diferentes rugosidades superficiais foram preparadas: a)
superficie sulcada obtida com papel metalografico de granulagdo 600; b) superficie rugosa
obtida por jateamento com ¢xido de aluminio de 50um; c) superficie polida obtida com pasta

de diamante de 1um.

Os discos foram lavados com solvente e agua destilada, passivados com acido nitrico e
esterizados a luz ultravioleta por 30min. A analise da rugosidade e morfologia superficiais
foram realizados através de Perfilometria e Microscopia Eietrénica de Varredura. As
avaliagdes por MEV das superficies preparadas indicaram que ndo haviam diferengas
significantes entre superficies de Ti c.p. e liga de Ti na rugosidade individual, embora
existisse uma diferenga estatistica entre rugosidade especifica. A analise quimica da superficie
for através de Espectrometria Fotoelétrica e Espectroscopia de Auger (AES) e avaliagdo do
angulo de contato da gota de agua sobre uma superficie lisa. Ndo foi observada nenhuma
diferenga significante entre as superficies da liga de Ti e Ti c.p.. A Espectroscopia
Fotoeletronica de R, de superficie de Ti c.p. e liga de Ti revelaram a presenga de
contaminantes tipicos como C, O e N. Ao comparar os dois metais, a propergao atémica para
os contaminantes foram estatisticamente iguais. A presenca de vanadio foi encontrado em
apenas uma espécime da liga. O aluminio foi encontrada na superficie da liga de Ti e ndo
estava presente no Ti c.p. A analise de Espectroscopia Eletronica de Auger (AES), com
técnica de perfil de profundidade demonstrou que a espessura do oxido de superficie da liga
de Ti foi aproximadamente 2,5 vezes mais espesso do que sobre o Ti ¢.p. A camada de oxido
mais espessa € a presenga de aluminio na liga de Ti pareceu ndo influenciar biologicamente a
resposta celular inicial, quanto a aderéncia e morfologia, sendo os niveis de insergdo celular e
adaptagdo das células as superficies, semelhantes. As determinagdes do angulo de contato
para os dois materiais de implante revelaram que ndo existiarh diferengas significantes entre
superficie lisa de Ti c.p. (52 + 2A) e liga de Ti (56 = 4A), o que indicou semelhanga entre
energia de superficie de cada material. Estes resultados indicaram qué o Ti c.p. e 0 Ti6Al 4V
sdo materiais adequados e biologicamente compativeis para a fabricagdo de implantes

odontologicos.



Larsson et al. (1994), pesquisaram a resposta Ossea frente a quatro tipos de superficie
de implantes ¢.p. colocados na tibia de coelhos. As superficies preparadas foram as seguintes:
a) relativamente rugosa com fina camada de oxido (superficie usada na pratica clinica); b) lisa
com fina camada de oxido produzida por eletropolimento (eletrolito consistindo de 600ml de
metanol, 350ml de N-butanol e 60ml de acido perclorico a 30°C, com voltagem de 22,5V); c)
lisa, eletropolida, com camada de 6xido de espessura intermedidria produzida por anodiza¢do
(oxidacdo eletroquimica em 1M de acido acético a temperatura ambiente usando duas
voltagens diferentes de 10V e 80V). A espessura do oxido € linearmente dependente da
voltagem aplicada; d) lisa, eletropolida com espessura de Oxido produzida por oxidac;éo
anddica. As bidpsias foram realizadas 7 a 12 semanas apods implantagdo. A respbsta ossea foi
avaliada morfométricamente. Em 7 semanas pouco osso foi detectado ao redor de implantes
eletropclidos, sugerindo que este tipo de superficie ndo influenciam a taxa de cicatrizagio
0ssea. Em 12 semanas nenhuma diferénc;a foi encontrada, embora houvesse maior tendéncia
de formagdo dssea ao redor dos implantes com dxidos mais espessos. Portanto, a despeito das
variagdes das propriedades superficiais ocorreu pouca diferenga na morfologia 0ssea em torno
dos implantes. Segundo os autores, as propriedades quimicas superficiais da camada de 6xido
podem ser benéficas para a deposi¢do Ossea, entretanto, a espessura € a microestrutura podem

ser menos importantes.

Kipaldi e Lemos (1994) avaliaram a alterag@o na energia superficial do Ti ¢.p., Tipo I
e II, através do tamanho das particulas da massa do material, da rugosidade da superficie e
dos diferentes métodos de tratamento superficial utiliiados. O Tipo I foi utilizado em forma
de placa enrijecida, com o tamanho dos cristais de massa de 70um. O Tipo Il em forma de
lamina prensada, com cristais de massa de 23 um. Todas as amostras foram lavadas em H,0
deionizada e imersas em (H;PO,) acido fosforico a 50% por 30min. Apds receberem

tratamentos especificos foram divididas em cinco grupos:

- Grupo A: placas Tipo I, polidas, ndo passivadas e tratadas com descarga

incandescente de radio freqiiéncia por 10min;
- Grupo B: placas Tipo 1, polidas, ndo passivadas e ndo esterilizadas;.

- Grupo C: placas Tipo 1, polidas, passivadas com acido nitrico e esterilizadas em

calor seco (estufa);



- Grupo D: laminas Tipo II, polidas, passivadas com acido nitrico e esterizadas em

calor seco;

- Grupo E: 1aminas Tipo II, ndo polidas, passivadas com 4cido nitrico e esterilizadas

em calor seco.

Nos resultados ndo apareceram diferengas significantes da tensdo superficial critica
entre os grupos 3 (com cristais de massa de 70um) e do grupo 4 (com cristais de massa de
23um), com mesmo tratamento superficial (polidas). Nos grupos 4 ¢ 5 (com cristais de massa
de 23um), :foi constatado que as superficies ndo polidas possuiram valores de tensdo

superficial significativamente menores do que as polidas.

Effah; Bianco; Ducheyne (1995) com o intuito de identificar a estrutura dos cristais da
camada de oOxido formada em implantes c.p. utilizaram Microscopia Eletronica de
Transmissdo e amostras em pequenos discos de Ti c.p. foram preparadas e limpas com agua
deionizada, detergente e acetona; passivadas com acido nitrico 40% a 55°C por 20min;
lavadas com seis banhos em agua deionizada e secos ao ar; esterilizadas em 6xido de etileno e
finalmente submersas em solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS) ou na mesma solugdo
acrescida de EDTA, por periodos de zero hora a 24h, 1 semana e 4 semanas. Os autores
observaram que: a) o leito de 6xido foi composto principalmente por anatase e rutile, que sdo
estruturas tetragonais; b) o crescimento de graos no leito 6xido pode ser atribuido a cristais de
oxidos nativos, porém o mais provavel, ¢ que eles resultaram da formag@o de nova camada de
oxidos. Os autores também acreditaram que a espessura da camada de 6xido possa estar

relacionada a um processo de dissolugdo passiva do titanio.

2.2 Tratamento de superficie

Albrektsson (1983) revisou os aspectos bioldgicos importantés para se conseguir
osseointegracdo do implante de titdnio no tecido hospedeiro. Enfatizou que as condigdes da
superficie do implante, sua composi¢do quimica e fatores mecanicos sdo fatores importantes
para a osteointegragdo. Estudos da interface osso-implante através de MEV e Microscopia
Eletronica de Transmissio (TEM), revelaram que o padrio de ancoragem dos ﬁlamentoé

colagenos ao titanio se assemelhavam aqueles das fibras de Sharpey inseridas no o0sso.



As propriedades de superficie podem determinar o sucesso ou fracasso de projetos de
implantes. Kasemo (1983) identificou e estudou estas propriedades sob vérios aspectos:
preparagdo do implante; composi¢do quimica e cristalografia da superficie; propriedades
quimicas, de liga¢do e processo quimico na interface inorgénico-biotecido. Descreveu ainda
alguns métodos experimentais que podem ser usados para caracterizar a interface. Ao estudar
rugosidade de superficie preferiu separd-las em rugosidade da superficie macroscopia e
microscopia e, rugosidade sob escala atdmica. O autor afirmou que o principal papel da
rugosidade € poder melhorar a for¢ga mecédnica do implante, sendo que sua unido quimica, ndo

sera afetada pela rugosidade na faixa de 1 um ou maior.

Tracy e Doremus (1984) através de Microscopia Eletronica de Imagem de Campo
Escuro e de Luz, Difragcdo de Elétron, Imagem de Alta Resolugdo e Analise de Energia
Dispersa em MEV e TEM (STEM-EDS), analisaram a interface osso-hidroxiapatita. As
amostras foram desgastadas (afinadas) de tal modo que o osso e a hidroxiapatita ficaram
elétron transparentes. Os resultados apontaram ser a liga¢do osso-hidroxiapatita proximo ao
nivel atdomico sem intervengdo de tecido desmineralizado. As amostras de hidroxiapatita
foram implantadas em fémur de ratos por 3 meses e apos, analisadas a nivel atdmico. O 0sso
esteve diretamente aposto ao implante. Os cristalinos osseos estavam localizados muito
proximo a margem do grio de hidroxiapatita. A distdncia entre os cristalinos dsseos e a

margem do grio foi estimado em 200A.

Keller et al. (1987) examinaram o crescimento 0sseo em torno de implantes cilindricos
de Ti c.p. com poros na superficie variando de 0,6um a 1,0um. Os implantes foram colocados
na tibia de 15 coelhos. Quatro a 8 semanas apos a implantagdo, os autores observaram que: a)
a quantidade de crescimento dsseo foi menor nos poros menores (0,6pum) do que nos poros
maiores; b) o padrio de crescimento 0sseo pareceu de natureza trabecular nas 2 primeiras
semanas; ¢) com 8 semanas o crescimento 6sseo lembrou uma cortical mais densa e ocupoua
maioria das dreas porosas. Os resultados mostraram que o crescimento 6sseo foi independente
do tamanho dos poros € a porcentagem de crescimento 6sseo, foi significante, até 8 semanas

apos a implantagéo.

Ratner; Johnston; Lenk (1987) a fim de entender melhor as superficies dos
biomateriais descreveram técnicas capazes de medir as propriedades de superficie, como
quimica da superficie, energia de superficie e morfologia, pois a natureza da superficie do

biomaterial governa os processos envolvidos na resposta biologica. Utilizaram as seguintes



técnicas, microscopia, técnica do édngulo de contato, determinagdo da rugosidade da
superficie, medidas elétricas da superficie e trés tipos de espectroscopias (Eletronica para
Analise Quimica-ESCA, de Massa de lons Secundarios-SIMS e infravermelho). Neste
trabalho sdo descritas as caracteristicas da superficie de alguns biomateriais como metal,
vidro, hidrogel, polimeros, poliuretanos € o comportamento da agua; sdo revistas as técnicas
utilizadas para medir as propriedades da superficie e discutidas o desenvolvimento, o
melhoramento € modernizacdo dos biomateriais através da aplicagdo das cracteristicas de
superficie. A rugosidade de superficie tem mostrado influenciar as reagdes bioldgicas
teciduais. Pode ser muito dificil quantificar o grau de rugosidade ou descrever a qualidade da
rugosidade, para isto, pode-se utilizar o MEV, Microscopio de Luz ¢ Perfilometro. Quando se
avalia os eteitos da rugosidade sobre intera¢des biologicas o nimero dos espécimes em
experimentos laboratoriais ou animais pode ser reduzido, porém uma descri¢do quantitativa
da rugosidade do material ¢ critica. O método de perfilometria ¢ muito aplicado na industria

metalirgica e microletronica e ocasionalmente ¢ utilizado na pesquisa de biomateriais.

Sutter; Schroeder; Buser (1988) desenvolveram implantes ocos cilindricos em forma
de paratuso de Ti c.p. rugosos pela cobertura de plasma spray de titdnio. Os principais
critérios para o desenvolvimento do implante foram ampla superficie de ancoragem, menor
desgaste 0sseo possivel na preparacdo do leito para inser¢do do implante € volume e tamanho
reduzido do implante. Assim, como também, foram considerados outros impoﬁantes fatores
como resisténcia e biocompatibilidade do material, microestrutura da superficie e estabilidade
inicial. O projeto basico de fabricagdo dos implantes levou em consideragdo caracteristicas e
propriedades, a saber: a) ampla superficie de ancoragem; b) minimo trauma na preparagido do
leito dsseo; ¢) menor volume possivel da parte de ancoragem; d) adaptagdo da dureza do
metal em relagdo ao 0sso; €) promogdo da incorporagdo biologica; f) baixo nivel de estresse
entre osso-metal. O processo de cobertura com plasma spray foi caracterizado por um arco
elétrico de 15.000 a 20.000°C a uma velocidade extrema, acima de 3000m/s. O po de titdnio
fo1 introduzido num jato de gas argdnio na ponta da chama e foi acelerado aproximadaménte
600m/s o que consistiu na solda do pé a superficie formando uma cobertura com espessura de
aproximadamente 0,03mm a 0,04mm. A soldagem do plasma de Ti sobre o metal (Ti c.p.) foi
testada em experimentos sob carga axial, e que, quando a cobertura de plasma néo se separava
do metal era porque tinha sido realizada adequadamenfe. Foram encontrados os valores de 75

a 90N/mm” para a resisténcia do desgaste.



Carlsson et al. (1988) avaliaram diferentes texturas superficiais entre implantes c.p.
em forma de parafuso rugosos e lisos através da medida de torque € resposta tecidual da
interface. Num total de 28 implantes colocados no fémur (articulagdo do joelho) de sete
coelhos, 14 foram lisos (eletropolidos) com rugosidade de 10nm e 14 implantes rugosos com
rugosidade de 1000nm. Todos os implantes apresentavam uma camada de oOxido de
aproximadamente 5nm de espessura. Apds 6 semanas, o torque médio para redu¢do dos
implantes lisos € rugosos foi respectivamente de 172Ncm € 264Nem. Através da
microscopia otica, histologicamente 60% das roscas dos implantes em forma de parafuso com
superficies rugosas e lisas tinham contato com o 0sso, sem interposi¢do de tecido mole e ndo

toi possivel detectar diferengas claras quanto ao grau de aposicdo 6ssea direta.

Gammage et al. (1990) compararam a interface osso-implante de implantes cobertos
com hidroxiapatita (Integral-Calcitek) com implantes cobertos com plasma de titinio que
possuem 2mm coronais polidos (IMZ — Interpare Internacional). Apds 16 semanas de
implanta¢do na arcada de macacos, as proteses foram instaladas e os implantes submetidos a
carga funcional. Neste periodo as condi¢des clinicas e radiograficas foram analisadas e os
animais sacrificados 4 meses apos para processamento € analise histologica. As pegas ndo
desmineralizadas foram analisadas através de Microscopia Optica e Eletronica de Varredura.
Os resultados mostraram ndo haver sangramento 4 sondagem e a analise radiografica revelou
reabsor¢do da crista ossea, justamente na por¢do coronal do implante IMZ. Histologicamente,
ficou evidenciada migragdo epitelial de 2mm nesta area. Enquanto o implante coberto com
hidroxiapatita apresentou formacio ¢ssea na porgdo coronal. Em fung¢do do processamento
histologico ocorreram rupturas da hidroxiapatita (HA) em algumas areas do implante,
demonstrando que na interface HA-osso a unido ¢ mais forte do que na unido HA-implante.
Foi observado maior quantidade de crescimento 6sseo nas areas examinadas do implante com

HA que dos implantes IMZ.

Smith; Pilliar; Chenercky (1991) examinaram diferentes tratamentos superficiais em
discos de Titanio-6Aluminio-4Vanadio. Os espécimes foram preparadas de duas formas:
superficies lisas obtidas através do lixamento com papel metalografico de gramulagdo 600 e
superficies porosas obtidas através da sinterizagdo de particulas esféricas de 30pm a 300um
de diametro. A seguir as amostras sofreram diferentes tratamentos de limpeza e esterilizag3o

constituindo seis grupos:



- Grupo [ - lavados em H,O destilada e secos a temperatura ambiente;

- Grupo II - lavados em H,0 destiada, secos a temperatura ambiente, limpos com

detergente e lavados em H,O destilada;
- Grupo [I] - tratamento anterior ¢ esterilizag@o em autoclave a 121°C por 30min;
- Grupo [V - tratamento do grupo I e esterilizagdo por radiagéo;

- Grupo V - tratamento do grupo [, passiva¢do com HZNQ«, a 40% por 60min. em

ultrasom e 3 lavagens com H,0 deionizada, e

- Grupo VI - tratamento do grupo II e exposi¢do a plasma de gas argonio por 30min.

a 0,3mmHg.

Os autores observaram ao MEV que os diferentes procedimentos de limpeza
mostraram semelhangas microscopicas entre as amostras do grupo [ e II. Poucas alteragdes
foram evidenciadas entre as amostras esterilizadas por radiagdo e as amostras lavadas com
detergente. Extensas areas da superticie do implante apresentaram ataque quimico com 0 uso
do acido nitrico. Os autores concluiram que os diferentes procedimentos utilizados
promoveram significativas alteragdes na topografia, morfologia € energia de superficie dos
disco Ti-6Al-4V e que estas diferengas podem ter conseqii€ncias no comportamento in vitro,

nas interagdes tecido-implante.

Buser et al. (1991) comparam seis difereﬁtes tratamentos superficiais sobre implantes
de titdnio cp cilindricos perfurados que foram colocados na tibia de porcos. Os implantes
foram tratados da seguinte forma: E-eletropolidos com ranhuras rasas e lisas; SMP — jato de
areia com granulagdo média e HF/HNO; obtendo rugosidades médias de 6um; SL — jato de
areia com granulagdo grande com rugosidade obtida entre 22um e 28um; SLA — jato de areia
com granulagdo grande e HCI/H,SO4 com rugosidades entre 18um € 23um; TPS — plasma de
Ti com rugosidade entre 30um e 50um e HA — plasma de hidroxiapatita que apresentaram a
mesma rugosidade do plasma de titdnio. Apds 3 a 6 semanas os animais foram sacrificados e
as ‘pecas foram processadas para analise histologica. Contato direto osso-implante foi
observado em todos os grupos, sendo a porcentagem de osteointegragdo para os grupos E e
SMP entre 20% a 25%; o grupo SL entre 30% e 35%; o grupo TPS, 40%; o grupo SLA, entre
50% a 60% e o grupo HA, entre 60% a 70%. O ultimo grupo (HA) mostrou porcentagem de



(V%)
to

osteointegragdo significativamente maior do que os grupos E, SMP, SL e TPS nos dois
tempos diferentes de observagdo. Concluiram que os implantes mais rugosos superficialmente

apresentaram maior aposi¢do ossea do que os implantes mais polidos.

Pilliar et al. (1991) estudaram as diferen¢as macroscopicas € microscopicas de trés
diferentes tipos de implantes enddsseos colocados em mandibula de cdes. Os implantes foram
os seguintes: a) Ti c.p. em forma de parafuso;, b) conico de liga de titdnio com poros
superficiais, mantidos em fungdo por 23 semanas; e c) conico de liga de titinio com poros
apenas no dots ter¢os apicais € em fun¢do por no maximo 73 a 77 semanas, assim como o
grupo 1. A intervalos regulares era realizada avaliagdo radiografica. A analise estatistica
mostrou variag¢do no indice de crescimento dsseo com o passar do tempo. Observaram que 0s
implantes do grupo | estavam osteointegrados, com formagdo Ossea em toda superficie do
parafuso. Os implantes do grupo 2 apresentaram crescimento dsseo 4 semanas apds a
implantagdo, ndo havendo sinais de infec¢do nem perda ossea durante o periodo de avaliagio.
O indice de crescimento dsseo ocorreu igualmente independente do periodo de tempo em
funcdo. No grupo 3, observaram claramente melhor crescimento 6sseo nos dois tergos apicais
porosos que na por¢do coronal sem poros do mesmo implante. Perda dssea na crista alveolar
toi observada no primeiro ano apenas nos implantes em forma de parafuso e¢ parcialmente
cobertos, porém nestes, limitada a regido lisa do implante. Os autores concluiram que as
formas (desenho) e superficies diferentes de implantes ndo transferem as cargas funcionais da
mesma maneira ao 0sso € podem causar alteragdes significantes na estrutura ossea. Sugeriram
ainda que, ao se cobrir todo o implante com material poroso poderia ser evitada a perda Ossea

coronal ao redor do implante.

Wong et al. (1995) investigaram a importincia da topografia da superficie e
composi¢do do material de implante sobre a osteointegracdo no osso trabecular. Utilizaram Ti
c.p., Ti6Al4V e Ti6Al7NDb disponiveis comercialmente. Os tratamentos de superficie foram,
jateamento ﬁno, jateamento rugoso, jateamento rugoso mais condicionamento acido em alta
temperatura € cobertura de hidroxiapatita. Os trés materiais e os quatro tratamentos de
superficie produziram um total de 10 gfupos assim distribuidos: trés grupos com superficie
texturizada fina obtida por jatos de pérola de vidro de 150um a 250um de diametro; trés
grupos com superficie rugosa conseguida por jatos com particulas de alumina de 300um a
400um de didmetro; trés grupos com superficie rugosa, jateadas como no grupo anterior e

condicionadas com acido hidroclorico e sulfurico a 125% a 130%, por Smin. e um grupo de



Ti-6Al-7Nb com cobertura de HA. As medidas da rugosidade da superticie obtidas pelo
perfildmetro revelaram que o grupo de plasma spray de HA mostraram valores de rugosidade
mais altos (6,4um) os quais foram mais que duas vezes aquelas das superficies jateadas e
condicionadas-jateadas. As superficies jateadas fina com pérolas de vidro produziram
rugosidade de aproximadamente 1,2um. Microscopia Eletronica revelou que o procedimento
de condicionamento acido produziu uma estrutura de superficie diferente em cada um dos
metais utilizados. Os implantes de Ti c.p. condicionados tiveram um limite menor de
rugosidade que o jateado, porém esta diferenga ndo foi observada entre as ligas de titinio. A
superficie do implante de titdnio cp condicionado tinha aproximadamente 2,5 vezes mais
picos locais num determinado comprimento. Os implantes cilindricos foram colocados e
adaptados por pressdo no osso trabecular do jeolho de porcos maduros. Apds 12 semanas a
osteointegracdo fo1 avaliada por teste mecdnicos de tracdo e compressdo (para medir a
resisténcia da interface osso-implante) e medidas morfométricas quantitativa (porcentagem de
supertficie 0ssea sobre o implante). Os autores verificaram que os implantes cobertos com HA
apresentaram osseointegracdo superior pois a superficie 0ssea sobre eles foi duas vezes maior
que nos grupos metalicos, que por sua vez, mostraram ndo haver diferenga significante entre
eles. Grupo dos implantes cobertos com HA mostraram ainda, maior resisténcia ao teste de
tracdo (84IN). Significante correlagdo foi encontrada entre a média de rugosidade da
superficie de implante e resisténcia ao fracasso a compressdo. Novos métodos para alterar a
topografia e/ou estado quimico da superficie de implante pode proporcionar novas pesquisas

para melhorar as propriedades de osseointegracdo dos materiais ortopédicos.

Lima et al. (1996) analisaram a superficie de dois implantes nacionais (Intralock ¢ De
Bertoli) e compararam com dois implantes importados (TF e Implamed). Através do MEV e
Espectrometria de Energia Dispersa observaram a existéncia de variagdo na quali‘dade de
acabamento superficial. O implante Intralock apresentou melhor acabamento que o implante
De Bertoli, contendo alguns cavacos de usinagem, além da presenga de impurezas em alguns
pontos da superficie. O implante TF apresentou acabamento irregular devido a limpeza com
jateamento e presenga de grande numero de microcavidades. O implante Implamed
apresentou marcas de usinagem nas paredes do filetes das roscas e auséncia de cavacos de
usinagem. Microandlises detectaram presenca de somente titéﬁio nos implantes De Bertoli e
Implamed, presen¢a de tragos de ferro no implante Intralock e, no TF contaminagdo
superficial por silicio. Os autores concluiram que o implante Implamed apresentou melhor

acabamento superficial.



Wennerberg; Albrektsson; Lausmaa (1996) avaliaram a topografia da superficie de 60
implantes (parafusos) de Ti c.p. de 6mm de comprimento € 3,75mm de didmetro que foram

divididos em quatro grupos:
- Grupo I: 10 parafusos usinados com superficie torneada;
- Grupo [I: 20 parafusos jateados com particulas de TiO, de 25um;
- Grupo [1I: 20 parafusos jateados com particulas de Al,O; de 25um,;
- Grupo IV 10 parafusos jateados com particulas de Al,O; de 75um.

Os implantes do Grupo I foram colocados na tibia de coelho e avaliados quanto ao
terque de remogdo e histomorfometricamente. Os implantes do Grupo [V foram inseridos no
témur de coelho e comparados morfometricamente. As topografias de superficie produzidas
foram numeérica e visualmente caracterizadas. A média de rugosidade de superficie (R,) do
implante do Grupo I foi 0,34 (+ 0,1)um; do Grupo II - foi 0,96um (£ 0,3); do Grupo III - fo1
0,84um (+ 2); do Grupo IV — foi 1,32um (+ 3). Os resultados mostraram que, na tibia de
coelhos, os implantes jateados com diferentes materiais € mesmo tamanho das particulas
(25um) demostraram resultados semethantes. Comparando os implantes jateados do Grupo IV
aos implantes torneados (Grupo I), os jateados exibiram contato osso-metal significativamente

maior depois de 12 semanas no osso do coelho.

Wennerberg et al. (1996) investigaram o efeito da rugosidade de superficie de
implantes de titdnio e a resposta tecidual em osso de cc;elho. As superficies dos implantes
foram caracterizadas por pérﬁlometria e técnica a laser tridimensional. Os implantes
fabricados sofreram trat-arﬁentos de superficie por jatos com particulas de TiO, de 25um ou
com particulas de Al,O; de 25um, 75um e 250um. Os autores concluiram que os implantes
com rugosidade média de superficie de 1,0pm a 1,5um pareceram ter melhor retenco 6ssea e
contato Osseo-implante quando medidos histomorfometricamente. Esta superficie foi criada
pelo jateamento com particulas de 25um a 75um resultando eém rugosidades médias de
0,83um a 1,29um, respeétivamente. A superficie mais rugosa criada por particulas de 250pin
levaram a uma rugosidade média de 2,11 um,ﬂ 0 que, ndo resultou numa melhora da resposta
ossea. Considerando as trés melhores roscas do parafuso de implante verificou-se que os
implantes tratados com particulas de 25um obtiveram maior contato osso-implante do que os

implantes jateados com particulas de 250pum. Quando foram consideradas todas as roscas do



parafuso de implante ndo foi detectada nenhuma diferenga significante no contato 0sso-
implante. Ao teste de torque para remogdo os valores foram parecidos para os implantes
jateados com particulas de 25um e 250um. A melhor resposta dssea foi observada quando a

rugosidade da superficie foide 1,0 a 1,5um.

Larsson et al. (1996) investigaram a resposta biologica (formagdo dssea na cortical de
coelhos) frente & implantes rosqueaveis de Ti c.p.. Tinham também por finalidade, investigar
se superficies com propriedades quimicas e estruturas diferentes e topografia de superficie e
espessura de oxido, todos juntos ou isolados poderiam influenciar a cicatrizagd@o do 0sso
adjacente ao implante. Noventa seis implantes rosqueados foram tabricados, dos quais, 24
apenas usinados, serviram como amostra controle e os restantes 72 foram modificados por
método eletroquimico (eletropolimento e oxidagdo anddica), ficando portanto, - assim
distribuidos em quatro grupos, com 24 espécimes cada. Exames Micrograficos Eletronicos de
Varredura mostraram que: 1) a superficie somente usinada apresentou rugosidade da
superficie irregular de 1um ou menor; 2) a superficie usinada ¢ anodizada apresentou sulcos
de lum a 10um; 3) a superficie eletropolida pareceu muito lisa; 4) a superficie eletropolida e
amodizada apresentou topografia heterogénea com superticie lisa e rugosa chegando a 10um.
As medidas das areas da superficie foram vistas por Microscopia de Forga Atomica (AFM) e
mostraram que: a) superficies eletropolidas tinham a superticie mais lisa (2,9nm); b) as areas
lisas das superficies eletropolidas-anodizadas foram tdo lisas quanto as superficies somente
eletropolidas e as areas rugosas tinham 117nm; c) superficies somente usinadas e usinadas-
anodizadas tinham rugosidade de superficie semelhante e intermediaria de 30nm e 40nm,
respectivamente. Com respeito a modificagdo da superficie, alto grau de contato osso-
implante foi encontrado para a totalidade desta amostra. Os implantes eletropolidos com
superficie lisa e fino o0xido de superficie, resultou em crescimento dsseo menor ao redor dos
implantes que outros grupos, em estagio anterior. Oxidac¢do anddica da superficié eletropolida
(que produz 4rea de rugosidade aumentada e camada de 6xido mais espesso) tiveram efeito
maior sobre a taxa de formagdo Ossea. Aumento da espessura do oOxido dos implantes
fabricados rugosos ndo tiveram efeitos significativos sobre a resposta dssea. Os resultados
com implantes eletropolidos indicam que uma redugdo da rugosidade da superficie, diminuem

a taxa de formagdo dssea cortical em coelhos, na fase imcial.

Buser et al. (1998) compararam dois tipos de implantes parafusados de titidnio com

superficies caracterizadas inseridos na maxila de miniporcos. Um grupo usinado e



condicionado (osseotite) € o outro jateado e condicionado (SLA). A qualidade das
caracterisitcas de superficie dos implantes foram examinadas por MEV. O perfil quantitativo
foi realizado por perfildmetro usando um sistema interfenométrico a /aser 2 equipado-com
uma ponta de diamante de 0,6um de didmetro. Ao longo da circunferéncia de duas amostras
de cada implante foram scaneadas trés a quatro diferentes areas num total de 2mm de
comprimento de superficie. Utilizando os dados quantitativos obtidos com o perfilometro
foram calculados pardmetros de amplitude diferente, espagamento e hibridos. Para melhor
descrever as caracteristicas de superficie foram selecionadas como varidveis a rugosidade
media (R,) e o espagamento medio obtido de picos locais adjacentes (S). A analise pelo MEV
mostrou aspectos semelhantes para as duas superficies, como pequenas microfossas de 1um e
2um de didmetro provenientes do condicionamento acido. A superficie osteotite pareceu ter
um perfil mais plano em comparagdo com a superficie SLA. A analise pelo perfildmetro
apresentou um valor de 2,0um de rugosidade média na superficie SLA, enquanto na
superficie osseotite foi de 1,3um. O espago medio do pico demonstrou valores parecidos para
a superficies SLA (S = [2um) e osseotite (S = 15um). Apods 4, 8 e 12 semanas da implantagio
foram realizados teste de torque a remog¢do para avaliar a resisténcia ao cisalhamento da
interface osso-implante nos dois. tipos de implante, que mostraram diferengas significantes
(p<0.01) entre eles. Os implantes SLA revelaram um valor médio de torque a remogéo
(RTV), em 4 semanas de 109,6Ncm, em 8 semanas de 196Ncm e em 12 semanas de
186,8Ncm. Os implantes osseotite desmonstraram um valor médio de torque a remogio de
62,5Ncm, 87,6Ncm e 95,7Nem nos mesmos periodos. Concluindo, num periodo de 3 meses
de cicatrizagdo, o0 RTV medio para os implantes SLA foi de 75% a 125% mais alto que os

implantes osseotite.

Ellingsen (1998) utilizou cilindros de titdnio e liga Ti-6Al-4V caracterizados e relatou
a resposta tecidual, in vivo, no f€mur de coelhos. As caracterizagdes foram conseguidas pelo
Jateamento com bolinhas de chumbo ou spray em chama, realizados no titinio e na liga e pelo
spray com chama em bastdo com hidroxiapatita somente no titdnio. O autor concluiu que,
independente da quimica do implante, os mesmos deveriam ter microrugosidades que
permitissem fixagdo das trabéculas Osseas e consequentemente transmissdo de forgas. Os_
implantes com superficies rugosas tiveram melhor resposta Ossea com trabéculas Osseas

crescendo numa diregdo perpendicular a superficie dos mesmos.



Placko et al. (2000) examinaram a camada de 6xido provenientes de trés tratamentos
de superficie sobre o Ti c.p. e Ti-6Al-4V. Os tratamentos de superficie foram: polimento
mecénico, eletropolimento e o jateamento. Este estudo examinou os varios métodos de
caracterizacdo de superficie, os efeitos dos diferentes tratamentos sobre a morfologia
(estrutura) de superficie e composigdo quimica dos implantes de Ti c.p. e Ti-6Al-4V. As
analises foram realizadas por MEV e Microscopia de Forga Atdmica (AFM) para examinar a
estrutura da superticie e Espectroscopia Dispersa de Energia (EDS), Analise de Microsonda
Auger (AES) e Espectroscopia Fotoelétrica de Raio X para determinar a composigdo quimica.
As amostras jateadas e eletropolidas mostraram valores de rugosidade de superficie, mais
parecidas, em escalas mais largas; enquanto as amostras polidas e eletropolidas tinham
valores proximos de rugosidade, quantitativamente idénticas. Composi¢do do oxido de
superficie foi essencialmente didxido de titdnio para todos os tratamentos superficiais. Na
Espectroscopia Fotoelétrica de Raio X ou Analise de Microsonda de Auger ndo foi detectado
nenhum Vanadio na liga de titdnio que indicasse uma possivel deple¢ao da superficie. Porém,
foram detectados calcio sobre as amostras jateadas e calcio e cloro nas amostras eletropolidas.
As superficies polidas estavam relativamente livres de ranhuras e as superficies eletropolidas
apresentavam morfologia ondulada com alguma porosidade e buracos esféricos. A superficie

Jateada apresentou visivelmente rugosidade com muitas ranhuras e buracos no metal.

Em termos de equipamentos de medida, processo de filtragem e selegdo de
parametros, Wennerberg e Albrektson (2000) sugeriram padrdes para avaliagdo topografica
dos implantes orais. O desenho do implante/superfiéie podem ser deécritos em relagdo a
forma, ondulagdo e rugosidade. A forma dos implantes bucais densamente rosqueados pode
ser avaliada por métodos disponiveis e aceitos como, perfilometria de varredura a /aser
confocal e interferdmetros. Para implantes planos ou cilindricos pode ser utilizado o
perfilometro de contato mecanico. Medidas tridimensionais deveriam ser realizadas
preferentemente, porém em casos excepcionais, medidas bidimensionais podem ser aceitas,
mas no mimimo 25 leituras scans deveriam ser realizadas. Medidas bidimensionais devem ser
sempre realizadas: a) a partir da posi¢do de repouso e perpendicular a dire¢do principal das
irregularidades; b) flancos, vales e topos de implantes parafusados deveriam ser avaliados em
trés diferentes areas de medida; c) as dreas medidas deveriam ser tdo amplas quanto possivel
para permitirem diferentes comprimentos de onda sobre a topografia (selecionar somente uma
por¢do plana do parafuso para analise € inaceitavel); d) implantes cilindricos deverianr ser

medidos no minimo trés areas diferentes mais amplas quanto possivel; €) no minimo trés



amostras de cada grupo deveriam ser avaliadas; f) o tamanho do filtro deve ser especificado e
escolhido de tal maneira que valores para ondulagdo e rugosidade possam estar presentes
separadamente; g) para avaliagdo nwmérica, no minimo uma altura, um espago e um
parametro hibrido deveriam ser apresentados. Pardmetros de altura preferido sdo ﬁﬂ, R, para
2D e S, e Sq para 3D. Pardmetros de espago preferido sdo S, para 2D e Si e Sy para 3D

deveria ser utilizado. Pardmetros hibridos preferidos sdo Aq para 2D e Syq € S para 3D.

Orsini et al. (2000) analisaram a superficie de 10 implantes usinados ¢ 10 implantes
jateados com areia e condicionados com acido hidrofluoridrico a 1% e acido nitrico a 30%.
Avaliaram a citotoxidade dos implantes jateados condicionados usando fibroblastos 1.929 de
ratos, diferengas morfologicas entre células (MG63 tipo osteoblasto), adesdo e ancoragém
celular as superficies. Os resultados indicaram que o condicionamento acido apds o
jateamento eliminou particulas de alumina residual. A rugosidade média (R,) das superficies
apenas usinadas foi 0,75um e das jateadas-condicionadas foi de 2,15um. O teste de
citotoxicidade mostrou que os implantes jateados-condicionados tinham efeitos celulares ndo
citotoxicos e pareciam ser biocompativeis. A superficie rugosa produzida pelo jateamento-
condicionamento acido poderia afetar os mecanismos de adesdo celular o que foi mostrado
pelo exame no MEV. As células aderidas aos implantes usinados apresentaram uma
configuracdo muito plana, enquanto as mesmas células na superﬁéie jateada-condicionada
mostraram morfologia irregular com muitos pseudopodos. Estas irregularidades morfologicas
poderiam melhorar a ancoragem celular inicial proporcionando melhor osseointegragdo para

implantes jateado-condicionados.

SykaraS et al. (2000) revisaram a literatura e determinaram alguns pardmetros
~descritivos da rugosidade de superficie. Sugerem que uma superficie lisa ou pouco rugosa
apresenta uma rugosidade média inferior a 1um; rugosidade intermedidria, entre 1lum a 2pm e
rugosas (rugosidade alta) de 2um a 3pm. Dependendo do protocolo de manufatura do
material, forma e grandeza dos instrumentos de corte, a usinagem do Ti c.p. apresenta
superficie lisa com valores de rugosidade média de 0,53pum a 0,96um, portanto considerada
uma superficie lisa ou pouco rugosa. Comumente sdo observados nas superficies usinadas,
linhas paralelas circunferenciais de 0,1um em profundidade e largura, perpendiculares ao
longo eixo do implante. Topografia da superficie pode orientar e guiar tipos celulares
especificos, como também, afetar diretamente a forma ¢ fungdo celular. Cobertura de plasma

spray € um dos mais comuns métodos de caracterizagdo da superficie. O plasma spray ¢-
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usado para aplicar Ti ou HA sobre nucleos metalicos com uma cobertura de 10um a 40um
para Ti e 50um a 70um para HA. A espessura depende do tamanho da particula, velocidade e
tempo de impacto, temperatura e distancia da ponto do esguicho a superficie do implante. O
valor de rugosidade média conseguida para o plasma spray de Ti € de 1,82um e para spray
plasma de HA ¢ de 1,59um a 2,94um. Jateamento com particulas de varios didmetros € outro
método de alteracdo da superficie pelo bombardeamento com particulas de 6xido de aluminio
(AlLOs) ou oxido de titdnio (TiO,). Por abrasio a superficie rugosa apresentar-se-a com
cavidades, irregularidades e depressdes. A rugosidade produzida depende do tamanho da
particula, tempo de jateamento, pressdo ¢ distancia da fonte de particula para a superficie do
implante. Ao jatear uma superficie lisa de titdnio com particulas de Al,Os de 25um obtém-se
rugosidade superficial de 1,16um a 1,20um, com particulas de 75um, 143um e 250um
produzem superficies com 1,94um a 2,20um. Esclarecem ainda que, o ataque quimico por
acidos € outro processo utilizado para aumentar a rugosidade de superficie. O implante
metalico € imerso em solugo acida que corroe sua superticie criando cavidades de tamanho e
formas especificas. A resultante microestrutura da superficie serd determinada por fatores
inerentes a solugdo acida, como, concentragdo, tempo € temperatura. A mais nova superficie
produzida em implantes ¢ o jateamento de areia com particulas grandes seguido por
condicionamento com acido sulfurico hidroclérico. A literatura relata uma rugosidade média
de 1,3um de didmetro para superficie somente condicionada ¢ de 2,0um para a jateada com
areia ¢ condicionada. Constataram aumento no valor de torque a remogdo € contato dsseo-
implante nas superficies jateadas com areia e condicionadas. Superficies sinterizadas porosas
sio produzidas quando_ po esférico de material metalico ou cerdmico torna-se uma massa
coesiva com nucleo metalico do corpo do implante. A superficie porosa caracteriza-se pela
auséncia de cristais ponteagudos, o que, a diferencia da superficie rugosa. Superficie porosa €
caracterizada pelo tamanho, forma, volume e profundidade do poro, que sdo afetados pelo
tamanho da particula esférica e as condigdes de temperatura e pressdo da cimara
sinterizadora. A profundidade do poro depende do tamanho da particula que varia de 44um a
150um, da concentragio por umidade de 4rea e a espessura da cobertura aplicada, geralmente
de 3000um de espessura. Os autores acreditam que uma profundidade de 150pum a 300um
parece ser o tamanho 6timo para o crescimento 0sseo € contato maximo com as paredes do
poro. A forma do poro ndo parece influenciar o resultado bioldgico, enquanto o volume do
poro (porcentagem de porosidade) necessita ser balanceado criteriosamente aos pontos de

contato do metal (forga de resisténcia) com a possibilidade de crescimento ¢sseo.
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Boehs; Friedrich; Steidel (2001) estudaram as alteragdes da textura das superficies
provenientes da influéncia dos pardmetros de usinagem e da ferramenta sobre a rugosidade
cinematica ¢ de processo associada ao mecanismo de formagdo do cavaco. Os autores
utilizaram corpos de ago ABNT 1045 com trés diferentes pastilhas de metal duro que foram
torneadas em diferentes avangos. Selecionaram os parametros de corte para confec¢ido dos
corpos de prova de acordo com o catalogo do fabricante do equipamento para usinagem e sem
utilizagdo do fluido de corte. O filtro utilizado foi tipo Gaussiano e Cutt-off 2,5mm,
obedecendo norma DIN 4768 para maioria das medi¢des. Rugosimetro portatil e de bancada
com quatro diferentes apalpadores foram utilizados. Os vaiores obtidos foram comparados
com valores R, cinematicos teoricos obtidos por sofiware de CAD e de equagdo da literatura
especializada frequentemente utilizada na estimativa destes pardmetros. Os valores medidos
se distanciaram dos valores tedricos mostrando que a rugosidade de processo influenciou os
ensaios realizados. Com o aumento do avango, as curvas com os pontos medidos se
distanciaram cada vez dos mais pontos tedricos representados pela equacio: Rt ~[(f*/8Re)]
que rtepresenta a rugosidade cinematica. A partir disto, os autores observaram que o avango

exerce grande influéncia sobre a rugosidade de processo.

2.3 Resposta bioldgica tecidual e celular

Rich e Harris (1981) pesquisaram o comportamento celular em meios de cultura frente
a superficies lisas e rugosas. Verificaram que os fibroblastos acumularam-se ao redor da
superficie lisa, enquanto, os macrofagos preferiram as superficies rugosas, que os autores
denominaram este fendmeno de “rugofilia”. Esta tendéncia de superficie rugosas atrairem
células da linhagem dos mondcitos e preocupante, pois sabe-se que 0s osteoclastos sio
derivados destas células. Investigaram outro fendmeno “o efeito dois-centro”, uma ponte
celular ¢ formada, in vitro, com um disco metalico agindo como um centro e parede do

recipiente da cultura celular como o outro centro.

Carter (1981) sugeriu o termo “Haptotaxia” para descrever a dire¢do do movimento
celular que ocorre em fungéio de diferentes gradientes (energia) do substrato. Células, in vivo,

aderem-se umas as outras € a matriz extracelular. A coloca¢do de implantes com alta energia
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de superficie produz um possivel gradiente bioadesivo, onde espera-se que as células se
acumulem e se adiram ao implante. Contrariamente, implantes com baixa energia de
superficie, espera-se que as células prefiram se aderir entre si ou a matriz extra-celular, o que,
frequentemente resulta na formagdo de capsula fibrosa. A orientagdo por contato refere-se a
tendéncia das acélulas se locomoverem em uma determinada dire¢do em fun¢io da forma do
subtrato. Por exemplo, culturas de fibroblastos adquirem orientagdo paralela as ranhuras
superficiais. Os vérios fendmenos de comportamento celular citados acima, observados
primeiramente in vitro, parecem também possiveis in vivo. A “rugofilia” descreve a tendéncia
de macrofagos preferirem as superficies rugosas. A “haptotaxia” pode ser envolvida na
formagdo de cdpsulas ao redor dos implantes com baixa energia de superficie. A orientagdo
por contato alinha c€lulas e fibras colagenas com as pequenas ranhuras que foram produzidas
na manufatura do implante. O efeito dois-centro pode explicar a orientagdo das células do

tecido conjuntivo gengival e das fibras inseridas aos poros da superticie.

Rich e Harris (1981) sugeriram que macromoléculas do exudato celular ficam
orientadas paralelamente ao longo eixo das ranhuras da superficie dos implantes, e estas
moléculas orietam a movimentagdo das células sobre o metal. As interagdes entre as células e
os implantes sdo governados por iniimeros processos fisicos e quimicos, entre os quais 0
principal fator € a topografia da superficie do implante. As intera¢des metal-biofluido e metal-
tecidos parecem ser fortemente afetadas por diferentes tratamentos da superficie do mesmo
metal. Além disso, as propriedades fisico-quimicas da superficie do material também sdo
afetadas pelo processamento da superficie. Varias 'modiﬁcagc”)es na superficie tem sido
propostas a fim de aumentar o crescimento de contato dsseo direto e estabelecer uma barreira
de tecido conjuntivo para evitar a migragdo apical de células epiteliais na interface tecidos-
implante. A orientagdo por contato, definida anteriormente, se refere a tendéncia da
locomogio celular ser guiada ou dirigida pela topografia da superficie por substrato, no qual
as c€lulas estdo aderidas. As informagdes sobre os efeitos das ranhuras dos substratos na
orientag@o celular in vitro sdo extensas, porém, sdo limitadas as comparagdes- dos mesmos |

substratos no comportamento celular iz vivo.

Baier et al. (1984) investigaram a influéncia de diferentes estados de energia de
superficie na implantacdo (incorporacdo) tecidual de biomateriais. Dois metaii_s lisos tratados
com trés energias de superficie diferentes, cada um, foram implantados nas costas (fascia) de
coelhos branco New Zealand que cicatrizaram por 10 e 20 dias. A superticie do implante foi

totalmente caracterizada por critério quimico-fisico antes do posicionamento cirtrgico. Apos
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remogdo cirtrgica da capsula tecidual gerada pelo animal hospedeiro, andlise histopatologica
quantitativa usando critério morfométrico padrdo foi realizada. O padrdo do tecido adjacente
revelou aumento de células fibrocitica-fibroblasticas. Estas células estavam planas e ativas
produzindo fortes ligagdes com um filme fino condicionante denominado proteina pré-
absorvida mais proxima do implante, promovendo uma melhor insergdo e adesdo celular, nos
materiais com alta energia de superficie. Materiais com baixa energia de superficie estavam
cercados por capsula ndo adesiva, pobres células com uma interface fibrosa separada de um
filme condicionante mais espesso por uma zona mucosa rica em lipideos. Concluiram os
autores que o povoamento celular inicial e adesdo celular podem ser influenciados pela
presenga de coberturas condicionantes derivadas dos tecidos do hospedeiro, cujas

propriedades sdo dependentes da energia superficial dos implantes.

Thoma e Cook (1985) avaliaram o efeito do acabamento superficial na interface osso-
implante no fémur de cdes adultos, utilizando cilindros de Ti c¢.p. com dimensdes de
16x16mm. As variaveis analisadas foram o moédulo de elasticidade, textura superficial e
composicio quimica da superficie do material. As superficies avaliadas foram: a) polida
obtida apds usinagem; b) rugosa obtida através de jateamento com oOxido de aluminio; ¢)
sobre as supertficies | e 2 foi aplicado um filme de carvdo pirolitico isotropico (ULTI), com o
objetivo de modificar a composi¢do da superticie dos implantes. Perfilometro foi usado para
avaliagdo da rugosidade superficial e MEV (SEM) para avaliagdo qualitativa. Os implantes
colocadas transcorticalmente foram biopsiados apos 32 semanas, para analise da interface
osso-implante. Histologicamente observaram aposic;éb Ossea direta as superficies rugosas,
enquanto as superficies polidas obtidas apds usinagem apresentaram extenso tecido fibroso ao
longo da interface, com areas de reabsor¢fio ¢ maior porosidade da cortical. Aos testes
mecanicos de carga ciclica e tragdo as superficies rugosas mostraram resisténcia um poucd
major do que as lisas. A presenga de cobertura ULTI ndo afetou significativamente a resposta
da interface osso-implantes aos testes mecdnicos. Concluiram que a presenga da superficie
rugosa influenciou amplamente o comportamento interfacial. Os autores alegaram que
topografias de superficie de implantes odontoldgicos influenciam marcadamente o contato
celular. Existem quatro principios do comportamento celular incial observados em cultura
celular que explicam a extensdo das interagdes das células e implantes. Primeiro: guia de
contato alinha células e fibras colagenas em sulcos finos, como os produzidos pela
manufatura. Segundo: rugo‘ﬁlia - descreve a tendéncia dos macrofagos de preferir superficies

rugosas. Terceiro: efeito de dois centros - pode explicar a orientagdo das células ao tecido



conjuntivo mole e fibras inseridas a superficie porosa. Quarto: hapoptose - pode ser envolvida
na formagdo da capsula ao redor do implante com baixa energia de superficie. A textura
superficial do implante tem o potencial de selecionar certas populagdes de células e alterar sua

fungdo.

Brunette (1988) afirmou que as células crescem com maior intensidade ao redor de
substratos rugosos do que lisos. O numero, o crescimento, a secre¢do de proteinases €
expressdo fenotipica sdo afetadas pelo formato celular. Logo, a topografia da superficie de um

implante tem o potehcial de selecionar certas populagdes celulares em detrimento de outras.

Worthington (1988) esclareceu que os tipos de implantes odontologicos de uso atual
sdo descritos e comentados quanto a forma, material do qual € feito, situacdo dos pacientes
para os quais eles sdo usados e o limite de idade dos pacientes tratados. Faz previsGes de uso
futuro, indicagdes de areas para pesquisas futuras em func¢do de deficiéncia do préprio
conhecimento explica que os implantes odontoldgicos podem ser classificados de acordo com
a sua posicdo (periosteal, transosteal e endosteal), seu material constituinte ¢ sua forma ou

forma fisica.

Bases cientificas dividida em quatro areas foram discutidas por McKinney et al.
(1988) sobre: biomaterial, biomecéanica, biologia tecidual e fungdo do hospedeiro.
Biomateriais significa o estudo cientifico de materiais que sdo compativeis com o tecido vivo.
Na area de biomateriais sdo fatores importantes, prop_riedades fisicas do matenal, potencial de
corrosdo nos tecidos, configuragdo da superficie, indugdo ou auséncia tecidual e potencial
para inflamacdo ou rejeigdo. A existéncia de guias praticos de manipulagdo do biomateriais
auxiliam os cirurgides-dentistas. Biomecanica significa o estudo cientifico do relacionamento
forga-carga do biomaterial na cavidade bucal. O suporte da protese, distribuigdo das forgas
sobre os rebordos maxilares, reabsor¢do ésééa frente a estresse adverso sdo questdes de
biomecanica que rapidamente tornam-se aparentes. Todos estes quesitos exigem base
cientifica para o sucesso da implantodontia. A biologia tecidual, diz respeito, a reagdo e
resposta dos tecidos e das células vivas frente ao biomaterial implantado com sua protese. A
fungdo do corpo hospedeiro exige a necessidade de tentativas clinicas de implanté projetado
longitudinalmente e cientificamente com quantificagéo. Clinicos podem realizar a avaliag@o

destes pardmetros.



44

Young (1988), direcionou as pesquisas futuras da implantodontia em torno: a) de
entidades bioldgicas, com as quais o materiais podem interagir, variando de componentes
inorgdnicos a organismos completos; b) da composi¢io, que representa a principal variavel
sobre novo controle, podendo limitar esta variavel de material, de pura a compostos
heterogéneos e c¢) da estrutura, que refere-se ao estado fisico ou condi¢do da superficie. O
autor apresentou duas alternativas de investigagfo: a) examinar ligas de titdnio menos
conhecidas de outras industrias e paises quanto a caracterizagdo precisa da superficie e
avaliagdo da resposta bioldgica. Isto pode determinar diferengas que ndo sdo Obvias da
quimica do corpo, e b) modificar a superficie da liga de titdnio. A superficie do implante é a
chave para a compatibilidade de um implante odontologico. O sucesso comercial da liga de
titdnio, que tem superficies altamente varidveis depende da histéria do tratamento, ¢ marcante,
considerando a ampla diferenca nas propriedades da superficie e composi¢do atual no
mercado. Argumentou que alguns fatores podem afetar a composicdo da superficie, tais como,
microestrutura da liga, operagdes da maquina, procedimento de polimento, processo de

textura, efeito quimico residual, processo de esterilizagdo e procedimento clinico.

Baier ¢ Meyer (1988) discutiram os direcionamentos futuros na preparagdo da
superficie de implantes odontologicos. Implantes dentais limpos com alta energia de
superficie sdo seguros e efetivos. Porém existe certa ambigiiidade com relagdo a verdadeira
qualidade da superficie de muitos materiais de implantes que tem sido esterilizados e serdao
implantados em ambiente bioldgico. Preparagdo apropriada e manutengdo da qualidade da
superficie de implantes deverdo ser incluidas nas exigéncias proximas-futuras. Para pesquisa
sobre materiais de implante dental os autores recomendam o uso de técnicas analiticas de
superficie a fim de identificar, entender e controlar os contaminantes comuns da superficie.
Para todos os materiais de implantes confeccionados deve-se exigir especificagcdes dos
pardmetros criticos da superficie. Implantes diferentes demandam graus diferentes de
interagdo com a fase bioldgica adjacente. O tratamento com descarga incandescente ¢ uma
técnica que pode promover superficies uniformes com alta energia de sxiperficie e

bioadesividade sobre materiais de implante.

Brunski (1988) afirmou que os implantes bucais tem um propdsito biomecanico
comum e principal que seria a restauragdo da fung¢do mastigatoria. Questionou sobre a "func;éo
maxima das proteses bucais em relagdo a sua capacidade funcional. Opinou sobre o
relacionamento entre biologia e mecéanica que deveria ser o centro para idealizacdo da forma

do implante bucal. Para tanto, trés assuntos biomecanicos devem ser considerados: a carga
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mecédnica sobre o implante vivo, transmissdo da carga ao tecido interfacial e reagdes
biologicas do tecido interfacial a carga transmitida. Com respeito a transferéncia da carga
mastigatoria € a resposta bioldgica celular, devem ser considerados aspectos macroscopicos e
microscopicos relacionados respectivamente ao fenomeno mecanico-bioldgico e basico. Na
interface implante-oss'o', macroscopicamente, eventos mecanicos deletérios e vantajosos
podem ocorrer. Os eventos deletérios estdo relacionados com o rendimento dsseo interfacial
ou fratura provocados por estados de tensdo, compressao, cisalhamento ou combinéqﬁo destes
fatores. Os eventos vantajosos dizem respeito a uma cicatrizagdo normal da ferida cirurgica,
adaptacdo e reparo 0sseo apos a implantagdo. Na verdade existe informagdo limitada sobre a
cicatrizagdo oOssea (estrutura, propriedades e fungdo) que ocorre na interface osso-implante.
Existe apenas informagdes da engenharia basica sobre 0 0sso, porém estes dados podem servir

somente como um guia para propriedades nas escalas microscopicas e ultra-estruturais.

Gross (1988) refletindo sobre a resposta local do hospedeiro (biocompatibilidade)
trente aos implantes odontologicos, opinou que para o desenvolvimento de novos biomateriais
¢ necessario que se determine o limite de carga de ions estranhos e particulas que irdo agir
sobre a matriz celular e extracelular. Deveriam ser realizadas investigagbes sobre a
bioguimica dos tecidos moles e Osseo relacionadas aos biomateriais. Propriedades
biomecanicas dos implanteé poderiam ser adaptadas as necessidades individuais dos
pacientes, pois novos materiais sdo candidatos para projetos de implante com fungio a longo
prazo. A resposta do hospedeiro em nivel celular e tecidual e resposta dos materiais sdo

fatores que participam decisivamente na bicompatibilidade.

Smith (1988) sobre o material de implante e sua forma sugeriu trés linhas de pesquisa,
quais sejam: a) desenvolvimento de novos e também modificados materiais como liga de
titdnio contendo zinco ou ni6bio; b) cobertura da superficie como carbono ou hidroxiapatita e
utilizagcdo de cerdmicas de alta resisténcia; c¢) investigagdo da resposta tecidual na interface

frente a procedimentos controlados de caracterizagdo da superficie.

Existem incertezas no conhecimento sobre possiveis influéncias das caracterisitcas de
materiais, forma e textura da superficie sobre a interface tecido-material do implante. Alguns
destes questionamentos ja estdo esclarecidos, porém existem perguntas ndo respondidas
quanto a rugosidade de superficie, além do que as técnicas usuais mostram que as superficies.
sdo altamente varidveis, dependentes do processo utilizado. O desenvolvimento de sistemas

de implante futuros dependerdo de estudos cientificos sob base mais racionais que deverdo: a)
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identificar e caracterizar novas superficies e materiais; b) validar procedimentos de
caracterizagdo da superficie e avaliar respostas teciduais para superficies modificadas e
padronizadas; avaliar, em animais € humanos, os niveis de liberagdo i6nica (elementos trago)

da superficie dos implantes afim de detectar limites normais e patoldégicos.

Kasemo e Lausmaa (1988), detalharam na interagdo metal-tecido, a nivel atdmico, que
a mesma ¢ composta de uma fina camada de 6xido de titdnio de aproximadamente 2nm a 5nm
de espessura ¢ de um biofluido constituido de macromoléculas de dgua, ions dissolvidos e
biomoléculas representadas por uma proteina com sua capsula adjacente de 4gua. A natureza
da-intera¢do entre os atomos da superficie mais externa do implante € as proteinas e/ou outras
biomoléculas e importantissima para a resposta do sistema biologico ao implante.
[rregularidades da superficie de diferentes dimensdes influenciam a interacdo metal tecido,
quando as mesmas se igualam a unidades biolégicas em tamanho. O imlante, uma vez
instalado no tecido Osseo € exposto a uma série de ions diferentes, polissacarideos,
carbohidratos, proteinas, como também, células como condroblastos, fibroblastos e
osteoblastos que reagem com a superficie. Portanto a resposta tecidual dependera da natureza
da superticie ¢ composigdo dos implantes que influenciardo fortemente a relagdio resposta
celular-superficie, ou seja, a combinagdo da micro-estrutura e composicdo quimica da

superficie determina a intera¢do mitua entre o implante ¢ o sistema biolégico.

Keller; Grotendorst; Dougherty (1989) avaliaram a aderéncia celular de fibroblastos
humanos sobre o Ti c.p.. Discos foram polidos com papel metalografico ou pasta diamantada,
limpos em solvente, lavados e passivados em acido nitrico & 30% e novamente lavados em
agua bidestilada e esterilizados em autoclave, ou 6xido de etileno, ou imersos em alcool
etilico a 100%. Fibroblastos humanos foram incubados por mais de 1h. Como controle, foram
usados plasticos tratados para cultura e aderéncia celular, o numero de células que ndo
aderiram foi quantificado e a porcentagem de células aderidas aos discos foi entdo calculada.
Os resultados mostraram que a aderéncia celular foi de 76% nas superficies esterilizadas com
oxido de etileno, de 82% nas autoclavadas e de 75% nas imersas em alcool etilico 100%. Os
autores concluiram que os procedimentos de esterilizagio tem o potencial para afetar a

respostas biologicas dos implantes.

Michaels et al. (1989) avaliaram a aderéncia celular sobre superficie de titdnio com
varios graus de rugosidade. Foram preparadas trés superficies: a) lisa-polidas com pasta de

diamantada de 1um; b) rugosa lixadas com papel de silica com granulagdo 600; ¢) rugosa
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jateadas com esfera de vidro. As amostras foram limpas em solvente, lavadas, passivadas e
en_xaguadas em H,O deionizada. Apos, foram incubadas em meio apropriado com fibroblastos
humanos do ligamento periodontal ou osteoblastos de célvaria de ratos por mais de 2h, sendo
a porcentagem de células aderidas ao titanio quantificada. Tecido em cultura plastica foi
utilizado como controle da aderéncia celular. Em 15min, superficies lisas apresentaram 41%
de aderéncia celular no grupo controle ¢ com fibroblastos do ligamento periodontal, enquanto
nas superficies rugosas a porcentagem foi de 28%. Em 2h, a aderéncia celular foi
aproximadamente a mesma para as superficies lisas e rugosas como no grupo controle (80%).
A resposta dos osteoblastos foi diferente em todas as situagdes. Aos 15min iniciais, a
aderéncia celular foi a mesma para superficie lisas ou rugosas — 30%. Apos 2h, a aderéncia
celular para superficies rugosas toi de 63% e controle 64%, significativamente maior do que
para superficie lisa. Resumindo, os autores observaram que maior porcentagem de células
semelhantes a osteoblastos se inseriram nas superficies rugosas do Ti ¢.p. produzidas por jato
de areia, do que nas superficies lisas € polidas com pasta de diamante. Concluiram, que
células diferentes apresentam respostas variadas a rugosidade superficial, e esta, portanto,

pode influenciar a resposta aos implantes.

Chehroudi; Gould; Brunette (1989) estudaram, in vitro e in vivo, os efeitos de ranhuras
de um substrato aberto com titdnio no comportamento de células epiteliais. Implantes de
resina epoxy com superficies lisas € com ranhuras foram fabricados a partir de uma matriz de
silicone com sulcos em forma de “V” com 10um de profundiéade e coberto com 50nm de
espessura de titdnio. Os implantes lisos e com_ran_hﬁras, de resina epoxy revestidos com
titdnio foram colocados na regido parietal de ratos através da pele. Foi observado que: a)
maior numero de células epiteliais estavam inseridas nas ranhuras do que nas superficies lisas
adjacentes; b) nas superficies lisas, os grupos de células epiteliais estavam aleatoriamente
orientadas, enqlianto na superficies rugosas -as cé€lulas epiteliais estavam orientadas
paralelamente ao longo eixo das ranhuras. Microscopia dptica e eletrénica revelaram que as
células epiteliais estavas adaptadas as superficies dos implantes através de uma l1dmina basal e
hemidesmossomas. Mensuragdes histomormétricas indicaram que havia um epitélio funcional
menor, uma maior inser¢do conjuntiva € menor recessdo nos implantes com ranhuras. Os
resultados indicaram entio que ranhuras horizontais podem impedir significativamente a

migragdo apical do epitélio sobre os implantes de resina epoxy revestidos por titanio.

Chehroudi; Gould; Brunette (1990) investigaram a ultraestrutura da aderéncia do

epitélio do tecido conjuntivo sobre implantes de resina epoxy recobertos por titinio. Estes
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implantes apresentavam dois tipos de superficie: a) lisas (controle); b) com ranhuras micro-
usinadas em forma de “V” com trés profundidades 3um, 10um e 22um. As amostras lisas
rugosas foram colocadas transcultaneamente na 4rea parietal de ratos e ap6s 7 dias, biopsiadas
e processadas para microscopia eletronica. As observagdes histologicas revelaram que: a) as
células epiteliais estavam fortemente aderidas e interdigitadas com as ranhuras de 3um e
10um de profundidade; b) isto ndo ocorreu nas ranhuras de 22um de profundidade, tendo as
células epiteliais feito contato somente com as superficies lisas entre as ranhuras; c) nas
superficies com ranhuras de 3um e 10um de profundidade e nas superficies lisas os
tibroblastos ficaram orientados paralelamente ao longo eixo dos implantes e produziram uma
capsula de tecido conjuntivo; d) nas superficies com ranhuras de 22um de profundidade os
fibroblastos se inseriram obliquamente aos implantes sendo sua aderéncia mediada por uma
zona amorta, fina e eletrodensa em contato direto com a superficie do titinio e outra zona
fibrilar fina que se estendia da zona amorfa até¢ a membrana celular. A orientagdo obliqua dos
tibroblastos foi associada com a inibigdo da migracdo apical do epitélio levando os autores a
considerar que as superticies rugosas microusinadas tem potencial para melhorar a

performance destes implantes transcutineos.

Existe pouca informacdo confidvel sobre a resposta tecidual e celular frente aos
implantes odontoldgicos. Ainda nos falta conhecimentos mais completos sobre os processos
quimicos, fisicos e liberagdo 10nica que ocorrem na interagdo célula-material, pois a maioria
dos trabalhos na literatura ndo tem caracterizado totalmente o material de implante. Smith;
Pilliar; Chernecky (1991) avaliaram diferentes tratamentos superficiais de materiais de
mmplantes odontolégicos (amostras cilindricas) de Ti-6Al-4V, cromo-cobalto-molibidénio,
oxido aluminio (Al,O;) e hidroxiapatita sintética que foram submetidos a seis procedimentos
preparativos. Os resultados mostraram que cada procedimento gerou uma composigdo unica
para a superficie mais externa de cada material. Estas diferengas poderiam ser significantes na
resposta celular e tecidual. Melhor entendimento destes fatores exige superficies definidas e

reproduziveis.

Perala, Chapman; Gelfand (1991) em 10 implantes diferentes avaliaram a ativagio do
complerriento Csa e Csa utilizando técnica de radioimunoensaio. Para o teste foram utilizados
amostras de soro humano de cinco pacientes periodontalmente saudaveis. O soro foi incubado
juntamente com implantes estéreis em tubos contendo polipropileno. Para controle positivo,

foi adicionado ao soro quatro gotas de Zimozan (potente ativador do sistema complemento).
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Para controle negativo, em condi¢des idénticas, soro foi incubado sem a presenca de
implantes dentais. Os resultados mostraram que todos os implantes testados ativavam
significativamente os fatores do complemento, C;a e Csa. Os implantes que causaram,
respectivamente, maior ativagdo do Csa foram Branemark, Swede-Vent, IMZ cobertos HA; e
0s que provocaram menor ativacdo do complemento Csa foram o Osseodent, Stryker, Integral
de Ti liso. Os implantes que causaram maior ativagdo do Csa foram Stryker, Bramemark, IMZ
(HA) e os que causaram maior ativagdo do Csa foram IMZ cobertos com plasma, Osseodent e
Swed-Vent. Os autores concluiram que o sistema de complemento pode ser ativado pelo Ti
c.p., plasma de titdnio e implantes cobertos com HA. Portanto, esta ocorréncia pode
desempenhar um papel importante na geragdo e manutengdo da osteointegracdo dos

implantes.

Bowers et al. (1992) investigaram a influéncia das rugosidades de superficie do titdnio
cp na aderéncia de c€lulas osteoblasticas. Discos de titanio cp foram preparados para produzir
trés tipos de superficies, que foram: a) grupo-controle foi polido com papel metalografico de
gramulacdo 600 para realizar a medida da rugosidade no perfildmetro; b) superficie com
morfologia regular foram produzidas pela aplicagdo de papel metalografico de gramulagio 60
ou 120; c) superficie com morfologia irregular foram produzidas pela aplica¢do de papel
metalografico de gramulagdo 600 seguidos de jateamento com oxido de aluminio com
particulas de S0um ou condicionados pelo ataque &cido com 3,5% de HF, 25% de HNO; por
1,5 ou 10 minutos. Todos os discos foram limpos com solvente, lavados em agua destilada,
passivadas em acido nitrico, lavados novamente em H,O destilada, secos a vacuo e
esterilizados. Utilizaram o perfilometro para determinar a rugosidade superficial, o meio de
cultura com células de calvaria de ratos; a fim de verificar a adesdo celuiar, € a microscopia
eletrdnica de varredura para analisar as caracteristicas morfol6gicas das células em relagdo
aos diferentes tipos de superficie e os intervalos de tempo. Os resultados sugeriram que o tipo
de rugosidade da superficie de Ti c.p. modifica a resposta biologica inicial e a aderéncia
celular. A superficie com morfologia urregular produzida pelo jateamento pareceu mais
atrativa para a aderéncia celular do que a superficie rugosa por papel metalografico ou pelo

condicionamento 4cido.

Weinlaender (1992) pesquisando trés superficies de 'implantes, parafuso de titdnio cp
(Nobelpharma), cilindro de plasma de titanio (IMZ) e cilindro de titdnio coberto com
hidroxiapatita (integral), encontraram porcentagem significativamente maior de contato 0sseo

ao longo dos implantes cobertos com hidroxiapatita do que aquelas de titdnio e plasma de
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titdnio. O osso ao redor dos implantes revestidos com hidroxiapatita pareceu mais denso,
indicando uma resposta mais favoravel do tecido 6sseo. Porém, em fun¢do da observagio de
reabsor¢do do revestimento de hidroxiapatita em alguns locais, estudos futuros devem avaliar
a estabilidade a longo prazo destas coberturas. O tricalcio fosfato possui propriedades
osteocondutivas e também forma uma biorea¢do quimica entre o calcio e o fosfato do tecido
6sseo. Em 1mplantes revestidos com esta ceramica, o tricalcio fosfato ¢ parcialmente
reabsorvido pela dissolugdo e fagositose macrofagica. O crescimento dsseo nas lacunas de

reabsor¢do pode resultar em uma ancoragem mecéanica primaria do implante.

Koénoénen et al. (1992) avaliaram, in vitro, a adesdo, orientacdo e proliferagdo de
fibroblastos gengivais humanos sobre a superficie de titdnio cp com diferentes tratamentos
superficiais, através de microscopia optica, microscopia eletronica de varredura, microscopia
de fluorescéncia e contagem celular. Inicialmente foram construidas placas de titanio cp nas
seguintes dimensdes 10x10x1,7mm e polidas com papel metalografico de SiC umedecido
com granulagdes sucessivas de 240 a 1200Grit. Posteriormente, foram submetidas aos
seguintes tratamentos superticiais: a) eletropolimento em 20ml de solugdo de acido perclérico
(HclOy), 240ml de metanol e 140ml de butanol a 30°C durante 10min; b) condicionamento
acido pela solugdo de acido hidrofluoridrico (10ml HF, 3ml de HNO; e 50ml de H,O) por
Imin; c) jateamento com cristais de 0xido de aluminio de Sum a duas atmosferas de pressdo.
Concluidos os tratamentos superficiais acima todas as amostras foram lavadas extensivamente
em metanol a 99%, limpas em etanol 99% no ultrasom por 20min e secas & temperatura
ambiente. SO entdo, neste momento, foram incluidés no meio de cultura de células de
fibroblastos gengivais humanos. Utilizando um instrumento de tragado da superficie
(perfilometro) e espectroscopia eletréni:ca para andlise quimica foram analisadas a textura, o
estado quimico e a composigdo das superficies de titanio. Os resultados mostraram que: a) a
composi¢do quimica variou consideravelmente em todas as amostras; b) a camada mais
superficial de oxido constituiu principalmente de TiO,; ¢) a contaminagio com C e Ca esteve
presente em todas as amostras; d) as superficies eletropolidas foram as superficies menos
contaminadas por outros elementos. Os resultados no teste bioldgico mostraram que: a) apds a
primeira hora de cﬁltura, a adesio celular foi extremamente maior nas superficies
eletropolidas; b) apds 3h foi observada adesdo celular em todas as superficies; ¢) ocorreu
crescimento e migragdo celular para os trés tipos de tratamento superficial; d) as superticies
eletropolidas promoveram um maior contato entre as células e o substrato do que as

superficies rugosas. Os autores concluiram que o estado fisico, o contetdo de contaminantes
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superficiais e as propriedades das camadas de 0xido podem afetar o comportamento celular

sobre as diferentes superficies.

Piattelli; Trisi; Emanuelli (1993) realizaram analise histoldgica, in vitro, de dois
implantes com cobertura de hidroxiapatita, que estavam funcionais por 12 e 30 meses
respectivamente. O exame ao microscopio eletronico de varredura equipado com um sistema
(Wet) a laser mostrou que: a) a ligagdo da interface cobertura de hidroxiapatita ao metal
titAnio estava interagida com excelente intimidade entre os dois materiais; b) a existéncia de
uma camada de coloragdo escura, na interface osso-implante que pode ser resuitado de
material organico depositado nas superficies do osso e da hidroxiapatita representada por um
filme de mucopolisacarideos ou lacuna preenchida por fluidos extracelulares; c) presenga de
fibras na interface, ligando o osso a hidroxiapatita; d) ao longo da interface os canaliculos
osseos estavam preenchidos por osteocitos, demostrando uma area de troca bioldgica ativa. A
desinser¢do da interface osso-hidroxiapatita pode ter sido causada pelos varios passos da
técnica de remogdo do implante da mandibula dos pacientes. ou por forgas de trituragdo
extensas exercidas durante sua preparagdo. Osseointegragdo ultra-estrutural parece ser
conseguida pela utilizagdo de implantes cobertos com HA sob condigdes de carga, em

humanos.

Meyle; Gultig; Nish (1995) compararam o comportamento de fibroblastos gengivais,
ceratinocitos gengivais, mondcitos, macrofagos e neutrofilos sobre uma mesma textura
superficial usando microscopia de fluorescéncia. Cem por cento dos fibroblastos e 20% dos
monocitos € macrofagos mostraram orientagdo em dire¢do a rugosidade do substrato. Entre os
diferentes tipos celulares, provavelmente, € variavel a importidncia do citoesqueleto e
receptores para adesdo, o tamanho da microestrutura e o quanto € necessaria para exercer um
efeito de orientagdo. Portanto, a superficie que causa quimiotaxia dos fibroblastos, podem ndo

produzir o mesmo efeito para outras células.

Martin et al. (1995) avaliaram, in vitro, o papel da rugosidade superficial na
proliferagdo e diferenciagdo osteobldstica e na sintese de proteinas. Os discos de titdnio foram
previamente tratados com acido hidrofluoridrico e 4cido nitrico. Posteriormente, foram
realizados diferentes tratamentos superficiais para modificar as rugosidades iniciais da
superficie dos discos sendo divididos nos seguintes grupos: PT — lavados em H,0 deionizada,
neutralizados em bicarbonato de sodio a 5% e novamente lavados trés vezes em agua

deionizada por 5min em ultrasom; EP — eletropolidos em um banho de 4cido de Fluhmann



Ag, lavados em agua deionizada, neutralizados em bicarbonato de sédio a 5% e lavados trés
vezes em H,0 deionizada por Smin em ultrasom; FA — lixados com disco de carburumdum
com 6 grdos de variagdo (de 0,12um a 0.25um), condicionados com acido hidrofluoridrico e
acido sulfurico, lavados em H,O deionizada, neutralizados com bicarbonato de sodio 5% e
lavados trés vezes em agua deionizada por Smin em ultrasom; CA - lixados com discos de
carburundum com grdos de 0,25um a 0,50um, condicionados com hidrofluoridrico e acido
sulfurico, lavados em H,O delonizada, neutralizados em bicarbonato de sodio a 5% e lavados
trés vezes em H,O deionizada e ultrasom, € TPS — lixados iguais no grupo Ca, aplicados
plasma de titanio e lavados com agua deionizada por trés vezes no ultrasom. Apos os discos
foram esterilizados em autoclave e colocados em meio de cultura de osteoblastos humanos
(MG63). Como métodos de andlise foram utilizadas a microscopia dptica, microscopia
eletronica de varredura, microscopia de varredura a laser, analise por dispersdo de energia
Raio X, espectroscopia eletronica de Auger, sintese de DNA, proliferagdo celular, atividade
da fosfatase alcalina, sinteses de proteinas, RNA e proteoglicanas. Os resultados mostraram a
seguinte seqiiéncia de rugosidade, do mais liso para o mais rugoso: EP, PT, FA, CA e TPS. A
camada de TiO; esteve presente em todas as amostras, porém a espessura variou de 100A no
grupo mais liso e até 300A na mais rugosa. A aparéncia de todas as superficies ndo foi afetada
pela esterilizagdo. A incorporagdo de timidina ¢ fosfatase alcalina dimmuiu com o aumento
das rugosidades dos discos, exceto no grupo CA com relagdo a fosfatase alcalina. A atividade
enzimatica somente diminuiu nas culturas com discos dos grupos FA e TPS. A correlagio
direta entre a rugosidade superficial e a produgdo de RNA e colagenase digerivel também foi
observada. A sintese de proteinas foi inibida em todas as superficies estudadas, com maior
inibicdo para os grupos CA e EP. Os autores sugeriram que a rugosidade superficial dos
implantes pode desempenhar algum papel na determinagdo da expressdo fenotipica das -
c€lulas in vivo. Atualmente aceita-se que o sucesso dos implantes depende das propriedades
de superficie. Porém, pouco se conhece sobre os efeitos da rugosidade de superficie sobre o
metabolismo celular ou diferenciag@o celular ou se o efeito varia com o estado de maturagdo

provenientes da interag@o das células com os implantes.

Schwartz et al. (1996) utilizaram células derivadas de estagios conhecidos do
desenvolvimento endocondral para examinar o efeito da rugosidadé de superficie do titanio
sobre a sintese da matriz, proliferagdo e diferencia¢do dos condrécitos. Estas células derivadas
da zona de repouso (Rcs) e zona de crescimento (Gces) da cartilagem costocondral de ratos

foram cultivadas sobre discos de titdnio preparados da seguinte forma: PT — lavados e
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condicionados HF-HNOs; EP - eletropolidos e condicionados HF-HNOs; FA — lavados e
condicionados com HCI-H,SO, e jateados com areia fina; CA — lavados e condicionados com
HCI-H,SO, e jateados com areia grossa € TPS — plasma spray de titdnio. As superficies foram
analisadas e classificadas da mais lisa para a mais rugosa: EP, PT, FA, CA e TPS.
Proliferac@o celular foi avaliada pelo nimero de células e incorporag@o de timidina, enquanto
a sintese de RNA foi avaliada pela incorporagdo de uridina. A diferenciagdo foi determinada
pela atividade especifica da fosfatase alcalina (ALPase). Produg@o da matriz for mediada pela
incorporagdo de prolina dentro de proteinas digestivas-colagenas (CDP) e ndo-colagenase
(NCP) como também pela incorporagdo de sulfato na proteoglicana. Células da zona de
crescimento exigiu duas tripsinizagdes para remog¢do completa das culturas do disco. O
namero de céltilas liberadas pela primeira tripsinizagdo foi geralmente diminuida com o
aumento da rugosidade da superficie, enquanto na segunda tripsiniza¢do este numero
aumentou. Em culturas de células da zona de repouso, o numero de células diminuiu em
superficies rugosas, um numero minimo de células (Rcs) foram liberadas pela segunda
tripsinizag@o. Incorporagdo de timidima pelas Rcs diminuiu com o aumento da rugosidade da
superficie enquanto que pelo Ges foi aumentada. Incorporagdo de uridina por Ges e Res foi
maior sobre superficie rugosa. A fosfatase alcalina na camada celular e células isoladas dos
dois tipos de células diminuiu. Producdo de Gc, CDP e NCP diminuiu sobre as superficies
rugosas enquanto a produgio de CDP pelas células Rc diminui sobre superficies.
Incorporac;ﬁolde sulfato pela Rcs e Ges dirhinuju em todas as superficies comparado ao
plastico da cultura de tecido. Os resultados indicaram que a rugosidade da superficie afeta a
proliferagdo, diferenciagdo e sintese de matriz € que esta regulagdo depende da maturacdo

celular.

Ruano, Jorge, Jaeger (1996) estudaram ir vitro o crescimento e a viabilidade de
fibroblastos NIH 3T3 crescidos sobre substrato contendo hidroxiapatita. Os fibroblastos foram
cultivados nas mesmas quantidades sobre 18 placas de Petri cobertos com colageno que
serviram de controle e 18 placas cobertas com colageno e hidroxiapatita (HA), denominadas
culturas tratadas. Durante 6 dias, trés culturas de cada grupo foram contadas diariamente apds
o plaqueamento, obtendo-se a porcentagem de viabilidade celular. Microscopia de luz e MEV
foram utilizadas para observar a morfologia das células, sendo constatado que estas,
cresceram em intimo contato com os cristais de hidroxiapatita. O crescimento das duas
culturas foi semelhante até o terceiro dia apds a plaqueamento. A partir do quarto dia ocorreu

um atraso de 24h nas culturas tratadas em relacdo as controles. A viabilidade celular das



culturas tratadas foi de 64,38% (£ 2,24%) sendo significativamente menor (p>0,01) que a das
culturas controles que foi de 94,80% (£ 0,10%) durante todo o experimento. Porém, no sexto
dia de cultivo ndo havia diferenca estatitica entre o nimero de células tratadas e controle. Os
autores conprovaram iz vitro que a hidroxiapatita ¢ uma substancia biocompativel. Acreditam
que o atraso no crescimento celular € a menor viabilidade provavelmente foram
conseqiliéncias da presenca fisica dos cristais de HA que competiram pelo espaco cultivavel

das placas.

Siqueira e Dias (1996) analisaram o comportamento histologico e clinico de implantes
do sistema INP cilindricos com superficie rugosa (obtidas por tratamento mecanico-quimico),
em diversas situagdes: a) bloco de osso iliaco humano contendo implante submerso por 5
meses foi preparado para analise em microscopia de luz; b) foi discutido um caso clinico
mandibular com seis implantes instalados; c) 688 outros implantes colocados assim
distribuidos, 293 na maxila, 288 na mandibula, 8 no osso iliaco, 93 na tibia de coelhos e 6
para ancoragem ortodontica. Todos os implantes foram colocados entre 1991 ¢ 1995.
Avaliagdo da rugosidade de superficie dos implantes foi realizada ao MEV. A biologia
apresentada mostrou capacidade de osteoconducdo e osteointegracdo das superficies dos
implantes utilizados compativeis com os resultados clinicos ¢ experimentais realizados nos

ultimos 4 anos.

Para De Santis et al. (1996) a osteointegracdo de implantes endosseos as condigdes de
superficie atuais mostram-se promissoras a curto € longo prazo em fungdo dos estudos em
tomo da microestrutura. Superficies preparadas e submersas em cultura de células dsseas
humanas foram medidas ao longo do tempo conduzindo o meio a taxas de atividade
metabolica, de multiplicagdo e de muta@éo de células osteoprogenitoras. Os autores, apoiados
em informagles sobre rugosidade de superficie, métodos de observagdo da superficie
(confocal a laser e outros) e analises histo-celulares chegaram as seguintes conclusdes: a) que
as coberturas de hidroxiapatita (HA), altamente polida (HA-Pol) ou depositada por plasma
(HA-PS) induz a proliferagdo de relativos precursores de pré-osteoblastos ndo diferenciados,
permitindo simultaneamente o funcionamento destes e de osteoblastos presentes nos cultivos.
A secregdo de osteocalcina pelas células humanas cultivadas foi maior frente as superficies
HA-PS do que nas HA-Pol Salientaram que a superficie rugosa de HA favorece uma
atividade exocitotica mais intensa na parcela da populagiio ndio expansivel de osteoblastos
que, em parte, sobreviveram provavelmente nos cultivos tridimensionais localizados nas

‘depressdes e vales existentes nas superficies HA-PS. Estudos, tem reportado que os cultivos
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tridimensionais permitem uma expressdo muito mais intensa de fungdes diferenciadas
especificas que no caso de cultivos bidimensionais como no caso de superficies testadas de
HA-pol; b) igualmente acima, a secregdo de osteocalcina foi muito mais intensa em cultivos
celulares com superficies de Ti depositadas por plasma (Ti-PS) do que nas superficies de Ti
muito polidas (Ti-pol); ¢) advogaram que para analise de superficie de implantes frente a
células humanas cultivadas ¢ preferivel escolher superticies de Ti a superficies de HA. Dentre
as superficies de Ti, as superficies polidas tém algumas vantagens a curto prazo, porém a
longo prazo as superficies depositadas por plasma (Ti-Ps) mostraram maiores taxas de
proliferagdo (DNA sintéticd) e metabolicas (atividade ATP). Portanto, as superficies Ti-PS
parecem ser melhores para aplicagdes clinicas do que as superficies de Ti-pol. No entanto, as
influéncias da microestrutura e rugosidade superficial sobre a osteointegragdo parecem nio
estar perfeitamente definidas, estabelecidas e esclarecidas necessitando mais estudos para sﬁa

elucidacio.

Gottlander et al. (1997) compararam a reagdo oOssea de implantes de Ti c.p.
parafusados ndo-tratado (controle) com implantes vparafusados de Ti c.p. com cobertura de
fosfato de calcio (experimental) colocada por deposigdo eletroforética. Os implantes foram
colocados na tibia ¢ no f€mur de animal e estudados nos periodos de 4 semanas e 6 meses. A
rugosidade da superficie tridimensional do implante coberto com fosfato de calcio foi trés
vezes maior que o controle. Analise histomorfométrica do contato direto osso-implante
demonstraram uma vantagem a curto prazo dos implantes experimentais. Enquanto nenhuma
diferenga significante do implante controle fo1 encontrado depois de 6 meses. A quantidade de
osso dentro das roscas mostrou valor similar entre os dois grupos, depois de 4 semanas.
- Depois de longo periodo de manuten¢do quantidade maior de osso proximo ao implante foi
observado no grupo experimental. Implantes na tibia em 4 semanas apresentaram
porcentagem de contato osso-implante de 5,4% (controle) e 17.4% (experimental);, a
porcentagem nas trés melhores roscas foi de 9,2% (controle) e 30,8% (experimental) € quanto
a porcentagem meédia de preenchimento osseo foi de 34,7% (controle) e 42,1%
(experimental). Para implantes femurais de 4 semanas, a média de contato osseo foi 51,8%
(controle) e 51% (experimental). Quando avaliado em 6 meses, implantes na tibia
‘apresentaram média de contato osseo de 37,6% (controle) e 37,8% (experimental); as trés
melhores roscas para controle foi 57,3% e para experimental 5,8% e a porcentagem da area de
superficie Ossea for 60,6% (controle) e 41,8% (experimental). Os implantes femurais no

mesmo periodo tiveram média de contato 0sseo de 43,5% (controle) e 47,3% (experimental);
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as trés melhores roscas 54,4% (controle) e 63,4% (experimental) e a média de area de
superficie dssea, 69,6% (controle) e 44,3% (experimental). Os implantes cobertos com fosfato
de calcio apresentaram trés vezes mais rugosidade de superficie do que o parafuso de titdnio

controle, sendo revelada pela analise topogratica da superficie.

A 1nser¢do de células e fibras aos implantes é complexa, pois envolvem trés tipos de
tecidos distintos: o epitélio, o tecido conjuntivo gengival e o osso. Na regido cervical dos
implantes T1 onde a superficie tem acabamento liso, observa-se a orientacdo das fibras
gengivais paralelas & superficie do implante enquanto na superficie porosa, coberta por
plasma Ti, as fibras tendem a assumir uma orienta¢do perpendicular. Inque et al. (1999)
confirmaram estes achados, in vitro, pois fibroblastos que crescem ao redor de disco de Ti
tendem a se tornarem orientados paralelamente aos discos com superficie lisa e
perpendicularmente nos discos com superficie porosa. O exato mecanismo que afeta a
orientacdo das cé€lulas e fibras em relagdo a superficie lisa ou rugosa nd3o ¢ conhecido. A
superficie porosa parece facilitar a ancoragem de células e fibras orientadas

perpendicularmente & superficie o que promove uma melhor inser¢do ao material implantado.

Proussaefs et al. (2000) apresentaram avaliagdo clinica, radiografica e histologica de
um relato de caso de dois implantes em forma de raiz cobertos por hidroxiapatita removidos
da maxila de um paciente apos 7 anos de fungdo. Clinicamente os ‘implantes apresentaram-se
imoveis sem sinais de patologia. Radiograficamente verificaram a proximidade do osso a
superficie do implante sem evidéncia de radiolucidez. Histologicamente, os dois implantes
pareceram estar bem integrados com o osso circundante, ou seja, superficie dos implantes
tiveram aposi¢io Ossea na interface de ordem de 84% e 79%. N&o ocorreu evidéncia de
dissolugd@o da cobertura de hidroxiapatita parecendo estar o 0sso em contato imediato com a
cobertura. Estas observagdes sugerem que uma cobertura de hidroxiapatita sobre implantes

em foma de raiz podem resistir a degradagéo durante a fungdo a longo prazo.

Dalton et al. (2001) estudaram a resposta da migragdo epitelial a microsulcos de 1um a
50um de profundidade com largura entre as cristas do sulco de lum, Zurﬁ, Sum ou 10um em
um substrato de poliestireno. A migragdo tecidual ocorreu ao longo do microsulco e foi
inibida no sentido de atravessa-los. Células epiteliais de uma monoéamada de cultura
migraram seguindo um padrdo similar daquele do tecido epitelial intacto. Extensdes celulares .
geralmente seguiram a dire¢do do microsulco por seguir do topo da crista ou a parede da

crista, observado pelo MEV. Dentro da camada basal do tecido, filamentos de actina foram
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alinhados com os microsulcos e filamentos distintos na camada superficial da camada basal
ndo pareciam ser afetados pela presenca do microsulco subjacente. A camada basal do tecido
adaptou-se aos contornos do microsulco seguindo a migragdo. Entretanto, a ultra-estrutura do
tecido acima da crista ficou parecido aquele do tecido sobre uma superficie plana. Os autores
concluiram que a superficie com microsulcos tem o potencial imediato de direcionar a
migragdo do tecido epitelial adjacente com a finalidade de gerar o epitélio sobre a superficie

do biomaterial implantado.

Schmidt; Ignatius, Claes (2001) observaram as reagdes teciduais testando o
comportamento dos osteoblastos, in vitro, sobre implantes de Ti c.p., Ti-6Al-7Nb, aco
inoxidavel e Thermanox com estrutura de superficie similares para aplicagdo clinica. A
caracterizagdo da superficie foi realizada por MEV e pertilometria. Apos foram mensuradas
proliferagdo celular, pardmetros de diferenciagdo da atividade de fosfatase alcalina (ALP) e
osteocalcina. Para todos os materiais; a curva de crescimento mostrou cinética semelhante.
Atividade de fosfatase alcalina foi bastante menor sobre a liga Ti-6Al-7Nb, quando
comparado ao ago ¢ Ti c.p., € que ndo mudou com o passar do tempo. Niveis de osteocalcina
foram maior sobre o titdnio cp que sobre o ago. Baseado no crescimento celular, niveis
relativamente elevados de fosfatasé alcalina e osteocalcina, os autores sugerem que o Ti c.p.
promove melhor biocompatibilidade com relagdo a proliferagdo e maior confiabilidade para
os marcadores de diferenciagdo precoces e tardios dos osteoblastos humanos in vitro. A
caracteristica dos perfis dos implantes era lisa com valores Ra entre 0,19um e 0,38um e
valores Rt entre 1,45um e 3,16um. Ao MEV, o Thermanox mostrou uma superficie muito lisa
com quase nenhuma elevagdo e depressdo, sendo que os valores de rugosidade estavam em
nivel de nanémetros. A superficie do ago inoxidavel estava lisa, com tragos de polimento ¢
algumas elevagdes uniformemente distribuidas sobre a superficie. Na superficie do Ti c.p.
existiam depressdes e ranhuras de diferentes profundidades resuitantes de processos de -
manufatura ¢ a liga de titdnio mostrou cristais proeminentes de aproximadamente Spum a

10pm.



3. PROPOSICAO

Implantes de titanio comercialmente (Ti c.p.) com diferentes texturas superficiais
foram fabricados na Universidade Federal de Santa Catarina, num trabalhb conjunto entre
CEPID — Centro de Estudo de Pesquisa em Implantes Dentarios € o Departamento de
Engenharia de Materiais. O presente trabalho tem como objetivo estruturar um protocolo
biologico de cultura de células osteoblasticas para avaliar, in vitro, o crescimento e adesdo -
frente as diferentes rugosidades dos implantes odontoldgicos obtidos por usinagem e com

potencial de favorecer a osseointegracéo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtenciao do implantes

4.1.1 Titdnio

A matéria-prima Ti c.p. mundialmente reconhecida e eleita para fabricagdo de
implantes odontoldgicos apresenta a seguinte composi¢do quimica: 95,75% de Ti, 0,05% de
Fe, 0,1% de O, 0,03% de N, 0,05% de C e 0,012% de H. O titdnio foi fornecido em barras
cilindricas de 4,76mm de diametro e 1,800mm de comprimento pela empresa Ti Brasil

Titanio Ltda —~ Jandira — SP — com a especificagio ASTM F67G2.

4.1.2 Equipamento para fabricagdo dos implantes

Utilizou-se um torno com comando numérico, da marca Romi Mazak, modelo Cosmos
10U, com poténcia instalada de 10Kva, para o torneamento cilindrico dos implantes de

titdnio.

4.1.3 Ferramentas utilizadas no torno com comando numérico

Para fabricagdo dos implantes foram utilizados ferramentas fornecidas pela empresa

- Thijam Comércio € Representagdes Ltda — Sadvik Coromant — J’oihville —SC.(TAB. 1).
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Tabela 1 — Especificagdes das ferramentas utilizadas.

Pastilha de Raio de

Ferramenta Suporte Metalduro  Quina Fabricante
VBMT 16 04 04-UM  SVIJBR 2020K 16 HI13A 0,2mm SANDVIK
VBMT 1102 02-UF  SVJBR 2020K 11 H13A O,me'v SANDVIK

4.1.4 Amostras para o estudo experimental

Os implantes de Tt c.p. foram usinados pelo USICON — Laboratorio de Usinagem e
Comando Numeérico do Departamento de Engenharia Mecanica — UFSC. Quatro tipos de
implantes cilindricos rugosos com dimensdes de 3,75mm de didmetro por 7mm de
comprimento foram seccionados ao meio, em seu comprimento, com uma serra circular de

aco rapido para possibilitar sua estabilizagdo fisica no recipiente de cultura.

A serra circular utilizada apresenta as seguintes dimensdes: 63mm de didmetro

externo, 0,6mm de espessura e com um furo interno de 16mm.

A usinagem foi realizada com parametros de corte distintos, resultando em amostras

com textura de superficie diferentes, como segue abaixo:
- Grupo /: 8 implantes usinados com V¢ =40 m/min ¢ f = 0,05mm
- Grupo 2: 8 implantes usinados com V¢ = 40 m/nﬁin ef = 0,10mm
- Grupo 3: 8 implantes usinados com V¢ =40 m/mine f =0,13mm

- Grupo 4: 8 implantes usinados com V¢ =40 m/mine f =0,15mm
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4.1.5 Equipamento para mensuragdo da rugosidade de superficie do implante

Rugosimetro Perthometer 58P, marca Mahr acoplado com apalpador mecénico FRW-
750 com ponta comica de diamante, tendo um raio de ponta de 10um e angulo de ponta 90° e

alta resolucgdo, que permitiu avaliar a rugosidade de superficie dos implantes.

O equipamento pertence ao LASUS — Laboratério de Analise de Superficies Usinadas
—GRUCON - CT -UFSC (FIG.1, 2, 3, 4).

Figura 1 — Amostra do implante do Grupo 1 (f = 0,05mm)

Figura 2 — Amostra do implante do Grupo 2 (f = 0,1 mm)
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Figura 3 — Amostra do implante do Grupo 3 (f = 0,13 mm)

Figura 4 — Amostra do implante do Grupo 4 (f = 0,15 mm)

4.1.6 Selegdo e determinagdo dos grupos experimentais

Os implantes foram desenvolvidos com o intuito de produzir, quantificar e otimizar a
geometria da superficie mais adequada por meio da técnica de usinagem de natureza
experimental. As amostras enquadram-se nos resultados de textura da superficie semelhante
as encontradas nas pesquisas biolégicas que se referem a proliferagdo e diferenciagdo celular
para a consolidagdo de implantes osseointegrados (BOWERS et al., 1992; MARTIN et al.,
1995; GOTLANDER et al., 1997; DALTON et al., 2001; SCHMIDT, IGNATIUS, CLAES,
2001).



4.1.7 Fabricagdo dos implantes - Usinagem

A barra cilindrica foi fixada ao torno com ajuda de dispositivos de fixagdo criado no
USICON. Selecionadas e preparadas as ferramentas € o regime de uso do torno — Programa
CMC (que ¢ ajustado para obtenc¢do de acabamento de acordo com os manuais de ferramentas
comerciais e pratica da usinagem de metais), realizou-se a usinagem. Desta forma, conseguiu-
se diferentes texturas sobre a superficie dos implantes que foram influenciadas pelo desgaste
das ferramentas, vibracdo do sistema de usinagem e pelo acumulo de calor gerado durante a

manufatura. (TAB. 2).

Tabela 2 — Condigdes de usinagem utilizadas no torneamento dos grupos
experimentais.
Qt. de (mm) e Profundidade (n.1m) Material da Tipo de
de Corte Raio de . :
Grupos amostras Avanc¢o de corte . Material Ferramenta Fluido
or grupo (F) (Vo) (ap) (mm) Quia Classe de Corte
por grup (m/min) ap (re)
1 8 0,05 40 0,1 0,2 Tic.p. HI3A Lo
soluvel
2 8 0,10 40 0,1 0,2 Ti c.p. HI3A i
soluvel
3 8 0,13 40 0,1 0,2 Ti c.p. HI3A {heo
soluvel
4 8 0,15 40 0,1 02 Ti c.p. HI3A Oleq
solavel

Todos os implantes Ti c.p. foram torneados (usinados) nas seguintes condigdes:
velocidade de corte (V) de 40 m/min, profundidade de corte (ap) de 0,1mm, raio de quina da

ferramenta (r.) de 0,2mm, com material de ferramenta classe H13A em o6leo soluvel.

Modificou-se apenas o avango (f) da ferramenta em 0,05mm, 0,10mm, 0,13mm e
0,15mm, conseguindo-se assim com esta variavel 4 grupos de implantes com textura

superficiais rugosas e distintas.
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4.1.8 Parametros de rugosidade

A rugosidade resultante na superficie dos implantes de Ti c.p. foi medida com
rugosimetro e interpretada estatisticamente. Utilizou-se parametros verticais conhecidos R,,
R, e R,, expressos em pum, para avaliar a rugosidade produzida, uma vez que 0os mesmos tém
produzido informag¢des relevantes na area de superficies para implantes dentais. A R, ¢ a
média aritmética das alturas das rugosidades. A R, (Ry,) € a média de cinco valores
consecutivos nas alturas dos picos-vale e a R, ¢ a distancia entre o maior pico e o vale mais

profundo detectado na amostra.

+4.1.9 Analise estatitica

Para analise estatistica foram utilizados o teste de Schefé€ (p<0,01) para compara¢des
individuais e analise de varidncia (ANOVA) para comparagdo de rugosidade entre os 4 grupos

experimentais das medidas R,, R, e R,.

4.1.10 Resultados

1. Os implantes Ti c.p. usinados a serem testados em cultura de células
osteoprogenitoras € osteoblasticas apresentam uma topografia (textura) superficial
rugosa reproduzida dentro de pardmetros de rugosidade encontrados na literatura

com reconhecida capacidade para osteointegragio.

2. Alteragdes nos parametros de corte, proporcionado pela alteragdo apenas no
avango da ferramenta mostrou haver interdependéncia entre outros pardmetros de
rugosidade e possibilidade de se manipular a rugosidade da superficie usinada

numa ampla faixa.

[V}

O uso do f = 0,05mm (Grupo 1), f = 0,Imm (Grupo 2), f = 0,13mm (Grupo 3),
f = 0,15mm (Grupo 4) produziram rugosidades R, média igual a 0,5um, 1 4pum,



22um e 3,2um respectivamente, sendo os grupos 2 e 3 mais representativos

quanto a resposta biologica.

Das quatro superficies de Ti c.p. usinadas mecanicamente, trés apresentaram
valores dos pardmetros de rugosidade R,, R, ¢ R, com comportamento calculavel e

reproduzivel quando medido pelo rugosimetro (Grupos 2, 3, 4).

No grupo 1 onde a superficie foi estabelecida com uma V. de 40m/min ¢ f de
0,05mm, a correlacdo entre os parametros de rugosidade R,, R, e R, foram
desproporcionais, ndo havendo uma homogeneidade e reprodutividade entre os
valores fornecido pelo uso de rugosimetro. Acredita-se que avangos baixos em
torno de 0,05mm promovem um amassamento das pequenas irregularidades que

foram muito proximas entre si.

Obs.: Estes resultados citados acima foram obtidos do trabalho de Togaschi
(2001).

4.2 Proposta protocolar para avaliar in vitro o crecimento e adesio celulares frente a
implantes de Ti c.p. com quatro texturas superficiais, obtidas por usinagem

4.2.1 Limpeza e remogdo de contaminantes dos implantes

No

processo de fabricacdo a superficie do metal de implante estda sujeita a

contaminagdo por detritos organicos e inorgdnicos. Antes de colocar os implantes em meio de

cultura de

células osteprogenitoras e osteoblastos necessario se faz, uma limpeza buscando

eliminar estes contaminantes.

Propomos o protocolo preconizado pela Faculdade de Odontologia de Bauru (USP) —

Sdo Paulo:

1.

2

lavagem com tricloroetileno por 10min em ultrasom;

duas lavagens em dlcool absoluto por 10min em ultrasom;
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3. remogdo das rebarbas de usinagem com auxilio de uma lupa com aumento méaximo

de 40 vezes.
4. lavagem com tricloroetileno por 10min em ultrasom;
5. duas lavagens com alcool absoluto por 10min em ultrasom;
6. trés lavagens com agua deionizada e bidestilada;
7. lavagem com tricloroetileno por 10min em ultrasom;
8. duas lavagens com alcool absoluto por 10min em ultrasom;
9. secagem no ar;
10. passivagéo em estufa a 180°C por 30 min.;

11. colocagdo dos implantes em ampolas de vidro contendo Lauril a 2% ou alcool

etilico a 10%;

12. esterilizagéo em autoclave a 121°C por 20min.

4.2.2 Doadores de tecido 6sseo cortico-trabecular para obtengdo de células
osteoprogenitoras e osteobldsticas

Remover com uma trefina o tecido ésseo coértico-esponjoso de cavidade bucal de

pacientes que se submeterdo a remogéo cirirgica de dentes retidos (FIG. 5).

Figura 5 — Trefina para remog#o 6ssea dos maxilares
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Acondicionar o tecido dsseo coletado em um recipiente de vidro contendo meio de
cultura nutriente fresco (DME 89% + Soro fetal bovino 10% + solugdo antibidtica
estreptomicina/penicilina 1%, na concentragdo & 300U/ml) (DEBONI; JAEGER; ARAUJO,
1996). A solugdo antibiética se adquire ja pronta, em solugdo estoque contendo 5000U/ml de

penicilina e 5000 U/ml de estreptomicina (LINKERS et al., 1998) (FIG. 6).

Figura 6 — Recipiente de vidro para armazenar tecido 6sseo maxiliar no meio de cultura
nutriente: DME 89% + PFB 10% + Sol. antib. penicilina/estreptomicina
300U/ml/1%

Cabe esclarecer aqui, que Li; Liu; Wu (2001) utilizaram DMEM + 10% de FBS +
40pug/ml de acido ascoérbico (Vit. C).

4.2.2.1 Obteng¢do de linhagem de células osteoprogenitoras e osteoblasticas.
Procedimentos laboratoriais para isolamento e cultivo

Refragmentar, em laboratério, os fragmentos de tecido ésseo sob capela de fluxo
laminar ou alternativamente com titurador 6sseo utilizado para enxertos 6sseos particulados

(FIG. 7).



Figura 7 — Triturador 6sseo (R. Quetin)
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Transferir o tecido dsseo refragmentado para tubos de centrifugag¢do contendo solugéo

de tripsina 0,25% em PBS, para serem submetidos & digestdo enzimatica e a dissociagéo

mecanica através do uso de pipetas Pasteur.

Executar cinco passagens na solugdo enzimatica (tripsinizagdes) por um periodo de

Smin cada e neutralizar com meio de cultivo (DME) contendo soro fetal bovino. Estas

tripsinizagdes dissolvem a fase inorgénica (mineral) do tecido dsseo, permanecendo intaca a
fase organica (células). (FIG. 8)

Osso:
)

0

Tubo de centrifugacéo
Pipeta Pasteur para
dissolucio mecinica

x5§

Fase inorgénica (mineral)
Fase orgénica (células)

Tripinizacdes

Inativagoes }p e

Sol. Tripsina 0,25% em PBS para digesto enzimética.
Inativagiio com meio de cultivo DME 90% + PBS 10% -p/ S'.

Figura 8 — Materiais utilizados para isolamento e cultivo celular
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Centrifugar a suspenséo de células obtida a 100g por 10min. O precipitado de células é
ressuspendido em meio de cultura fresco. Distribuir a nova suspenséo de células, produto do
conjunto das cinco tripsinizagdes e inativagdes mais a centrifugagdo, em placas Petri de
cultura e manter em meio Eagle modificado por Dulbecco (DME) com 10% de soro fetal
bovino e 1% de solugdo antibidtica, em estufa a 37°C, numa atmosfera imida contendo 95%
ar e 5% CO2 (FIG. 9A, 9B, 9C, 9D e 9E).

Meio de cultivo
desprezado
- Ascélulas e - Prepicitado —
® suspensas s3o % celular é
.. centrifugadas a ressuspendido «*
‘e’ e 100g por 10’ L em meio de ° (1]
— para aglutina- cultura fresco @
) & el
las. g & Prempltaqﬁo DME + FBS +
® ... celular Antibidtico.
\_/ \*o/ \_
Placa Petri

- A populago celular ressuspensa ¢ distribuida
em placas Petri e mantidas em meio de cultura
fresco, em estufa.

Figura 9A, 9B, 9C, 9D, 9E — Materiais utilizados para isolamento € cultivo celular
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4.2.2.2 Observagéo do crescimento celular

Realizar a observagdo do crescimento celular a cada 24h utilizando-se microscépio de
fase invertido. Trocar, para manutengéo das células, o meio de cultivo de 48h/48h (DME +
FBS + Solugdo Antibiética). No experimento de Deboni; Jaeger; Arafijo, 1996 logo ap6s o
plaqueamento (placas Petri) pode-se observar as células obtidas com caracteristicas

arredondadas (FIG. 10A) (63x).

Figura 10A — Sub-cultura de células obtidas a partir da disperséio enzimatica de células
da célvaria de ratos recém-nascidos no experimento de Deboni; Jaeger;
Araujo (1996).

Ap6s 3 a 4 dias das células aderem-se ao plastico dos frascos de cultivo assumindo
caracteristicas fusiformes lembrando morfologia de fibroblastos (FIG. 10B). (63x) (DEBONI;
JAEGER; ARAUJO, 1996).

Figura 10B — Sub-cultura de células obtidas a partir da dispersdo enzimatica de células
da célvaria de ratos recém-nascidos no experimento de Deboni; Jaeger;
Araujo (1996).
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Apbs 4 a 7 dias as células adquiriram aspecto poligonal com citoplasma bastante
granular (FIG. 10C). (Microscopia de fase invertido 100x) (DEBONI; JAEGER; ARAUJO,
1996).

Figura 10C — Sub-cultura de células obtidas a partir da dispersdo enzimdtica de células
da célvaria de ratos recém-nascidos no experimento de Deboni; Jaeger;
Araujo (1996).

A cultura deve atingir a semiconfluéncia por volta do 10° ao 15° dia mostrando células
bem agrupadas exibindo nicleos grandes e interdigitagdes citoplasméticas (FIG. 10D) (100x)
(DEBONI; GAEGER, ARAUIJO, 1996).

Figura 10D — Sub-cultura de células obtidas a partir da dispersédo enzimatica de células
da célvaria de ratos recém-nascidos no experimento de Deboni; Jaeger;
Araujo (1996).

No periodo de semiconfluéncia a cultura deve apresentar-se firmemente aderida ao

frasco de cultivo tanto que, para dispersar essas células necessério se faz o uso de solugédo
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Versene (Tripsina 0,25% + Acido Etilenodiaminotetracético — EDTA - Instituto Adolfo
Lutz), pois as células ndo se desprendem facilmente do frasco e em geral soltam-se na forma

de lengois de células aderidas umas as outras (DEBONI; JAEGER; ARAUIJO, 1996).

4.2.2.3 Indugdo do fendtipo osteoblastico

Por volta do 11° ao 16° dia, ou seja, logo apdés a semiconfluéncia, realizar a sub-
cultura. Separar as células por tripsizagdes utilizando solug@o de tripsina 0,25% em PBS por 3

a 5min a temperatura ambiente.

Ap6s a inativagdo da tripsina com meio contendo soro fetal bovino (FBS) em um tubo
de ensaio, centrifugar a 300g por Smin a suspensdo de células e o precipitado € ressuspendido
em meio de cultura basico fresco (89% DME + 10% Soro fetal bovino — FBS e 1% solugéo
antibidtica estreptomicina/penicilina 300U/ml) (FIG. 11A, 11B, 11C).

Sol. Tripsina 0,25% em PBS por 3 a 5’
em temperatura ambiente

Inati DME + PBS
Sub-Cultura em + A;;iatf.ao
Placa Petri b

0

i
a N Centrifugacéo \///
N1 .
w a 300g por 5
e 8\ das células L
- Neste periodo a cultura deve i Q_/ suspensas }./
apresentar-se firmemente }./
. [ ]
aderida a placa. s °
- Utilizar solugdo de VERSENE [ X J
(Tripsina 0,25% + EDTA — Inst. ®e u
Adolfo Luz)
Precipitado Células
Celular Suspensas

Figura 11A, 11B, 11C — Materiais utilizados para isolamento do cultivo celular
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Replaquear a suspensdo de células em placas Petri 2,5cm de didmetro ou tubos Falcon
e 0 meio de cultivo bésico fresco desta sub-cultura é suplementado com B-glicerofosfato de
sédio (10mM) ou Acido ascérbico — Vit. C (50pg/ml) e glicocorticoide-dexametasona
(10*M) com o objetivo de favorecer a morfo e cito-diferenciagio das células, a sintese de
matriz extracelular e sua posterior mineralizagdio (ECAROT-CHARRIER et al., 1983;
BELLOWS et al., 1986; MANIATOPOLOUS et al., 1988; DEBONI; JAEGGER; ARAUJO,
1996). Li; Liu; Wu (2001) na suplementagéio do meio de cultivo ao invés de utilizar o -
Glicerofostafo de s6dio (10mM) utilizaram o Naglycerofosfato 10m/mol/L (FIG. 11D).

Placas Petri Tubos Falcon

- Ressuspensdo em meio de cultura fresco — suplementado com:
o  B-Glicerofosfato de s6dio (10m/M) ou
Naglyglicerofosfato (10nmol/L) }
o Acido Ascorbico (50pg/ml) Diluidos no DME ou FBS
+  Corticéide Dexametasona (10°M)

Figura 11D - Materiais utilizados para isolamento do cultivo celular

Diluir as duas primeiras substincias diretamente no meio DME ou FBS e preparar a
dexametasona & partir de uma solugio estoque de desametasona a 10°*M, diluida em etanol
para 10M. Nesta etapa, do 16° ao 22° dia, ou seja, apds a semi-confluéncia e a realizagéo da
sub-cultura do fenétipo osteoblastico, as células deverdo tornar-se poligonais com citoplasma
ricamente granuloso agrupando-se e distribuindo-se em multicamadas, recobertas por densa
matriz extracelular, isto é, devem alcangar nova confluéncia. Introduzir entdo no meio de
cultura os cilindros de titdnio seccionados a serem testados. Cabe lembrar que a cada 48h o

meio de cultivo suplementado deve ser trocado (FIG. 11E).
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o Introduzir os cilindros seccionados limpos e esterilizados na cultura de células. Esta
cultura deve durar 1 més apds a colocagéo do cilindro.

Placas Petri Tubos Falcon

Figura 11E — Cilindros de titanio seccionados estéreis colocados na sub-
cultura de células osteoblasticas confluentes (16° ao 22° HA).

Do 22° ao 29° dia devem ser observados (nas regides de células que estardo mais
agrupadas) o aparecimento de estruturas modulares, as vezes lembrando osso imaturo (FIG.
12A). (Microscopia de Fase 100X) (DEBONI; JAEGER; ARAUJO, 1996).

Figura 12A — Sub-cultura de células obtidas a partir da disperséo enzimatica de células
da célvaria de ratos recém-nascidos no experimento de Deboni; Jaeger;
Araujo (1996).

Em culturas mais velhas (com mais de 40 dias), por vezes, podera ser visto células
pequenas estreladas com processos citoplasméticos finos e longos, lembrando a morfologia
tipica de ostedcitos in vivo (FIG. 12B). (Microscopia de Fase 100X) (DEBONI; JAEGER;
ARAUIJO, 1996).
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Figura 12B — Sub-cultura de células obtidas a partir da dispersdo enzimatica de células
da célvaria de ratos recém-nascidos no experimento de Deboni; Jaeger;
Araujo (1996).

4.2.2.4 Curva de crescimento celular

4
3-
2
] -3
Estruturas Modulares
. . Sub-Cultura _w_ Osso Imaturo = +10
" . Perigdo de Confluéngia . Dias apés a sub-cultura
0 .!r4,F::|r!::'.|.! I . ]. :
01234567891011121314151.6 vew BB 26. ..29 +40
e e = ol Osteocitos
Nova Confluéncia in vivo
Tempo (dias)

Visualizagdo em microscépio fase invertido

0 = céls. calvéria de ratos recém-nascidos ou humanos (aborto legal apds 6 meses)

0 a 3 dias = céls. caracteristicas arredondadas (Fig 10A - 63x)

4 a 3 dias = adesdo ao plastico dos frascos de cultivo — caract. Fusiforme lembrando fibroblastos (Fig 10b - 63x)
4 a7 dias = céls. adquirem aspecto poligonal com citoplasma granular (Fig 10c) (100x)

10 a 15 dias = Perfodo de confluéncia — céls. agrupadas com nlcleos grandes e interdigitagdes citoplasméticas
(Fig 10d) (100x).

11 a 16 dias = sub-cultura

16 a 22 dias = nova confluéncia — céls. Poligonais em multicamadas citoplasmaticamente granuloso recobertas por
densa matriz extracelular (Fig. 12A).

22 a 29 dias = aparecimento de estruturas modulares lembrando, as vezes, osso imaturo (Fig 1f)

+ 40 dias = céls. estreladas — com processos citoplasmaticos longos e finos lembrando morfologia tipica dos
ostedcitos /n vivo (Fig. 12B)
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Foi observado que a cultura de células osteoprogenitoras ¢ os osteoblastos derivados
da calvaria de ratos recém nascidos (DEBONI; JAEGGER; ARAUJO, 1996) e calvaria de
fetos humanos de 6 meses de idade, apos aborto legal (LI, LIU; WU, 2001) apresentaram um
tempo de duplicagdo do numero de células no meio de cultura no periodo de 7 dias. Apos
atingir a confluéncia e ser realizada a sub-cultura, 7 a 14 dias nova camada celular confluente

foi formada.

Baseado nos experimentos descritos, propomos fazer uma cultura proveniente de
celulas de tecido 6sseo maxilares (cortico-esponjoso). Apos atingir a confluéncia, realizar a
sub-cultura para formagdo de nova camada celular confluente em analogia com os estudos
supra-mencionados. Podera haver diferenga no periodo de formagdo da camada celular

confluente.

Colocar os cilindros de titdnio seccionados previamente esterilizados e limpos
conforme protocolo preconizado pela USP, sobre a camada celular confluente formada no
meio de cultura. Para tanto deve-se utilizar uma pinga de titanio previamente esterilizada de
preferéncia com a mesma composi¢do quimica dos cilindros testes seccionados. O meio de
cultura deve ser trocado de 48 a 48h com devido cuidado no sentido de evitar contaminag@o e
movimentac¢do dos semicilindros. A cultura deve durar um més apds colocagdo dos cilindros

seccionados.

4.2.2.5 Observagdo com contraste de fase invertida

Ja no primeiro dia, apos a semi-confluéncia da sub-cultura, as células da camada
celular devem continuar a multiplicar-se, migrar e se fixar em diregdo a superficie
semicircunferencial dos cilindros de Ti, mostrando ndo apresentar inibigdo por contato.
Posteriormente, a migragdo e fixagdo das células deve aumentar e uma interface
tridimensional entre o cilindro seccionado de Ti deve se formar. A area refrataria em volta dos
semi-cilindros em cinco pontos previamente estabelecidos conforme esquema a seguir, devem
ser observados através de microscopio Optico de contraste de fase invertida com aumento

minimo de 40X.
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Petri Tubo Falcon

Propomos para leitura as seguintes posi¢cdes no semicilindro de Ti colocado no meio
de cultura no centro da placa de Petri ou tubos Falcon: 1* posi¢do — na por¢dc mais coronal do
cilindro; 2* posigdo — na porgdo mais apical do cilindro; 3* posi¢do — no /3 médio do cilindro
seccionado; 4* posi¢do — na porgdo intermediaria entre o '/5 cervical e '/3 médio do cilindro e
5% posi¢do — na porgdo intermediaria entre o '/; apical e '/3 médio do cilindro. Estas posi¢des
fixas previamente selecionadas evitam a tentacdo de se realizar leitura no microscopio de fase
invertida somente nas areas em que ocorrerem melhor crescimento e adesdo celular e,

conseqiientemente, evitam a publicac¢do de falsos resultados.

A observag@o com microscopio convencional e de fase invertida deve mostrar, ja nos
trés primeiros dias de sub-cultura e introducdo dos cilindros, bandas refratarias com brilhos
diferentes. Nas areas rugosas (+lisas) a banda refrataria devera mostrar brilho mais uniforme.
Quanto mais lisa for a superficie do cilindro de Ti usinado mais uniforme sera o brilho,
apresentando contornos celulares de origem paralela com bordas finas e regulares. Quanto
mais rugosa for a superficie da amostra, a banda refrataria sera de um brilho menos uniforme
apresentando contornos regulares de origem perpendicular com bordas irregulares (LI; LIU;
WU, 2001) (FIG. 13A e 13B).
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Figura 13A e 13B - Discos de titdnio em sub-cultura de células obtidas a partir da dispersdo enzimética
de células da calvaria de fetos humanos de 6 meses de idade, ap6s aborto legal

Esta orientagdo celular paralela ou perpendicular na superficie do Ti deve ser
observada em grande aumento 400X (LI; LIU; WU, 2001) (FIG. 14A e 14B).

Figura 13A e 13B - Discos de titdnio em sub-cultura de células obtidas a partir da dispers@o enzimética
de células da calvaria de fetos humanos de 6 meses de idade, ap6s aborto legal

As células fixadas paralelamente & superficie mais lisa devem mostrar-se em forma de
fuso, alongadas, enquanto as fixadas perpendicularmente a superficie mais rugosa deverdo

mostrar-se de forma triangular ou multi-anguladas.

Apbs, aproximadamente, sete dias de cultura, as células de orientagéo e fixagdo devem

aumentar e a banda refratéria, tornar-se mais larga e brilhante.

A performance de cada grupo deve ser similar aquela do terceiro dia e as diferengas

entre os quatro grupos deverdo mostrar-se mantidas e até mesmo expandidas.



S RESULTADOS

A Universidade Federal de Santa Catarina, confeccionou, num trabalho conjunto entre
o Centro de Estudo de Pésquisa em Implantes Dentarios e o Departamento de Engenharia de

Materiais, implantes odontologicos de titdnio comercialmente puro (Ti c.p.).

Estes. implantes, com diferentes topografias de superficie (rugosidade) foram
desenvolvidos visando ser capazes de favorecer a osteointegracdo cem o objetivo de serem

aplicados na reabilitacdo bucal.

Para a verificagdo  do comportamento celular junto aos Implantes tornava-se
indispensavel analisar € comparar o comportamento celular-crescimento e adesio —

considerando-os frente as quatro diferentes rugosidades na superficie dos implantes.

Em termos de resultados a serem apresentados, temos a expor que ndo iremos

apresenta-los, tal como seria esperado, em uma experiéncia laboratorial completa.

Para desenvolver o trabalho, ndo foi possivel contar com laboratorios equipados nem
corpo técnico capacitado e disponivel para tal fim, apos ter consultado a propria Universidade
Federal de Santa Catarina e o laboratorio independente de pesquisa denominado Neurogene,

cuja experiéncia restringia-se a fibroblasto de placenta.

Partiu-se entio para formular um protocolo biologico, de cultura de células
osteoblasticas para avaliar in vitro, a topografia de superficie (rugosidade) dos implantes

odontologicos obtidos por usinagem.

Pode-se apenas adiantar, como resultados esperados, que os cilindros do grupo 2 com
Ra=1,4um e do grupo 3 com Ra=22um sejam 0s mais representativos quanto a resposta
biologica, tendo por base para tal afirmagdo os resultados de trabalhos anteriores e que

serviram de referencial tedrico para este trabalho; conforme resultados de textura da superficie
semelhante as encontradas nas pesquisas biologicas que se referem a proliferagdo e

diferenciag@o celular para a consolidagfo de implantes osseointegrados.
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Para aferigdo dos resultados, os dados serdo analisados utilizando-se testes estatisticos
de analise de variancia (Anova), acrescido de estatistica descritiva para comparar o numero de

inser¢des de osteoblastos em cada grupo.



6 DISCUSSAO

Um implante projetado com caracteristicas de superficie préprias através de usinagem
foi fabricado na Universidade Federal de Santa Catarina, esperando que sua topografia

superficial seja capaz de obter resposta biologica positiva.

O sucesso de um implante ¢ diretamente dependente do tipo de interface biomaterial-
osso obtida apds sua implantacdo. A osseointegragdo ¢ uma unido do implante ao tecido
6sseo, com a presenca de uma interface clinicamente rigida. Contudo, histolégicamente, ndo
ha um consenso quanto ao nivel de resolugdo e quantificagdo necessaria ao grau do contato
direto osso-implante para chamar um implante de osteointegrado. Em fungdo disto,
atualmente, uma defini¢do clinica ¢ mais Gtil € a melhor parece ser aquela proposta por
Albrektsson et al. (1981). Os autores definiram osteointegragio como: “um processo aonde
z,tma"‘ﬁxa‘(;ﬁo rigida e assintomdtica é obtida com materiais alopldsticos ¢ mantida no 0sso
durante a aplicagdo de cargas funcionais”. Devemos separar o desempenho clinico do
implante da necessidade existente de respostas ultra-estruturais apesar de serem partes
integrantes da ocorréncia da osteointegracdo. - Clinicamente, dizemos que estdo
osteointegrados aqueles implantes que se apresentam estaveis, sem mobilidade; os instaveis
normalmente est3o envoltos por uma capsula-de tecido conjuntivo fibroso, apresentando certo

grau de mobilidade.

Sobre osteintegragio, Albrektsson e Sennerby (1990) dizem que no presente momento
nos falta uma defini¢do aceitavel do termo osteointegragdo, pois bioldgicamente a mesma foi
insuficientemente investigada. A conexdo entre osso-implante se forma por ligagdes estavelis,

das quais ndo dispomos de suficiente conhecimento.

Albrektsson e Jacobsson (1987) afirmaram que, para um implante ser considerado
osseointegrado, deve possuir no minimo 90% a 95% de contato com o 0sso cortical, apos pelo
menos 1 ano de fungdo. Com a utilizagio de aparatos microscopicos acoplados a

microcidmeras e computadores € possivel quantificar a porcentagem de osteointegragio.
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Porém, a microscopia responde se a maioria da superticie do implante estd ou nio em contato

com o tecido 0sseo.

Albrektsson e Sennerby (1991) melhor ancoragem no osso tem sido conseguida, pelo
uso de implantes de titdnio com superficie rugosa, texturizada ou com cobertura de tricalcio
fosfato, porém a superficie ideal para a fun¢do clinica a longo prazo necessite ainda ser

definida.

Em relagdo a macroestrutura do implante € quase aceitagdo universal de que os
implantes em forma de parafuso sdo superiores as demais tendo Campos Jr.; Pazanezi, 1996

apresentado as vantagens desta forma geométrica.

Albrektsson et al. (1981) propuseram o controle de seis parametros para o sucesso dos
implantes odontologicos, quais sejam: biocompatibilidade do material, estado do sitio
receptor, técnica cirtrgica, condigdes de carga, macroestrutura e microestrutura do implante.
A biocompatibilidade pode‘ser definida como a capacidade de um maternal interagir com uma
resposta apropriada do hospedeiro. Piatteli; Trisi; Emanuelli (1993) alegam ser o biomaterial
ideal, aquele‘que ¢ verdadeiramente integrado ao novo 0sso, com auséncia de todos os tipos

de reacdo de protegdo.

A escolha do metal neste processo ¢ de fundamental importancia para o sucesso do
projeto de implante dental. A maioria dos metais usados para aplicagdes biomédicas exigem
uma superficie policristalina (mosaico de microcristais orientados aleatoriamente) onde €
possivel encontrar defeitos associados com os cristais (tor¢des € passo) que podem ser
altamente reativos induzindo altera¢do protéica e reag¢do celular. Rugosidade de superficie
resultante dos defeitos cristalinos pode beneficiar a biocompatibilidade, dependendo do sitio
implantado; no osso a distribuigdo do estresse ocorrerdo sobre uma area mais ampla
proporcionado pela rugosidade de superficie do implante. A valéncia do metal influéncia a
interagdo biolégica-material. Superficies de implantes estdo sujeitos a corrosdo como
resultado do contato com fluidos corporais eletroliticos e ela aumenta se o implante” estd em
fungdo oclusal. A corrosdo muda a natureza da superficie, a resisténcia e outras propriedades
mecanicas do material, como também pode afetar tecidos circunvizinhos induzindo reagio

sistémica (RATNER; JOHNSTON; LENK, 1987).

Varios metais e ligas metalicas usadas para fabricagdo de implantes bucais tém

produzido reagdes teciduais adversas e sua baixa taxa de sucesso diminui sua aplicabilidade



clinica a longo prazo. Na industria de implantes dentais muitos dos metais e ligas metalicas,
tais como ouro, ago inoxidavel, cromo-cobalto, sdo considerados obsoletos, (SYKARAS et
al., 2000).

Albrektsson et al. (1981); Pratteli; Trisi; Emanuelli (1993); Martin et al. (1995) dizem
ser o titanio por sua aceitagdo biolégica no osso o material de escolha para confec¢do de
implantes. O efeito adverso do titanio € baixo, pots o metal € inerte pela imediata formagéo de
uma camada de oOxido de superficie durante a manufatura. As propriedades quimicas e a

interface quimica s@o determinadas por esta camada de oxido e ndo pelo metal em si.

Ainda ndo estdo totalmente bem entendidos os fatores e mecanismos da resposta
biolégica ao titanio, apesar da sua utilizagdo por mais de 30 anos em diferentes aplicagdes. O
fator importante do titdnio que merece destaque sdo as propricdades do 6xido de superficie. A
cicatrizagdo dssea ndo comega na superticie do implante de titdnio usinado, mas sim, ao seu
redor por um processo de mineralizagdo gradual que € guiada. A superticie de titdnio usinada
pode ser considerada como uma superficie permissiva para a mineralizagdo ossea gradual,
mas ndo como indutora de formagdo 6ssea. Durante a fase de cicatrizagdo e remodelacio
Ossea, processos bioldgicos na interface podem afetar as propriedades do 6xido de superficie.
Estudos de implantes metalicos removidos, incluindo o titanio tem indicado que a espessura
da camada de oxido aumenta com o tempo e que elementos como ions calcio, fosforo e

enxofre do ambiente fisioldgico sdo incorporados ao 0xido (LARSSON et al., 1996).

Com possivel excegdo ao ouro, todos os metais quando exposto ao ar adquirem filmes
de oxido tipo ceramico em suas superficies. Estas camadas de oxido podem influenciar
proteinas e reaces celulares ao redor do material. Oxidos com constante dielétrica alta tem
mostrado retardar o movimento das células em torno da superficie em ambiente aquoso €
causar menos desnaturégﬁo das proteinas que superficie com baixa constante dielétrica. O
titdnio forma um 6xido estavel com alta constante dielétrica e exibe intima ligagdo com o

osso, (RATNER; JOHNSTON; LENK, 1987).

Kasemo (1983) esclarece que a excegdo ao ouro ¢ platina, as propriedades quimicas,
ligagdes € processos quimicos na interface metal biotecido sdo determinados pela camada de
oxido na superficie do metal e ndo pelo proprio metal em si. Esta interface seria representada
pelas camadas de oxido do titdnio, condrointin sulfatase e colageno. O titanio pode ser visto

como um material que apresenta propriedade mecéanica do metal combinada com propriedades
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quimicas do o6xido do metal. Implantes de titdnio sob o ponto de vista bioquimico poderiam
ser considerados como Oxidos ceramicos. O tecido 0sseo ao redor do implante osseointegrado
ndo interage com o metal, mas com seu 0xido numa interagdo fisica € quimica. Observeu-se
que a camada de oxido de titdnio € autopassiva € pode ndo ser estatica, pois na interagdo
tecidual ocorre aumento da espessura do 0xido ao longo do tempo em periodos de 6 a 7 anos
ou mais. O titdnio forma varios 6xidos estaveis com alta constante dielétrica tais como: TiO,
TiO,, Ti20; e Ti304, sendo o TiO, o mais prevalente. A primeira camada monomolecular de
biomoléculas que se liga ao 6xido de superficie ainda ndo foi elucidada. Forcas de adesdo (1 a
10K cal/mol) sdo tdo pequenas que a unido quimica permanente ndo consegue se estabelecer
na temperatura corporea. Se este tipo de ligagdo € dominante, existe uma continua e rapida
mudancga das biomoléculas que aderem a superficie. Moléculas de agua modificam a forma de
ligagdo e estabelecem a ligagdo. A forga de ligagdo € determinada por pardmetros fisicos
como a ligacdo de Van der Waals, a constante dielétrica da superficie do implante ¢ a
polaridade da molécula ou grupo radical que se liga a superficie. Dentro da grande variagdo
de forgas e dos tipos de ligagdes quimicas que a superficie do 6xido metalico oferece algumas
destas serdo irreversiveis e outras caracterizadas por continuas trocas de moléculas dentro de
um equilibrio dindmico. A alta constante dielétrica dos oxidos de titdnio pode ser o fator
crucial que se distingue o titdnio de outros metais de implante. Nos processos de usinagem
dos implantes, o metal titdnio € exposto ao ar atmosférico, lubrificantes e solugdes irrigadoras.
A exposi¢do ao ar resulta em rapida formacgdo de Oxido de superficie que em menos de
milionésimos de segundo pode ser maior do que 10A e em 1min pode atingir S0A a 100A. A
espessura, composi¢do e microestrutura do 6xido dependera de varios fatores, incluindo a
pressdo e a velocidade de fabricagdo que determina a temperatura da superficie. Portanto,
consideraveis variagdes nas propriedades da superficie, como a camada de 6xido, podem ser
esperadas com diferentes condigdes de fabricagdo. A espessura da camada de 6xido aumenta
muito mais rapidamente no sitio 6sseo do que na exposi¢do ao ar atmosférico. Este aumento €
decorrente da difusdo de 4tomos/ion do metal para a camada de oxido de superficie, seguido
pela oxidag@o, ou pela difusdo de atomos de oxigénio dos carregadores (moléculas de O, e
H,0) do meio (tecidos biologicos e/ou ar atmosférico) para o interior da camada oxida. Como
resultado da participagdo de atomos de hidrogénio (ou prétons), o dxido podem também
crescer pela formagdo do hidréxido, como indicado pelo radical hidroxila (OH). Outros
componentesv como oxidos de jons minerais de calcio e foésforo pode contribuir para o
crescimento € modificagdo da camada oxida. A possibilidade de corrosdo sugere o potencial

de dissolugdo da camada de 6xido protetora, fato este que pode ser um severo problema com
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alguns materiais utilizados para implantes. No titdnio este processo parece ser muito lento,
provavelmente, devido a alta estabilidade de seu Oxido. Entretanto sio necessarias
mensura¢des quantitativas da taxa de corrosdo a longo prazo. A for¢a da ligacdo entre as
biomoléculas e a superficie determina a substitui¢do ou ndo das biomoléculas. A hidratagio
do 6xido € outro processo de possivel ocorréncia e pode ser importante no estabelecimento de
adequado ambiente quimico para as biomoléculas. A natureza do éxido de superficie sobre o
Ti c.p. e liga de Ti parecem semelhantes, mas com algumas diferengas que podem ter

implicagdes bioldgicas (KASEMO, 1983).

O Ti c.p. e liga de titanio, o 6xido predominante na superficie foi o TiO, com presenca
de contaminantes como oxigénio, carbono e nitrogénio e ocasionalmente foram observados
sobre alguns espécimes contaminantes inorganicos como sodio, cloro, calcio, fosforo,
enxofre. Aluminio no 6xido da liga de Ti foi observado, porém sua presenga foi relacionada
as diferengas microestruturais entre Ti ¢.p. (fase a ef}) e liga de Ti (somente o). Em geral,
vanadio ndo foi visto na camada de oxido da superficiec da liga de titanio.
Ultraestruturalmente, uma camada de proteoglicana livre de colageno com espessura menor
que 500A foi encontradarsobre o oxido do Ti c.p. e de 500-1000 A na liga de titinio, ou seja,

duas a trés vezes a espessura observada no Ti c.p. implantado apos trés meses (KELLER et
al., 1994).

Wong et al. (1995) relataram que implantes de Ti c.p., Ti-6Al-4v, Ti-6Al-7Nb jateados
e rugosos ndo mostraram diferenga (mecénica) na forga de torque & remogdo (morfométrica)
ena porcentagem de contato dsseo a superficie do metal. Alguns autores acreditam que a
composi¢do do metal do implante tenha pouco efeito na osteointegracdo. Qualquer diferenca
na biocompatibilidade entre estes materiais ndo foi suficiente para resultar em mudangas

mensuraveis na osteointegragao.

‘Woodmam et al. (1984) mensuraram concentra¢gdes metdlicas no organismo de
macacos € observaram nivel de titdnio equilibrado no pulmio, sem evidéncias de toxicidade
bioquimica e hematoldgica, porém ndo excluiram a possibilidade de efeitos toxicos ao longo
do tempo. As concentracdes de aluminio no pulmdo aumentaram linearmente durante o

periodo de manutengdo, podendo ser distribuida a outros tecidos. No entanto, desconhece-se o
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potencial de toxicidade neurologica do aluminio. N3o encontrou-se vanadio (altamente
toxico) acumulado no corpo dos animais, apenas niveis de elevagdo transitdrio no pulmio. Ja
Maeusli et al. (1986), encontraram aumento da concentragio de vanadio nos tecidos quando

foi implantado Ti1-6Al-4V, provavelmente devido ao processo de corrosio.

Para Buchanan; Lee; Willians (1990), dependendo da liga empregada os implantes
metalicos podem sofrer corrosdo e combinagdes de elementos quimicos que sdo liberados nos
tecidos locais € podem ser transportados para outros locais do organismo. Os efeitos
biologicos da liberagdo destes elementos quimicos, a longo prazo, ndo estdo completamente

esclarecidos.

A capacidade do tecido 0sseo hospedeiro em interagir intimamente com a superficie
de Ti c.p. € um aspecto importante do fenomeno da osteointegragdo. Entretanto nos ultimos
anos, a utilizagdo da liga de titAmo (Ti-6Al-4V) se tornou popular por apresentar propriedades
mecanicas superiores quando comparada ao Ti c.p.. No continente americano existe uma
grande tendéncia no uso de ligas de titanio, como o Ti-6Al-4V devido a ocorréncia de fraturas
de implante. A composi¢do do Ti c.p. consiste de 99,75% de titanio e apenas 0,25% de outros
metais. Deve-se observar a proporgdo de ferro de 0,05%, pois se o contetdo de Fe for 0,5%
dobra a sua resisténcia porém como grande risco de aumentar a corrosdo, se for apenas

0,005% sua resisténcia sera diminuida (KASEMO, 1983).

Johansson et al. (1989) ultraestruturalmente encontraram uma camada de
proteoglicanas de 200A a 400A de espessura, sem filamentos de colageno, associada ao Ti
c.p. enquanto na liga de Ti-6Al-4V a camada de proteoglicanas apresentou SO000A de
espessurzi sem filamento de coldgeno. Deve-se considerar ainda o potencial deletério da
liberagdo de vanadio e aluminio nos tecidos com a utilizagdo das ligas de titdnio. Assim, a
maioria dos pesquisadores tem preconizado o uso de Ti c.p. € pesquisas basicas € na aplicagdo .

clinica de implantes odontologicos.

Atualmente, mais do que em qualquer momento da histéria da implantodontia,
encontra-se no mercado uma variedade de formas, tamanho, material, textura de superficie de

implantes com amplas indicagdes e aplicagdes clinicas (BRUNSKI, 1988).

Em fungdo disto, Larsson et al. (1996) advogam que a andlise da superficie do
implante ¢ de fundamental importincia pois as propriedades da superficie como (topografia e

rugosidade, espessura de 0xido, microestrutura, composi¢ido do oxido, nivel de impurezas dos '
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implantes de Ti) dependendo do tipo de preparagdo superficial utilizada, podem variar
consideravelmente. Quando procedimentos de caracterizagdo e preparagdo adequados sdo
utilizados, as propriedades de superficie (composi¢do da superficie e espessura do 6xido)

podem variar sobre um amplo limite de maneira sistematica mais ou menos controlada.

Teixeira (2001), o processo de texturizagdo da superficie metalica, mais aplicados
atualmente na metalurgia sdo: o eletroquimico, o quimico ¢ o mecanico, sendo os dois ultimos
mais usados em implantodontia. Por convengdo, classificou-se as superficies dos implantes
em: a) lisa — superticie de implante resultante da usinagem; b) rugosa; c) porosa — superficie

usinada e texturizada (geralmente por jateamento).

Kasemo (1983) afirma que as propriedades de superticie podem determinar o sucesso
ou fracasso dos implantes. O autor descreveu alguns métodos experimentais que podem ser
utilizados para caracterizar a interface material inorganico-biotecido. Ao estudar rugosidade
de superficie classificou-as em: a) rugosidade da superficie macroscopica e microscopica; b)
rugosidade da superficie em escala atdmica. Acredita-se que o papel principal da rugosidade ¢
que ela pode melhorar a forca mecanica de um implante e que a rugosidade na escala de 1um

ou maior, a unido quimica nao sera afetada.

Gould, Brunette, Westbury (1981) in vitro, mostraram a formagdo de
hemidesmossomos inseridos entre o titdnio e células epiteliais gengivais o que indica

claramente que o tecido mole da cavidade bucal aceita o 6xido de titanio.

Kasemo e Lausmaa (1988), sabe-se que quando as dimensdes das irregularidades e
estrutura da superficie do implante se igualam em tamanho as unidades biologicas, elas

influenciam a intera¢do metal-tecido.

A topograﬁé dos implantes ¢ modificada pela fabricagdo de microirregularidades na
superficie como sulcos produzidos pela técnica de usinagem, por corrosdo acida controlada,
por jatos abrasivos, pela apﬁcar,:io de plasma de titanio, pelo recobrimento de tricalcio fosfato
ou hidrdxiapatita. Esta diversificada topografia de superficie pode afetar a resposta, in vitro,

de células na interface dos implantes.

Rich e Harris (1981) revelaram que os macrdéfagos exibiram rugofilia, isto €, afinidade

por superficies rugosas. Culturas de fibroblastos adquirem orientagdo paralela as ranhuras da
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superficie do implante, isto €, orientagdo por contato. Sulcos microusinados na parte cervical

dos implantes tém produzido inibi¢do da migragdo apical do epitélio.

Quanto a rugosidade de superficie provavelmente existem niveis dtimos para variadas
aplicagdes funcionais, no entanto, ainda ndo foi possivel prever qual a faixa ideal para que isto

ocorra (BRUNETTE et al. 1988), pois eixste problemas metodologicos para identifica-la.

Verifica-se na literatura indicios da influéncia da rugosidade e topografia da superficie
na resposta celular. Superficies rugosas mostraram grande diferenciacéo e, se ligaram melhor

ao 0sso do que as superficie lisas. (ALBREKTSSON e JACOBSSON, 1987).

Thoma e Cook (1985), implantes de Ti c.p. polidos ancoravam em tecido fibroso, ao

passo que implantes com superficie rugosa ancoravam em 0sSO.

A compreensdo adequada dos implantes odontoldgicos constitui um problema
complexo porque eles interagem com 3 tecidos distintos: epitelial, conjuntivo e 0Osseo
(BRUNETTE, 1988). Um aspecto desejavel da superficie do implante seria a capacidade de
impedir o crescimento epitelial, o que foi possivel transcutaneamente em coelhos através de
sulcos horizontais microusinados sobre a superficie do implante. Na regido cervical dos
implantes de titdnio onde a superficie tem acabamento liso, as fibras gengivais apresentam
uma orientagdo paralela a superficie do implante, enquanto na superficie porosa coberta com

plasma de ti (rugosa), as fibras tendem a assumir uma orientagdo perpendicular.

Inque et al. (1999), in vitro, confirmaram estes achados através de cultura de
fibroblasatos; porém o mecanismo que afeta a orientagdo de células e fibras em relagdo as

diferentes superficie, ndo € conhecido.

Na verdade pouco se sabe do efeito de varios pardmetros dos sulcos tais como,
profundidade, espacamento e orientagdo sobre o crescimento e inser¢do de células epitehais,

fibroblastos e células dsseas (CHEHROUDI; 'GOULD; BRUNETTE, 1990).

Pesquisas clinicas e experimentais tem mostrado que uma grande variedade de

~ superficies com diferentes geometrias e materiais sdo compativeis com o crescimento 0sse0
(CLEMOW et at., 1981).

Tamanhos de poros de 45um a 450um e 150um a 300um desenvolvem resisténcia

maior ao cisalhamento e crescimento 0sseo mais rapido do que poros mais largos ou menores.
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Poros nas dimensdes citadas, sio 6timos para a fixagdo biologica e estabilizagdo do implante
poroso pelo crescimento Osseo na superficie do mesmo. Cabe lembrar a importincia da
manufatura, pois mensura¢des da rugosidade da superficie de implantes parafusados
experimentais € comerciais confirmam que o topo da rosca é mais rugoso que as alas e estas
mais rugosas que os vales das roscas. A rugosidade de todas estas regides deve ser
considerada quando superficie de implantes bucais s@o avaliados, uma vez que, 0 0ss0 se
forma ao redor de todas as partes do implante. Macroscopicamente existem implantes
odontoldgicos em forma de parafuso, cilindrico, cdnico e ldmina. Microscopicamente alguns
implantes tem superficie lisa, usinada, texturizada ou porosa. Portanto a maior diferenga entre
os implantes comerciais € a topogratia de superficie, pois o organismo requer fungdes
diferentes nas diferentes areas de superficie do implante. A porgdo que emerge através do
epitélio gengival, geralmente ¢ lisa na tentativa de produzir um selamento epitelial que faca
frente a invasdo bacteriana, enquanto o corpo do implante pode ser poroso para favorecer o

crescimento 0sseo e estabilizagdo do implante (BRUNETTE, 1988).

Atualmente existe grande interesse nas propriedades de superficie dos biomateriais,
pois muito pouco se conhece sobre qual estrutura e quimica da superficie, que agindo
sozinhas ou sinergicamente, influenciam a resposta bioldgica e como estas propriedades sdo
interpretadas no organismo. E clara a necessidade continua de se pesquisar as correlacdes
entre propriedades da superficie e resposta biologica nos diferentes niveis de resolucdo e

sofisticagdo (LARSSON et al., 1996).

A microestrutura da superficie do implante pode variar consideravelmente dependendo
do tratamento de sup.erﬁcie realizado que por sua vez, tem influenciado a retengdo Ossea,
distribui¢do do estresse e a resposta celular a superficie do implante. Acredita-se que o
progresso, enfocado no somatorio de conhecimentos sobre macroestrutura, microestrutura e
ultraestrutura de superﬁ‘cie podem proporcionar aos implantes melhor resposta tecidual e
performance clinica futura melhorada. Quando existe boa quantidade dssea e ancoragem
bicortical o sucesso na utilizagdo dos implantes ¢ mais garantido, porém em muitos casos,
principalmente, na regifio posterior da maxila onde ha um pobre trabeculado-esponjoso e fina
lamina cortical dssea torna-se necessario melhorar as caracteristicas do implante visando a
obtengdo de melhores resultados clinicos. Outra alternativa-seria melhorar a qualidade ossea™
da area de implantagdo por introdugdo de substincias indutoras da formagdo Ossea

(ELLINGSEN, 1998).
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Evidéncias na literatura tem mostrado que biomateriais com diferentes composicdo
quimica, aspereza de superficie e topografia provocam diferentes respostas bioldgicas por
influenciarem o comportamento dos tecidos e das células, ou seja, forma e fungido celular,

(LINDER et al., 1983).

A topografia (textura) da superficie dos implantes € capaz de modificar e afetar o
comportamento celular, sua forma e fungdo. Como o numero, crescimento, secreg¢do de
proteinases e expressao fendtipica sdo influenciadas pelo formato celular, a microestrutura da
superficie possui o poder de selecionar certas populagdes celulares em detrimento de outras,

modificando a resposta biologica (KASEMO, 1983).

A textura e a integridade superficial como nos casos de recobrimento com
hidroxiapatita, tricalcio fosfato, depositos de plasma e outros desempenham papel importante
na osteointegracdo dos implantes odontologicos. Babbush (1986) descreveu um sistema de
implantes (um estagio) idealizado pelo instituto Straumann, com cobertura de plasma de
titdnio. Afirmou que este tipo de cobertura maximizou em seis vezes a area de superficie do
implante, porém o grau de controle exercido sobre a textura e possivel contaminag¢do da
superficie durante o processo de usinagem € importante na reprodu¢do de implantes que
tenham efeitos bioldgicos positivos que favoregam a osseointegracdo. O processo de
usinagem dos implantes metalicos ¢ o que melhor apresenta resultado no aspecto de
contaminag¢do. Testes apontam para taxas menores de contaminagdo superficial em implantes
com superficie lisa do que os implantes com superficie texturizada obtidas por processos
abrasivos. Caso a neutralizagdo dos agentes acidos (utilizados nos processos de texturizagdo
superficial quimica) for insuficiente ou a elimina¢do de elementos abrasivos (aplicados nas
técnicas de abrasdo mecénica) ndo seja realizada de maneira eficiente a contaminagfo podera

estar presente apds o término do tratamento superficial (TEIXEIRA, 2001).

Orsini et al. (2000) em seu trabalho utilizou implantes de Ti c.p. jateados com areia
onde particulas de alumina niio foram eliminadas ap6s limpeza ultrasdnica, entretanto estudos
a0 MEV e ESCA revelaram que a descontaminagio dos implantes aparentemente poderia ser

conseguida com tratamento quimico (condicionamento acido).

O termo superficie usinada ¢ geralmente usada como um produto de torneamento e,
algumas vezes, é também chamada de superficie polida. Comparagdes entre superficies

usinadas-polidas e superficies mais rugosas pode ser relevante para implantes bucais a serem
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disponibilizados comercialmente. A superficie ideal ainda ndo foi definida na literatura em
estudos clinicos de implantes. Apenas um unico estudo controlado comparando os resultados
de trés anos entre implantes jateados com TiO, e implantes torneados ndo encontraram
diferengas com respeito as taxas de sucesso ou nivel de altura 6ssea ao redor dos dois tipos de

implantes (WENNERBERG e ALBREKTSSON, 20600).

Revisdo de literatura relacionando a resposta biologica frente a microestrutura de
implantes odontolégicos permitirdo comparar os experimentos, observar e aplicar aspectos
quantitativos ja existentes aos serem obtidos futuramente seguindo a um protocolo pré-
estabelecido. O torneamento no processo de usinagem podem deixar marcas ou
irregularidades criando espagos que facilmente s@o utilizados pelas células do organismo
receptor que irdo desempenhar suas fun¢des metabdlicas e de remodelamento 6sseo (DE

SANTIS et al., 1996; JOHANSSON; SENNERBY; ALBREKTSSON, 1991).

A usinagem dos implantes a serem testados biologicamente através de cultura de
células, teve por objetivo produzi-los com geometria e textura de superficie adequados tanto
para a fungdo mecdnica quanto biologica, buscando assim, potencializar os efeitos de
osteointegracdo. Dentre os implantes fabricados para comercializa¢do, ndo existe nenhum

com rugosidade produzida por usinagem.

Apesar dos instrumentos atﬁais de analise de superficie ter o potencial de estimar o
desempenho biolégico dos materiais e serem utilizados em pré-analises para o
desenvolvimento de novos biomateriais de implante, antes de qualquer aplicagdo clinica em
pacientes sdo importantes avaliagdes bioldgicas da resposta celular e tecidual associadas a

metrologia da rugosidade de superficie.

Muitas publica¢des tem revisto os métodos de caracterizagdo da superficie, pois
definir a natureza da superficie biomaterial ¢ condigo essencial para entender as interagdes
com o sistema bioldgico. A rugosidade da superficie tem mostrado influenciar as reagdes
bioldgicas nos tecidos mole e dsseo. Um perfildmetro é coniumente usado na industria
‘metalargica e microeletronica para avaliar quantitativamente a rugosidade e ocasionalmente €
usado em pesquisas de biomateriais. Novos métodos tém sido investigados para medir
superficie rugosa com promessa de desenvolvimento futuros para aplicagdo rotineira na
avaliagdo de biomateriais. O estudo da relagdio biologica-rugosidade de superficie dos

biomateriais € valioso para qualquer biointeragio ou estudo clinico de biomaterial.
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Controvérsias existem sobre quais propriedades de superficie sdo mais relevantes para a
biointeragdo. Ainda ndo estdo claros os parametros biologicos e fisicoquimicos apropriados
para medida desta intera¢do (biocompatibilidade-compatibilidade sangiiinea ao material).
Pesquisas em busca de defini¢do e medi¢do dos pardmetros bioldgicos aumentardo a
importancia e significado da andlise de superficie, (RATNER; JOHNSTON; LENK, 1987) o

que, vice-versa ¢ verdadetro.

Superficies rugosas ou texturizadas € porosas sd@o confeccionadas em muitos projetos
de implantes utilizados em odontologia. Espera-se que o aumento da area de superficie de tais
topografias promovam maior potencial parab insercdo celular e crescimento tecidual no
implante e conseqientemente melhor estabilizagdo mecanica do implante (BRUNETTE,

1988).

As descrigdes da topografia da superficie encontrada na literatura tem muitas
afirmagdes confusas. A medida da rugosidade dos materiais em forma de parafuso representa

a maior dificuldade para analise (WENNERBERG e ALBREKTSSON, 2000).

A quantificagdo da rugosidade de superficie € relevante pois as células e tecidos
respondem a textura superficial do implante. Von Recun € Von Kooten (1995), observaram
que a rugosidade superficial, com rugosidade média (R,) em torno de 1,0um a I,5um
proporcionam melhor resposta ¢ssea. Acima destes valores, nenhuma resposta positiva do
0sso pode ser esperada. A rugosidade dentro destes limites faz com que os osteoblastos
identifiquem estas rugosidades e estimulam o tecido o6sseo que responde com maior
crescimento 0sseo em experimentos de células désseas in vitro (com resposta dssea mais

rapida, deposigdo e mineraliza¢do da matriz aumentadas).

Grande variagdo de valores de rugosidade em superficies usinadas sdo mostrados na
literatura como 0,0Spm;Cooper et al., (1999); 0,15um - Buser et al., (1999); O,}Surﬂ -
Vercaigne et al. (1998a); 0,7um — Suzuki, Aoki, Ohya, (1997); 1,3um — Kipaldi e Lemons
(1994) e 4,7um- Vercaigne et al. (1998b). Para superficies com plasma spray de Ti, um amplo
limite de valores de rugosidade tem sido reiatado desde 0,5um — Cooper et al. (1999), a um
valor intermedidrio de 2,4um — Vergaigne et al. (1998a), 3,1um_— Buser et al. (1999) ou
4,0um Suzuki; Aoki; Ohya (1997) e para valores extremamente alto como 18,9 mn — David et
al. (1995) ou 37,.9um — Vercaigne et al. (1998b). Valores tdo diferentes sdo produtos do uso

de equipamentos € comprimentos de medidas diferentes utilizados, como também, resultado
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(WENNERBERG e ALBREKTSSON, 2000).

Michaels et al. (1989) observam que maior porcentagem de células semelhantes a
osteoblastos se inseriram em supertficies rugosas de titdnio c.p., produzidas por jato de areia,

do que em superficies lisas e polidas com pasta de diamante.

Resultado melhor de osteointegracdo, cabe lembrar, ndo esta diretamente relacionado
com aumento de rugosidade de superficie, pois implante jateado rugoso condicionado tem
menor altura pico-vale comparado ao implante com plasma spray de Ti. No entanto, o
implante jateado rugoso condicionado apresenta melhor desempenho nos testes mecanicos
como na avaliagdo histoldgica. Em funcdo disto, analise detalhada da superficie tem sido
realizada na tentativa de identificar os pardmetros mais apropriados para ¢ uso em projetos da

superficie de implantes dentais (WONG et al., 1995).

Implantes enddsseos com rugosidade ideal da superficie provavelmente dependem da
distribuicdo do osso cortical e esponjoso e da carga imposta ao implante (WENNERBERG et
al., 1995).

Investigando o efeitoAda rugosidade de superficie de implantes de titdnio em coelhos,
Wennerberg et at. (1996) criaram quatro superficies diferentes através de jatos com Al,O5 e
- TiO, sobre a superficie usinada. As superficies foram jateadas com particulas de TiO, de
25um e particulas de ALO; de 25, 75 e 250um. Os autores através de exames
histomorfométricos mediram o contato osso-implante e concluiram que os implantes com
rugosidade média (R,) de 1um a 1,5um obtiveram otima reteng@o d6ssea. Implantes jateados
com particulas de 25um resultaram numa rugosidade média igual a 0,83um, os com particulas
de 75um, um Ra igual a 1,29um e os com particulas de 250um um Ra igual a 2,11um. Esta
ultima superficie mais rugosa criada por particulas maiores ndo melhorou em nada a resposta
bioldgica dssea. Considerando as trés melhores roscas dos implantes tratados com particulas
de 25um estes apresentaram maior contato osso-implante que os implantes tratados com
particulas de 250pm, porém foram quase idénticos os valorés no teste mecanico de torque de

remog¢ao.

Varios trabalhos na literatura como os de Bowers et al. (1992), in vitro ¢ Hayashi et al.

(1994), Wong et al. (1995), Chehroudi; McDonnell; Brunette (1997), Wennerberg et al.
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(1998), Piattelli et al. (1998) em estudos em animais tem demonstrado que a resposta 6ssea ¢

mais rapida frente a superficies rugosas que nas superficies polida, lisa ou torneada.

O desenvolvimento e a utilizagdo de implantes para recuperar perdas dentarias tem
passado por varias fases na busca de uma ancoragem permanente das prdteses bucais.
Diferentes materiais, formas e técnicas de tratamento com implantes foram desenvolvidos,
entretanto € necessario se conhecer mais profundamente a interagdo entre material de
implante e os tecidos bioldgicos. Afim de se prever a respota tecidual, necessario se torna
conhecer qual o material e o tipo de superficie proporcionam melhores respostas teciduais e
celulares, dsseas, epiteliais e conjuntivas. O implante uma vez instalado no tecido 0sseo, uma
série de reagdes acontece sobre sua superficie. Ele € exposto a uma série de ions diferentes,
polissacarideos, carboidratos, proteinas e células como comdroblastos, fibroblastos e
osteoblastos que reagem com sua superficie. As reagdes iniciais entre constituintes teciduais e
a superficie do implante governa reagdes adicionais e determina a atividade biologica da
superficie e resposta celular a superficie. Esta resposta celular depende da natureza da
superficte e de suas propriedades quimicas que influenciam diretamente a composicdo
subsequente do filme protéico que adsorve sobre a superficie do implante. A maioria das
superficies de implante apresenta rea¢do ndo especifica onde varios processos simultineos
ocorrem e resultam numa competi¢3o complexa entre reagdes com resultado imprevisivel. Ao
se projetar um implante deve-se ter controle da estrutura da superficie pois dela dependem a
adsorc¢do e adesdo de proteinas, crescimento e ativagdo celular. Reagdes, estas, que deveriam
ser rapidas e especificas estimulando o crescimentd 0sseo ao redor dos implantes. Estas
melhoras possibilitariam a colocagdo de implantes em 4areas ‘de ma qualidade Ossea,

principalmente regido posterior de maxila (ELLINGSEN, 1998).

Wennerberg e Albrektsson (2000) esclarecem que comparagdes entre superficies
usinadas e superficies rugosas tem sido realizadas sem mencionar que a superficie usada pode
apresentar um amplo limite de textura de superficie. Implantes intermediarios com desvio de
altura de Ium a 1,5um tem se revelado em estudos experifnentais uma Otima rugosidade de

superficie para a resposta bioldgica do tecido ¢sseo.

A descrigdo de um implante e sua superficie pode ser realizada levando-se em
considera¢do sua forma, ondulagio e rugosidade. A forma do implante em resolugdo
milimétrica pode influenciar a resposta 6ssea. Exemplo disto, ¢ visto pelo pobre nivel ésseo

ao redor de implantes cilindrico quando comparados com os implantes em forma de parafuso



a longo prazo. Sobre as ondulagdes do implante os pesquisadores acreditavam que 0sso ndo
poderia invadir poros menores que 100um, o que € verdadeiro, quando no meio 0sseo existe
canais haversiano tipicos circundado por ostedcitos arranjados circunferencialmente.
Entretanto, sem um sistema haversiano completo, o tecido 6sseo pode invadir poros menores
que lpum de resolugdo, que estdo sendo indicados para rugosidade do implante.
Provavelmente a rugosidade do implante bucal estd a nivel de nandmetros de-resolugio,
porém, atualmente, existe pouca evidéncia na literatura dando suporte a esta teoria. Ao serem
fabricadas superficie rugosas a nivel de micrometros podemos esperar também uma mudanga
simultdnea na superficie a nivel de nandmetros que de acordo com a teoria ¢ um fator decisivo
na resposta bioldgica. Nos estudos sugere-se que tmplantes bucais sdo melhor avaliados na
resolugdo de micrometros e que ondulagdo e rugosidade deveriam ser relatados como
entidades separadas. Provavelmente a resposta biologica depende do efeito combinado da

ondulacio e rugosidade de superficie (WENNERBERG ¢ ALBREKTSSON, 2000).

As superficies usadas nos implantes fabricados tem sido realizadas dentro da
tecnologia dos materiais disponiveis, sendo muitas vezes, os principios do comportamento

celular ignorados (BRUNETTE, 1988).

Rich e Harris (1981) avaliaram in vitro a resposta celular (inser¢do celular) em meios
de cultura frente a superficies rugosas e lisas. Os fibroblastos preferiram as superficies lisas
enquanto os macrofagos 4as superficies rugosas, tendo os autores denominado este
comportamento celular de “rugofilia”. Brunette (1988) esclarece que, esta tendéncia de
superficies rugosas atrairem células da linhagem dos monocitos € preocupante, pois sabemos
que os osteoclastos sdo derivados destas células. Superficies preparadas e propicias para a
inser¢do celular podem afetar diretamente a forma e fungdo celular. As células crescem com
maior intensidade ao redor de substratos rugosos apresentando uma forma celular mais
circulares. Em substratos planos ou lisos crescem com menor intensidade e apresentam uma
forma celular mais alongada. Propriedades celulares tais como o numero de células,
crescimento celular, secrecdo de proteinases € expressdo fenotipica (genética) sdo afetados
pela forma da célula. Portanto, a topografia (textura) da superficie de um implante tem o

potencial de selecionar certas populagdes de celulares e alterar sua forma e fungdo.

Como j4 foi dito antes, a rugosidade pode ser considerada sob os niveis de
“macroestrutura, microestrutura e ultraestrutura, que provavelmente tem, efeitos diferentes

sobre os tecidos vivos. Baseado em varios estudos, tem sido estabelecido na literatura a
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‘necessidade de 100um de tamanho minimo de poros para se vislumbrar um crescimento sseo
completo dentro das rregularidades do implante. Crescimento 6sseo dentro de cavidades ou
poros deste tamanho propiciardo um entrelagcamento mecénico do 0sso com o material de

implante.

Clemov et al. (1981) estudaram o crescimento 0sseo frente a implantes femurais de Ti-
6Al1-4V com tamanho de poro limitado de 175um a 255um. Esclareceram que o tamanho de
poro otimo para se obter crescimento ¢sseo pode estar na dependéncia do material utilizado.
Hansson; Albrektsson; Branemark (1983) informam que analise microscopicas Opticas
revelam contato direto e intimo entre o implante de titanio e o tecido 6sseo adjacente. O 0sso
estava bem organizado, de maneira regular, com sistemas de Havers e lamelas Osseas
incrementais ao longo da interface. Este fato sugere, tratar-se de osso vital com
remodelamento ativo e de acordo com as forgas oclusais aplicadas. Vasos sanguineos foram
ocasionalmente encontrados em forte conexdo com a .superﬁcie do implante. Na interface
osso-implante foi evidente a auséncia de formagéo de capsula fibrosa, bem como fibroblastos,

macrotagos e células infamatorias.

Ellingsen (1998) afirmou que os poros de 100um para a liga de titdnio tinha um 6timo
tamanho. Valores maiores de torque a remogdo foram encontrados quando foi usado parafuso
de ago inoxidavel com rugosidade de 10um-40um cobertos com titdnio, pois apesar de ndo
permitirem um crescimento 0sse0 maximo, puderam proporcionar retengdo aumentada
baseado no entrelagamento mecanico. Este entrelacamento tem sido observado em estudos de
crescimento 0sse0 aos implantes de titdnio ¢ aluminio com canais de didmetro de 95um-
100pm. Constatou-se crescimento 0sseo mais rapido dentro de canais com didmetro de

500pm-1000pm e nenhum crescimento em canais de 95um.

Embora a superficie rugosa em escala micrométrica melhore a retengdo, in vitro,
estudos de células indicam que esta propriedade da superficie influencia a fungdo celular, a
deposi¢do da matriz € a mineralizagdo (MARTIN et al., 1995; SCHWARTZ et al., 1996;
BIBYAN et al., 1999). '

Thoma e Cook (1985) revelaram que implantes com superficie lisa exibiram menor

~ resisténcia ao torque que os correspondentes com supertficie rugosa.
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Brunette, 1988; Chehroudi; Gould; Brunette, 1989; Chehroudi; Gould; Brunette, 1990
citam que as c€lulas parecem ser sensiveis e capazes de usar a microtopografia da superficie

(morfologia do material) para sua orientagdo e migragdo.

Carter (1965) utiliza o termo “haptotaxia” para descrever a direcdo do movimento
celular que ocorre como resultado do gradiente de adesdo sobre o substrato. Traduzindo,
materiais com alta energia de superficie sdo mais adesivos, espera-se que as células se
acumulem e se adiram mais ao implante, sendo o contrario verdadeiro ¢ podem resultar em

formag&o de capsula fibrosa.

Baier et al. (1982) investigaram a influéncia da energia de superficie na incorporagdo
de varios materiais biomédicos. Observaram que a energia de superficie e o estado de limpeza
do implanie exercem grande influéncia na cicatrizagdo e formac¢do das células dos tecidos
adjacentes. Uma baixa energia de superficie e meétodos de limpeza precarios podem
comprometer as fases iniciais da cicatrizagdo tecidual apoés a insercdo dos implantes. Nos
materiais com alta energia de superficie ocorreu aumento de inser¢do de fibroblastos. Os
autores concluiram que o povoamento celular inicial ¢ adesdo celular podem ser influenciados
pela presenca de cobertura condicionantes provenientes dos tecidos do hospedeiro, cujas
propriedades s3o dependentes da energia da superficie dos implantes. A energia de superficie
de um implante ¢ dependente da manipulagdo durante a usinagem, do tipb de armazenagem e
do manuseio no ato cirirgico. A presenga de contaminantes podem modificar as propriedades
quimicas e a energia de superficie, prejudicando a resposta biologica ao implante.
Demonstraram os efeitos nocivos do método de esterilizagdo. O método de esterilizagdo
convencional produziu uma camada superficial de contaminantes do metal. A esterilizagdo
por descarga incandescente de radiofreqiiéncia resultou em energia extremamente alta na
superficie do implante com um minimo de contaminantes. Investigaram ainda, a formag&o de
uma pelicula bioldgica e sua influéncia na bioadesdo sobre interagdo inicial. Concluiram, que
a qualidade de superficie do material do implante ¢ essencialmente critica na determinagdo

precose dos biofilmes.

Linder et al. (1983) a interagdo tecido-superficie ¢ mais dindmica do que estavel e
passard por estdgios. Nos primeiros segundos apds a implantagdo, essencialmente devera
existir agua, ions dissolvidos e biomoléculas livres em estrita proximidade com a superficie.
A composi¢io do bioliquido mudara continuamente com a inflamagéo e o processo cicatricial.

Eventualmente, células se aproximaréo da superficie e, dependendo da natureza da camada de
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adsorcao, elas responderdo especificamente, ou seja, dependendo do tipo de interagio inicial o
resultado final pode ser formac;éo de capsula fibrosa ou integragdo dssea. Alta energia de
superficie permitem maior expansdo de agua, sangue € fluidos corporais sobre a superficie do
implante, sendo um pardmetro relevante, principalmente no processo cicatricial incial, tendo
Uniyal; Brash (1982), Breenhaar et al. (1984) e Campos Jr. e Passaneli (1996) denominado
esta capacidade de “molhabilidade”. A medida de “molhabilidade” ¢ fornecida pela analise do
angulo de contato interno da gota de um liquido conhecido com a superficie de um substrato.
Quanto menor este angulo, melhor o liquido se distribui sobre a superficie do substrato. Este

método de classificagdo de energia de superficie € um indicador de adesdo celular.

A rugosidade da superficie afeta a maturacdo de células (BRUNETTE, 1988). Por sua
vez, dependendo do estagio de maturacdo das células os condrocitos sdo afetados diretamente

por fatores locais como vitamina D e fator de crescimento transformador beta (8)

(SCHWARTZ et al., [993; SCHWARTZ et al., 1996; BOBYAN et al., 1999).

Portanto, a microtopografia associada a energia de superficie pode influenciar a
diferenciacdo das células mesenquimais indiferenciadas em fibroblastos, condrocitos ou
osteoblastos. Postula-se ainda que a osteogénese pode ser favorecida pelo adequado
crescimento vascular enquanto um crescimento vascular limitado pode induzir a

condrogénese.

Kasemo e Lausmaa (1988) defalharam, a nivel atémico, a interface metal-tecido, ela €
composta pelo oxido de titdnio (2 a Snm de espessura) e pelo fluido biologico (bioliquido)
constituido de macromoléculas de H,O, ions dissolvidos e biomoléculas representadas por
uma proteina com sua capsula adjacente de 4gua. A natureza da interagdo entre atomos da
superficie mais externa do implante e as proteinas e/ou biomoléculas ¢ importantissima para a
resposta do sistema biolégico ao implante. Irregularidades de superficie de diferentes
dimensdes influenciam a interagdo metal-tecido, quando as mesmas se igualam as unidades

bioldgicas em tamanho.

Implantes com microrugosidades tem sido testados em animais ¢ humanos. Buser et al.
(1991) investigaram a resposta 0ssea medindo o contato osso-implante frente a diferentes
tratamentos de superficie em implantes de titdnio. As superficies tratadas foram plasma spray
de titdnio, jato de areia e condicionamento acido e cobertura de hidroxiapatita.

Histologicamente, os autores encontram forte relagdo entre o aumento da rugosidade € o
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contato 0sseo. Ao torque os valores de remogdo foram maiores para os implantes jateados
quando comparados aos usinados. Superficies de titdnio podem ser jateadas com particulas de

TiO, proporcionando microrugosidades.

Estudos recentes in vitro e in vivo fornecem claras indicagdes que a resposta bioldgica
ao titdnio sdo influenciadas pela estrutura da superficie ¢ composi¢do quimica. Em nosso
trabalho a composi¢do quimica do material ndo preocupa pois trata-se de Ti c.p. com alto grau
de pureza com a seguinte especificagdo — ASTM F67 G2. Material forneceido pela Ti Brasil
Titanio Ltda, sediada no municipio de Jandira — SP — Brasil ¢ membro da ITA (Titanium
[nternational Association). Entretanto os tipos de preparacdo de superficie e métodos de
caracterizagdo utilizados mundialmente, ndo permite conclusdo e ndo estabelece quais as
propriedades de superficie representam o fator determinante para diferengas observadas na

reposta biolégica.

A maioria dos estudos sobre o papel das propriedades da superficie da resposta 0ssea
ao titdnio tem sido relacionada com a topogratia (textura) da superficie. O papel da
rugosidade da superficie de titdnio na insergdo de osteoblastos in vitro e resposta dssea in vivo
tem sido estudada por varios autores. /n vitro, osteoblastos se inserem e se espalham mais
prontamente sobre superficies de Ti rugosas do que sobre superficies lisas. /n vivo, mostram
clara tendéncia para aumento na formacgdo ossea ao redor de superficies de implantes com

rugosidade aumentada.

Buser et al. (1991) investigaram a resposta 6ssea a implantes eletropolidos, jateados
com areia e plasma “spray” de titdnio. Os autores ndo encontraram diferenca significante no
contato implante-tecido 0sseo entre as superficies jateadas (com rugosidade média de 6um) e
a lisa polida. Porém, os resultados deste trabalho ofereceram uma forte indicacdo da
importancia da topografia de superficie em escala rﬁicrométrica, pois rugosidade de superficie

numa escala superior ou igual a um pode influenciar a formagio dssea dos implantes de Ti.

Thoma e Cook (1985), examinando o contato osso-implante concluiram ser a textura
da superfice um parametro significante na fixagdo do implante. Thoma e Cook (1985);
Carlsson et al. (1988); Buser et al. (1991) através de estudos in vivo, constataram melhor

fixacdo Ossea nas superficies rugosas do que nas lisas.

Segundo Rich e Harris (1981); Murray, Rae, Russhton (1989) a superficie rugosa tem

promovido melhor cicatrizagdo Ossea com conseqiiente atragio de macréfagos, refor¢ando o
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conceito de que as células sdo sensitivas a microtopografia. Este parece ser o caso das células
osteoblasticas que demonstram maior inser¢do inicial a superficie de titdnio rugosa

(MICHAELS et al., 1989, BOWERS et al., 1992).

Porém, pouco se conhece do efeito da rugosidade da superficie sobre 0 metabolismo e
diferenciagdo dos osteoblastos. Foi constatado que a superficie rugosa de titdnio acentuou a
atividade da fosfatase alcalina, mineralizagdo dos osteoblastos embriogénicos e aumentou a
sintese de RNA em cultura de células. /n vivo, induziu a formag@o de tecido 0sseo, enquanto a
superficie lisa propiciou a formagdo de tecido fibroso representado por uma capsula fibrosa. A
vantagem da superficie rugosa para osseointegragio pode ser explicada pelo fato de
proporcionar melhor producdo de matriz e taxas mais altas na sintese de colageno. A
incorporacdo de sulfato (um marcador para a sintese de proteoglicana) diminuiu sobre a
superficie do titdnio em comparagdo ao plastico do meio de cultura. Na camada celular de
células MG63 foi1 detectado amplo posicionamento da fosfotase alcalina nas vesiculas da
matriz (organelas que participam na calcificagdo). Esta ocorréncia indica que a atividade
especifica na fosfatase alcalina aumentou com a rugosidade de superficie e possivelmente a
calcificagdo dssea. O efeito da rugosidade de superticie sobre as células do tecido hospedeiro
pode ser resultado da propria superficie rugosa ou da reagdo que ocorre quando a superficie
do maternial € condicionada ao soro sangiiineo € ao proprio meio fisioldgico. Na interagdo
inicial, o comportamento celular se modifica produzindo uma camada de macromoléculas.
Fibronectina (uma proteina de adesdo celular presente no soro) espalha-se sobre o substrato
artificial (implante), interage com glicosaminog]icanaé e esqueleto celular mediando assim a
inser¢do celular. O autor acredita ser possivel que a superficie rugosa possa ter absorvido
maior quantidade de fibronectina que outras superficies, preservando a sintese de proteinas

extracelular (MARTIN et al., 1995).

Thoma e Cook (1985) investigaram o crescimento 0sseo (aposi¢do) frente a materiais
de implante como polietilmetacrilato, carbono, 6xido de aluminio e titdnio. Histologicamente
os implantes lisos exibiram tecido fibroso com encapsulamento em varios graus, enquanto 0s

implantes rugosos (jatos de particulas) mostraram a aposi¢do Ossea direta.

Albrektsson et al. (1981) observaram a resposta dos tecidos conjuntivo-epiteliais €
osseo frente a um sistema de implante de titdnio. Os trés tecidos se aderiram fortemente aos
implantes, sendo que o epitélio se apresentou com tamanho, forma e densidade populacional

celular normal.
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A resposta do biomaterial reativo € governada pelo seu grau de solubilidade que, uma
vez no interior dos tecidos podem promover reagdes idnicas com liberagdo de particulas,
como € o caso de materiais ceramicos, vidro e fosfato de calcio cerdmico. A solubilidade
infuencia também a remoc¢do de fluido intercelular, atividade macrofagica celular, bactéria,
PH, desgaste e corrosdo devido a situagdo biomecanica, processo eletroquimico na interface e
outros fatores. Estes processos geralmente implicam numa mudanca da composigdo quimica e

propriedades fisicas da interface (GROSS, 1988).

Bowers et al. (1992), in vitro, analisaram as respostas celulares de células da calvaria
de ratos sobre diferentes rugosidades de superficie do Ti c.p. Constataram que o tipo de
rugosidade da superficie modifica a resposta biologica inicial ¢ a aderéncia celular.
Observaram maior quantidade de células inseridas nas superficies rugosas jateadas do que as
superficies rugosas confeccionadas por papel metalografico ou condicionamento acido.
Concluiram os autores que, implantes jateados proporcionam um ambiente Unico € promovem
uma boa inser¢do celular inicial, tendo a analise morfométrica mostrado maior contato 0sso-

implante nas superficies mais rugosas.

Keller et al. (1994), utilizou trés caracteriza¢des diferentes no Ti c.p. e liga de Ti-6Al-
4V com teste bioldgicos, in vitro, para observar a resposta de células osteoblasticas. Apesar da
liga de titdnio apresentar camada de oxido mais espessa e aluminio na sua composigéo,
biologicamente a resposta celular inicial pareceu ndo ser influenciada quanto a aderéncia e
morfologia, sendo semelhantes os niveis de inser¢do celular e adaptagdo das células as

superficies.

Martin et al. (1995), avaliaram, in vitro, o papel da rugosidade superficial na
proliferagdo e diferenciagdo osteoblastica e na sintese de proteinas frente a cinco diferentes
tratamentos de superficie no titdnio. Os autores sugeriram que a rugosidade superficial dos
implantes pode desempenhar algum papel na determinacdo da expressdo fenotipica das
células in vivo. Grande impacto sobre a ancoragem de implantes dentais no tecido dsseo pode
ser conseguido se houver um melhor entendimento do relacionamento entre o afranjo
citoesqueletal das células e a microestrutura da superficie. O conceito de que as células sdo
sensitivas a microtopografia se baseia no fato de que algumas células podem se orientar em

sulcos de superficie usinada.



Cochran et al. (1991) acreditam que superficies jateadas e condicionadas podem
possuir propriedades osteocondutivas, pois encontraram menor perda dssea coronal em

implantes nesta condi¢&o.

Ndo fo1 observado qualquer efeito do fons aluminio sobre superficies de implantes
Jjateados e condicionados. Pois toda particula de alumina residual foi eliminada pelo processo
de condicionamento acido nos estudos realizados por Wennerberg et al. (1996); Wennerberg,

Albrektsson, Lausmaa (1996); Wennerberg, Albrektsson, Andersson (1996).

Orsim et al. (2000),utilizaram fibroblastos 1.929 de ratos prague Dawley para testar a
citotoxicidade da superficie do titdnio com rugosidade média de 0,75um para o grupo controle
e 2,15um para implante teste. O resultado no liquido de extracdo do implante teste revelou
resposta celular ndo citotoxica em quatro concentragdes avaliadas de fibroblastos durante um
periodo de 24h. Avaliagdes em Microscopia de Luz, MEV e Teste de MTT revelaram
biocompatibilidade dos implante teste e controle. No controle positivo foi detectada uma
diminui¢do drastica na atividade enzimatica SDH (0,101) enquanto nos espécimes teste os
valores resultantes estavam mais proximos daqueles vistos para controle negativo
(0,344x0,340). A enzima SDH ¢ extremamente sensivel a presenca de efeitos toxicos. Os
implantes tratados por jateamento e condicionamento produziram superficies quase livres de
alumina. Esta transitoria e limitada liberagdo de ions alumina provavelmente nfo interferiu no
mecanismo de aderéncia dos fibroblastos nas superficies jateadas-condicionadas.
Propriedades geométricas da superficie parecem afetar os componentes da célula, do
citoesqueleto que estdo envolvidos na dispersdo e locomogdo celular. Superficies mais
rugosas pode também aumentar a atragdo de células osteoblasticas, influenciando a
configuragdo e conformacdo de pseudopodes celuléres que sdo importantes ‘para adesdo
celular, assim como, induzem as células a liberarem niveis mais altos de fatores envolvidos na

regulacdo da formagéo dssea.

Para Baier € Meyer (1988) a qualidade da superficie do implante é caracterizada por
textura ou rugosidade, carga ou potencial elétrico e energia ou tensdes da superficie. Quanto a
textura de superficie, deveria existir um consenso geral sobre que niveis mecénicos, area de
superficie e aumento geométrico relacionados com o aspecfo estrutural, podem melhorar a
adesdo aos implantes geralmente por entrelacamento mecéanico. A identifica¢do de critérios
quantitativos sobre a rugosidade de superficie desejavel ainda ndo estiio bem esclarecidos.

Poros interconectados de 150-250um em estruturas porosas propiciam o crescimento celular e



a heterogeneidade em largura ou profundidade na escala de Ipum ou menos sdo praticamente
insignificantes nas interagdes tecido biolégico-material, pois a deposi¢do espontinea de
macromoléculas pelo organismo acabam por nivelar e transformar as propriedades da textura
da superficie destes materiais de implante a uma condigdio bastante similar. Propriedades
elétricas da superficie, tais como carga da superficie e potencial zeta tem sido pesquisado
como controle para acumulagio e aderéncia da matéria sobre varios materiais de implante.
Quando materiais controlados eletricamente (positivo, negativo ou neutro) sdo expostos a
salina ou restos alimentares contendo proteina, todas as qualidades da superficie elétrica
tornam-se idénticas quando medidos pelo potencial da corrente e métodos potencial Zeta.
Portanto, os eventos da adesdo celular em situagdes idnico-fisioldgicas estio além da
influéncia pratica das propriedades elétricas do implante. Controle da energia da superficie,
pode ser necessaria, porém, as fases bioldgicas podem umedecer espécime (implante) para
eliminar ar preso na ranhura ou outras irregularidades. O estado quimico inicial da superficie
pode facilitar o desempenho da inser¢io celular, remodelamento e outros eventos bioadesivos.
Materiais inorganicos utilizados para implantes dentais sdo caracterizados por uma tensdo
superticial critica de 40 Dynes/cm. Materiais com baixa energia de superficie, de aspecto.
hidrofobico para metais e materiais cerdmicos manipulados descuidadamente alterando a |
liberagdo de biofilmes subjacentes, acabam por induzir resposta de corpo estranho com a
consequente formagdo de uma capsula conjuntiva fibrosa recobrindo o implante. Metais
limpos moderadamente, ligas metalicas, cerdmicas e alguns polimeros com alta energia de
superficie induzem eventos mais agressivos a celula com adesdo parcial a superficie do
implante. S3o observadas também capsulas mais finas e atividade celular aumentada proximo
a interface material inorganico-biotecido. Estas alteragfes implante-tecido pode resultar em
bioadesividade suficiente para servir as necessidades clinicas. Para se induzir justaposi¢io das
c€lulas do tecido conjuntivo, através de biofilme glicoprotéico, futuros métodos de preparagio
da superficie deverdo produzir € manter alta energia de superficie dos implantes. Isto
propiciara abundante espalhamento celular, indugdo da atividade mitdtica da células,
crescimento ¢ locomog¢do dos materiais para construgdo da matriz celularve filamentos
colagenos. No tecido 0Osseo, remodelagdo continua na interface e contato osso-implante
favorecerdo a aposigdo direta de osso sobre a superficie do implante. Esperam os autores, que

com o aumento da rugosidade de superficies se consiga melhores condigdes a osteointegragio.

A capacidade de substrato usinado ranhurado em produzir orientagio celular e

migracdo direcionada foi mostrada por Chehroudi, Gould, Brunette, 1990. Sulcos horizontais
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usinados em forma de “V” com 10um de profundidade e 39um de espagamento inibiram a
migragdo apical do epit€lio. Os sulcos horizontais inibiram a migragdo epitelial enquanto
sulcos verticais encorajaram o crescimento epitelial, tendo as células epiteliais e fibroblastos

respondido de maneira diferente as dimensdes dos sulcos.

A tendéncia da locomogdo celular ser guiada ou direcionada pela topografia de
superficie do substrato para as quais as c€lulas sdo inseridas ¢ referida como guia de contato.
O comportamento celular sobre os efeitos dos sulcos produzidos nos implantes ja é
reconhecido. O titdnio € o material mais extensivamente utilizado para implantes bucais.
Varias topografias de superficie tem sido desenvolvidas buscando otimizar ainda mais a
integracdo tecidual. Superficies de Ti sulcadas tem demonstrado afetar o comportamento e
orientagdo celular in vitro e in vivo, pois inibem o crecimento epitelial. Ainda, segundo os
autores, as topografias usadas em implantes odontologicos podem ser: sulcada, rugosa,
porosa, sinterizada e condicionada. A intecdo de se produzir estas formas é otimizar a
adaptagdo tecidual ao implante. Diferentes formas de implante oferecem diferentes respostas
do tecido mole e 0sseo. Superficie 6tima para o tecido conjuntivo ndo pode ser 6tima para o
tecido epitelial e vice-versa. Pesquisadoreé e fabricantes tem procurado idealizar um implante
que possa Incorporar a topografia de superficie especifica para cada populagdo celular
(CHEHROUDI; GOULD; BRUNETTE, 1989).

Implantes dentais uma vez colocados estdo em intimo contato com dois ambientes. Ele
deve se manter em meio interno representado pelo tecido 6sseo maxilar associado ao
conjuntivo epitelial da cavidade bucal, onde ha certamente biofilme e microorganismos que
podem ser deletérios a sobrevivéncia da estrutura do implante. A conexdo entre os dois
ambientes se da através de um intermedidrio transmucoso que atravessa do ambiente interno
ao externo; aspecto este, que faz com que o implante dental seja tnico (MCKINNEY et al,
1988). -

Para Brunski (1988), um implante em fungfo transfere forcas (carga oclusal) ao tecido
interfacial. A forca de contato interfécial, cisalhamento ou compressdo pode depender da
ligacdo implante-tecido e variar ponto a ponto da superficie. O estresse interno no tecido
depende da interface tecido-implante, desenho (geometria) e propriedade mecénica do
implante. As propriedades mecénicas do tecido interfacial podem ser anisotropicas,
viscoeldsticos, ndo homogéneas e tempo dependente em fungdo da atividade biologica ser

mediada mecanicamente. O autor opina, que decisdes sobre o tamanho, forma, material,



textura de superficie ou cobertura do implante continuardo a ser feitos numa atmosfera de
empirismo até que se tenha conhecimentos adequados sobre atividade mecénica e bioldgica

dos implantes.

Novas técnicas de preparo de superficie pretendem conseguir modulagdo tecidual mais
rapida, confidvel e ancoragem mecanica estavel dos implantes nos tecidos 0sseo e conjuntivo.
Na verdade procura-se desenvolver e controlar os tipos de ligacdo exigida na interface
implante-tecido, para melhorar os apectos bioadesivos da implantodontia dental (BAYER e

MEYER, 1988).

Anteriormente as pesquisas eram conduzidas em torno das propriedades mecénicas, a
nivel macroscopico e biocompatibilidade do material. Através de observagdes clinicas e
histolégicas os experimentos foram progredindo lentamente, até quando, na década de 90
ocorreu o casamento da ciéncia do material com a biologia experimental. O estado de
conhecimento da biologia associado com implantes, tornou possivel examinar a intera¢do
material-biosistema com precisdo a nivel molecular. Deveremos assistir nos proximos 20
anos, o progresso da ciéncia relacionada aos fendmenos biomecanicos, que possibilitardo
visualizar a arte clinica em niveis mais sofisticados da ciéncia implantoldgica. Para tanto,
alguns conceitos devem ser compreendidos como: a) biologia, representa o limite de entidades
biologicas com as quais 0s materiais podem interagir, variando componentes inorganicos a
organicos completos; b) composicio do material, que pode variar de material puro a
compositos heterogéneos, sendo a principal variavel -sob nosso controle; c¢) estrutura, que
refere-se ao estado fisico da superficie, condigdes de superficie que podem ser atomicamente

planas a literalmente porosas (YOUNG, 1988).

Observagdo macroscopica, microscopia eletrénica e analise quantitativa sdo 0s
meétodos utilizados para avaliagdo da estrutura-condi¢do de superficie dos implantes dentais.
Para tornar o tratamento implantologico mais rapido, confidvel e previsivel € necessario
conseguir o controle sobre as propriedades da superficie, o grau de integragdo tecidual € o

grau de fun¢@o mecanica uniforme (BAYER e MEYER, 1988).

A fabricagdo de implantes deve se embasar em dados experimentais validos, sélidos e
fornecer informagdes cientificas adequadas, necessarias e exigidas antes de serem submetidos
a0 uso clinico. Estas informagdes deveriam incluir experimentos analiticos bem

documentados, seguido de experimentos animais e posteriomente humanos. Indices de
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avaliagdo adequados e analise dos resultados deveriam ser utilizados para tornar estes

experimentos confiavels (MACKINNEY et al., 1988).

Com o crescente avango da implantodontia € com o desenvolvimento de novos
biomateriais, linhagens celulares osteoblasticos originadas de tecido 6sseo normal (ndo
patologico) serdo as mais indicadas para analise /n vitro, antes da realizag@o dos testes in vivo
em animais experimentais € posterior emprego clinico no homem, cumprindo as normas
citadas pela ISO (International Organization de 1992) para aprovagdo do uso clinico destes
materiais. A partir do tecido dsseo normal pode ser obtida linhagem celular através do método
de dispersdo enzimatica e cultivo celular primario. A obteng¢do de linhagens celulares que
apresente caracteristicas osteoblasticas sera de grande aplicagdo na odontologia, ndo s6 em
estudos da fisiopatologia Ossea como em testes de bio-compatibilidade de materiais que
estardo em constante contato com o tecido 0sseo, como no caso dos implantes dentais. As
principais vantagens na utilizacdo de culturas celulares residem no controle fisico-quimico do
ambiente de crescimento celular, na ménutenqﬁo relativamente constante das condi¢des
fisiologicas na cultura e na possibilidade de trabalho com linhagens celulares uniformes

(DEBONI; JAEGER; ARAUJO, 1996).

Evita-se ainda os problemas relacionados com questionamentos sob ponto de vista

legal, moral e ético dos experimentos com animais (FRESHNEY, 1990).

A dispersdo de celulas empregando incubagdo de Smin. em cinco tempos em solugéo
de Tripsina 0,25% provou ser bastante efetiva na obteng¢do de células tornando possivel a
propagacdo da linhagem celular osteo 1 (osteoprogenitoras € osteoblasticas). A concentragdo
de 0,25% da Tripsina € bem compativel com a preservagdo da vitalidade celular, sendo esta
concentragdo rotineiramente utilizada para subcultivo de célﬁlas ja em cultura. A
concentragdo e tempo de atuagdo da solugdo enzimatica eiﬁpregada neste protocolo é proposto
por Deboni; Jaeger; Aratjo ( 1996) sendo menor do que o recomendado pela literatura, com

resultados semelhantes no que diz respeito ao niimero de células obtidas.

Entretanto, de forma geral, a identificagdo ou caracterizagdo de populagées de células
Osseas ¢ muito complexa, pois uma vez isoladas elas perdem sua identidade morfologica
(YANG et al., 1992).

Os parametros utilizados para identificar (caracterizar) osteoblastos em culturas sdo

anicos, geralmente baseado em um somatéria de propriedades como morfologia celular,
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caracteristicas citoquimicas, bioquimicas, imunocitoquimicas (WIESTNER et al., 1981;
MANIATOPOULOS et al., 1988; BELLOWS et al.,, 1992; YANG et al.,, 1992) e hormonais
que as células cultivadas possam apresentar (DEBONI; JAEGER;, ARAUJO, 1996).
Adicionalmente (BELLOWS et al., 1986; MANIATOPOULOS et al., 1988; YANG et al,,
1992) acrescentam que deve ser observada a capacidade das células cultivadas de produzirem
matriz mineralizada in vifro. A sintese de produtos celulares funcionais especificos e
especializados esta sob controle regulatorio de hormdnios, da interagdo célula-célula e da

interacdo célula-matriz.

A proliferacdo continua de células precursoras indiferenciadas necessita de um

ambiente indutivo correto para que a diferenciagdo possa ocorrer (FRESHNEY, 1990).

In vivo, o osteoblasto ¢ uma célula que sintetiza matriz extra-celular passivel de sofrer
mineralizagdes. A parte organica da matriz 6ssea € composta 90% por colageno Tipo I e 10%

por proteinas ndo colagénicas como a osteonectina e a sialo-proteina 6ssea.

No meio de cultura, para que ocorra prolifera¢do continua de células precursoras
indiferenciadas e para serem caracterizadas como osteoblasticas, ha a necessidade de um
ambiente indutivo correto para que a diferencia¢io celular possa ocorrer, ou seja, a sintese da

fase organica da matriz extra-celular e sua posterior mineralizacdo.

Assim, baseado em estudos anteriores (ECAROT-CHARRIER et al, 1983;
BELLOWS et al., 1986; MANIATOPOLOUS et al., 1988; DEBONI, JAEGER, ARAUJO,
1996) propuseram, igualmente suplementar o meio de cultura basico (DME + 10% de Soro
Fetal Bovino + 1% solugdo antibidtica) com Acido Ascorbico (50ug/ml), B-glicerofosfato de

sodio (10mM) e Dexametasona (10°M diluida em etanol).

Justifica-se esta suplementac@o com trés diferentes substincias no meio de cultura
pelo fato d¢ favorecer a morfo e cito-diferenciagdo das células com as respectivas sinteses de
matriz extra-celular e sua posterior mineralizagdo: a) o Acido Ascorbico (Vit.C) é essencial
para o desenvolvimento do tecido 6sseo como de todos os tecidos conjuntivos. Como a Vit C
ndo ¢ sintetizada pelo organismo a sua suplementa¢do exdégena é importante no meio de
cultura, pois participa juntaménte com o oxigénio, ions-ferro, piruvatos € enzima colageno
oxidase, na hidroxilagéo dos residuos de prolina para hidroxiprolina na sintese do colageno
(DEBONI, JAEGER, ARAUJO, 1996). A concentragdo de 50ug/ml € preconizada por

Bellows et al. (1986) e Maniatopolous et al. (1988) que demonstram que culturas de células
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osteoblasticas na auséncia de ascorbatos ndo exibiam formagdo de nodulos calcificados; b) a
fase inorganica do tecido 0sseo, in vivo, € composto na sua maior parte por hidroxiapatita, um
fosfato de calcio (EASTOE, 1976). Assim, para obtencdo dessa fase inorginica in vitro, os
niveis de calcio e fosfato devem estar apropriados no meio de cultivo. A maioria das
formulagdes de meto nutrientes para cultivo apresenta niveis de calcio apropriados, entretanto
os niveis de fosfato organico sdo deficientes (DEBONI, JAEGER, ARAUJO, 1996). Como a
fragdo de fosfato orgdnico existente no soro fetal bovino ndo ¢ suficiente para promover
mmeralizagdes em cultura de células osteoblasticas (ECAROT-CHARRIER, 1983), a
suplementagdo do meio de cultura com 10mM de B-glicerofostato de sodio (DEBONI;
JAEGER; ARAUJO, 1996) ou Naglyglicerofosfato 10nmol/L (LI; LUI; WU, 2001) propiciara
a forma¢do de depositos minerais, ¢) o desenvolvimento do fendtipo osteoblastico €
dependente de muitos fatores presentes no soro fetal; sendo os glicocorticéides um grupo
destes fatores que podem promover a diferenciacdo celular, por regulagdo da sua expressdo
genética (MANIATOPOULOS et al., 1988), ou seja, propiciam modificagdes fenotipicas das
células na cultura que pode originar linhagem de células homogéneas. O acréscimo de um
glicocorticoide como por exemplo dexametasona em um concentracdo variavel de 10°M e 10°
'M no meio de cultura, pode promover a diferenciacio de células progenitoras em
osteoblastos (MANIATOPOULOS et al., 1988) cdmo também, pode aumentar a formagdo de
nodulos calcificados em cultura (BELLOWS et al., 1986). Concentragdes maiores do que 10
*M podem atuar sinergicamente com esterdides contidos no soro fetal bovino e causar efeitos

1n1bitorios no meio e cultura.

Anteriormente ao processo indutivo (10 aos 15 primeiros dias) as células cultivadas
osteoprogénitoras e osteoblééticas apresentavam-se fusiformes e bipolares com aspecto
morfologicos semelhantes a fibroblastos comuns sem nenhuma espécie de mineralizagao.
Com o processo indutivo (11° ao 16° dia), paulatinamente essas células passardo apresentar-se
mais poligonais com nucleos grandes e centrais e com citoplasma ampla e rico em granulos,

visiveis ao microscopio de fase invertido.

Estas células tendem a vagrupar—se formando grupamentos tri-dimensionais compostos
por varias camadas celulares. Nestes grupamentos devera ocorrer deposi¢do de ‘substincias
minerais formando nodulos mineralizados (calcificados) apds 10 dias da indugdo (por volta do
25° ao 30° dia). Portanto, as células osteoprogenitoras e osteoblasticas depois de induzidas

deverdo mostrar-se capazes de desenvolver fun¢do especifica basica do osteoblasto que ¢ a
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produgdo de matriz Ossea, seguida de processo de mineralizagdo (nddulos mineralizados)
(DEBONI; JAEGER; ARAUJO, 1996). Toda esta observacio ¢ realizada através de
microscopia de fase invertida. Culturas mais velhas com mais de 40 dias mostram, além de
células poligonais, c¢lulas de aspecto dentrifico cujos prolongamentos celulares interdigitam-
se com os de outras c€lulas lembrando os osteocitos in vivo (NIJWEIDE ¢ MULDER, 1986).
A linhagem osteo-1, osteobldsticas e osteoprojenitoras, como outras linhagens celulares

apresentaram ciclo de vida finito, ou seja, apos algumas passagens sofre senescéncia e morte
(JAEGER et al., 1995).



7 CONCLUSOES

Considerando a impossibilidade de utilizacdo de recursos de laboratério e de corpo
técnico disponivel, e tendo por base experimentos e revisdo bibliografica, conclue-se que,
através do protocolo proposto, ¢ possivel avaliar in vifro, em culturas de células
osteoprogenitoras e c€lulas osteoblasticas provenientes de maxilares humanos, o crescimento
e adesdo celulares frente as diferentes rugosidades na superticie das amostras dos cilindros de

titanio seccionados.
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