LIDIANE SARTINI DE OLIVEIRA

QUANTIFICACAO DO PROCESSO DE
OSTEOGENESE EM IMPLANTES DENTARIOS

G

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE ENGENHARIA MECANICA
2010






LIDIANE SARTINI DE OLIVEIRA

QUANTIFICACAO DO PROCESSO DA OSTEOGENESE EM
IMPLANTES DENTARIOS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em  Engenharia  Mecanica da
Universidade Federal de Uberlandia, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de DOUTOR EM
ENGENHARIA MECANICA.

Area de Concentracdo: Mecanica dos Solidos e

Vibracoes.

Orientador: Prof. Dr. Cleudmar Amaral de Araujo

Co-Orientador: Prof. Dr. Flavio Domingues das

Neves

UBERLANDIA-MG
2010









LIDIANE SARTINI DE OLIVEIRA

QUANTIFICACAO DO PROCESSO DA OSTEOGENESE EM
IMPLANTES DENTARIOS

Tese APROVADA pelo Programa de Pos-
Graduagdo em  Engenharia  Mecanica da

Universidade Federal de Uberlandia.

Area de Concentragdo: Mecanica dos Sdlidos e

Vibragdes.

Banca Examinadora:

Prof. Dr Cleudmar Amaral de Araujo — FEMEC/UFU — Orientador

Prof. Dr. Flavio Domingues das Neves — FOUFU/UFU — Co-Orientador

Prof. Dr. Geninho Thomeé — ILAPEO/NEODENT

Prof. Dr. Gustavo Mendonca — UCB/DF

Prof. Dr. Marcio Bacci da Silva - FEMEC/UFU

Prof. Dr. Ricardo Fortes de Miranda — FEMEC/UFU

Uberlandia, 20 de Agosto de 2010.






Dedico este trabalho aos meus Pais, Luiz Sartini e Linda,
que nao mediram esforgos pela educagao dos filhos,

aos meus irméaos Lilian e Luiz Junior,

ao meu sobrinho Marcelo e sobrinhas Ana Luiza e Leticia,
ao meu orientador Cleudmar A. Araujo,

e a todos que contribuiram para a finalizagao deste.









AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Uberlandia e & Faculdade de Engenharia Mecanica pela

oportunidade de realizar este Curso.

Agradeco a Deus que me deu mais essa oportunidade de viver, adquirir conhecimentos e

que eu possa transmiti-los com muita competéncia da maneira que os recebi.

Ao Professor Dr. Cleudmar A. Araujo, pelo incentivo e inestimaveis orientagbes,
sustentadora de varias idéias, durante a realizagédo deste trabalho. Obrigada por estar

sempre ao meu lado apoiando e ensinando. Jamais irei esquecer o que aprendi com vocé.

Ao meu co-orientador Prof. Flavio D. das Neves por também confiar em mim e me apoiar ao
longo desse doutorado, por todo seu empenho em contribuir para o desenvolvimento da

interacao Engenharia/Odontologia.

A Empresa Neodent Implantes Osteointegraveis Ltda pela parceria neste trabalho.

Ao Prof. Dr. Lyndon Cooper da Universidade da Carolina do Norte pela doagao das células

HFob para o desenvolvimento dos ensaios “in vitro” de cultura de células.

Ao Prof. Dr. Gustavo Mendonga pelos ensinamentos, pelo auxilio que mesmo longe, nao
media esforcos para me atender e esclarecer as duvidas sobre os ensaios “in vitro” de

cultura de células.

A Profa. Maria Aparecida e ao Prof. Claudio pelos ensinamentos da area da Biologia Celular

para a realizagcdo dos ensaios “in vitro” de cultura de células.

Ao meu eterno amor que sempre me apoiou, sempre me amparou, sempre esteve ao meu
lado, sempre me entendeu, sempre teve idéias 6timas e me ajudou. Sem vocé nao seria

possivel desenvolver este trabalho. A vocé, meu eterno agradecimento. Sempre te amarei!!!

A todos os meus amigos que sempre me apoiaram e incentivaram durante este periodo de

estudo ndo deixando eu desistir desse grande sonho.



A todos os colegas do Laboratério de Projetos Mecanicos Prof. Henner A. Gomide, pela
paciéncia, carinho e amizade durante todo esse tempo. A amiga Gina Lizette, Delma, Ana

Paula, Carla Ricardi que sempre estavam juntos no LPM para me apoiarem.

Aos amigos Fernando Lourenco e Luciana pela amizade e carinho durante todos estes

anos.

A todos os colegas do Laboratério de Biologia Celular (BIOMOL) pela paciéncia, carinho e

ajuda durante todo o tempo dos ensaios “in vitro”.
A Camilla pela sua amizade e ensinamentos de ensaios de “cultura de células”.

A Angela, técnica do Laboratério de Tribologia e Materiais (LTM/FEMEC/UFU) pela

companhia e ensinamentos durante os ensaios de caracterizacado das superficies.
A todos os meus familiares pelo incentivo e compreensao.

A minha amiga de anos Denize V. Novais, por sua amizade, paciéncia e carinho comigo

principalmente por ter paciéncia em ouvir os meus desabafos quando estava triste.
Aos técnicos Valdico de Faria e Lazinho, pela amizade e carinho comigo.

As secretarias da Pés-Graduagdo em Engenharia Mecanica, Kelly e Lucimara por todo seu

apoio e amizade.

A todos os professores do Programa de Pés-Graduagao em Engenharia Mecanica que de
alguma forma colaboraram para a realizagao deste trabalho. Obrigada pela grande amizade

construida durante esses anos. Meus sinceros agradecimentos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq, pela bolsa

concedida.



OLIVEIRA, L. S. Quantificacdo do Processo de Osteogénese em Implantes Dentarios.
2010. 205f. Tese de Doutorado, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

Resumo

A implantodontia surgiu como uma alternativa para substituir um elemento dental perdido.
Os primeiros implantes odontolégicos baseavam-se no empirismo e fracassaram devido a
falta de estudos clinicos e cientificos controlados. Na década de 60, Branemark e
colaboradores, fundamentados em pesquisas clinicas, desenvolveram um novo sistema de
implantes baseado em uma ancoragem direta no tecido ésseo, sem a interposigao de tecido
mole, denominada osseointegracao. O processo de osseointegracdo envolve aspectos
biomecanicos e ainda nao foi completamente esclarecido. Em varios estudos tem-se
verificado que o tratamento da superficie do implante, por exemplo, superficies tratadas com
jateamento e condicionadas com ataque acido, vem sendo um dos principais fatores que
influenciam na osteogénese e, consequentemente, na osseointegracdo. Tais superficies
apresentariam condigbes apropriadas para uma aposicao 6ssea de forma mais rapida
possibilitando uma aplicacdo de carga em um menor periodo de tempo. Assim, a proposta
deste trabalho foi avaliar o fenémeno da osteogénese em implantes dentarios, considerando
diferentes superficies obtidas por diferentes condicbes de jateamento e ataque acido. A
avaliacao foi feita utilizando ensaios “in vitro” de cultura de células osteoblasticas, sendo
definido um indice para medir a intensidade da osteogénese baseado nas medidas da
proliferacao e viabilidade celular, fosfatase alcalina e nédulos de mineralizagdo. Os ensaios
foram conduzidos, de tal forma que, a sensibilidade das variaveis medidas fosse analisada e
através de métodos de similitude em engenharia definiu-se uma equagao de predicdo para o
fendbmeno. A vantagem deste procedimento é a possibilidade de previsdo do nivel da
osteogénese, sem utilizar ensaios “in vitro” e “in vivo” que em geral sdo demorados e de alto
custo, permitindo avaliar um produto, quanto as condi¢gdes da superficie, antes de ser

langado no mercado, servindo como uma “ferramenta” do controle de qualidade.

Palavras-chave: Implantes dentarios, Osseointegracdo, Osteogénese, Similitude,

Superficies de Titanio.






OLIVEIRA, L. S. Quantification of the Osteogenesis Process in Dental Implants. 2010.
205f. Doctorate Thesis, Federal University od Uberlandia.

Abstract

Dental implants appeared as an alternative for replacing missing teeth. The first dental
implants were based on empiricism and were unsuccessful because of the lack of controlled
clinical trials and scientific studies. In the 1960’s Branemark and colleagues, based on
clinical research developed a new implant system using a direct anchorage in the bone
structure, without an interposed having soft tissue, called osseointegration. The
osseointegration process involves biomechanical aspects and it is not yet completely
understood. In various studies it has been verified that the implat surface treatment, for
example, surfaces treated with sandblasting and acid etching, has shown itself to be one of
the principal factors influencing osteogenesis and consequently osseointegration. Such
surfaces offer conditions appropriate for a quicker bone apposition, thus making load
application possible in a shorter period of time. Therefore, the purpose of this study was to
evaluate the osteogenesis phenomenon in dental implants, taking into consideration the
different surfaces obtained through differing sandblasting and acid etching conditions. An
evaluation was carried out using “in vitro” experiments of osteoblastic cell culture. An
osseointegration index was defined to measure the intensity of the osteogenesis based on
calculations of cell viability and proliferation, alkaline phosphatase activity and mineralized
nodules formation. The experiments were conducted in such a way that the sensitivity of the
varios measures would be analyzed and, by means of similar methods in engineering, a
predictable equation was defined for the phenomenon. The advantage of this procedure is
the possibility of foreseeing the osteogenesis level, without resorting to experiments “in vivo”
and “in vitro” which, in general are time consuming and costly, making it possible to evaluate
a product, with respect to its surface conditions before putting it on the market, thus serving

as a quality control “tool”.

Key Words: dental implants, osseointegration, osteogenesis, similitud, titanium surfaces.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Atualmente a bioengenharia tecidual representa uma promissora interface na industria
de implantes médicos e odontoldgicos. Esta industria tem desenvolvido uma nova geragéo
de implantes fundamentada nos avancos das pesquisas em biologia celular e molecular.
Enquanto no passado a maioria dos implantes eram inertes e essencialmente estruturais,
produtos atuais e futuros buscam implantes mais biol6gicos em sua natureza, os quais
poderdao favorecer o processo de reparo inerente ao organismo, além de aumentar a
sobrevida desses implantes. A variedade de dispositivos utilizados na implantologia tem sido
explorada pela bioengenharia tecidual a fim de acelerar a velocidade de reparo 0sseo, a
qualidade e a quantidade de osso neoformado, além de diminuir ostedlise periprostética e
afrouxamento de implantes que tornem necessérias novas cirurgias (PUELO e NANCI,
1999; DAVIES, 2003; SCHMIDTet al., 2003).

O sucesso da terapia com implante é confirmada através da obtencdo de contato
direto entre a superficie do implante e o tecido 6sseo neo-formadoa nivel de microscépio
Gtico. Esse fendbmeno, denominado osseointegracdo, ocorre apds uma inflamacéo inicial
durante a instalacdo do implante, seguida por alteragcbes no micro-ambiente peri-implantar
gue conduzem a neo-formacdo 6ssea na superficie do implante. Clinicamente, o fendmeno
de osseointegracdo € caracterizado pela imobilidade do implante e auséncia de
sintomatologia durante a funcdo mastigatéria.

O termo “osseointegragéo” foi definido como sendo a ligagdo direta, estrutural e
funcional entre osso ordenado e vivo e a superficie de um implante sujeito a cargas
funcionais. A osseointegragdo foi observada em estudos realizados utilizando
microscopiaque consistia em uma leve inser¢do de uma camara de titdnio contendo um
sistema 6tico na fibula de um coelho. As camaras 6éticas ndo podiam ser retiradas do 0sso
ao redor apdés um periodo de tempo ja que a retirada resultava em o0sso aderido as camaras

(BRANEMARK, 1985). Este fenémeno é o “pilar’ da implantodontia atual e representou um



grande avanco da Odontologia. A busca por um substituto o mais préximo possivel do
elemento dental perdido, fez com que diferentes sistemas de implantes utilizando diversos
materiais fossem utilizados.Na década de 60, Branemark e colaboradores, desenvolveram
um novo sistema de implantes baseado numa ancoragem direta no tecido 6sseo intacto,
sem a interposicdo de tecido mole, denominada osseointegracdo (AMARANTE e LIMA,
2001; SIMON e WASTON, 2002; FRANCHIet al., 2005). Em estudos usando microscopia
eletrbnica de varredura, observou-se a existéncia de uma camada de lipoproteinas entre o
implante e o tecido 6sseo. A definicdo aceita atualmente é a de Zarb e Albrektsson
“Osseointegracdo é o processo pelo qual a fixacdo rigida e assintomatica de um material
aloplastico no osso é obtida e mantida durante a funcdo” (HOBKIRK e WASTON, 1996).

Os principais mecanismos relacionados ao processo de osseointegracdo dos
implantes sdo similares aos que ocorrem durante o reparo de uma fratura 6éssea, e
envolvem uma série de eventos celulares e moleculares (DAVIES, 2003; FRANCHlet al.,
2005). Sabe-se que no osso € possivel encontrar células mesenquimais indiferenciadas,
capazes de se diferenciarem (osteoblastos, ostedcitos, e de revestimento), que sao
denominadas células osteoprogenitoras. Além destas existem ainda os osteoclastos. Os
osteoblastos sdo o0s responsaveis pela sintese e secrecdo dos compostos organicos e
inorganicos da matriz extracelular do osso novo (ostedide) e, quando ficam presos entre o
ostedide mineralizado, passam a chamar-se osteocitos. Os osteoblastos que néo ficam
presos no 0sso pela agdo osteogénica, assumem uma morfologia similar e se convertem em
células de revestimento (BADENAS, 2004). Existem evidéncias crescentes de que algumas
acbBes como crescimento e diferenciacdo dependem do estagio de diferenciacdo das células
(WATZEK, 2004). Os mecanismos moleculares ligados a esses efeitos sdo pouco
conhecidos, mas a localizacdo e o nivel de expressao de receptores e ligantes de citocinas
em subgrupos especificos de células osteogénicas, podem ajudar a entender os caminhos
gue levam ao desenvolvimento e regulacdo da osteogénese (DAVIES, 2000; YAMADA et
al., 2000).

No entanto, os aspectos clinicos relacionados a osseointegragdo sdo consequéncias
de um padréo de secrec¢do de proteinas extracelulares e moléculas de adesé@o permitindo
que a superficie do implante seja povoada por osteoblastos, os quais vdo produzir nova
matriz 0ssea, inicialmente ndo mineralizada, a qual em fungdo do tempo e estimulos
bioquimicos ira sofrer mineralizacdo. Esses fendmenos iniciais, que levam a
osseointegracdo ndo podem ser avaliados clinicamente, sendo necessarios estudos “in
vitro”, utilizando modelos experimentais, para avaliar o comportamento celular na superficie
do implante, quando exposta a diferentes estimulos. Varia¢cdes na topografia de superficie

do implante podem influenciar na adeséo, proliferacdo celular, secrecdo de proteinas e



mineralizacdo da matriz extracelular, acelerando o reparo 6sseo. Os osteoblastos, células
responsaveis pela producdo da matriz 6ssea, respondem a variagcfes na rugosidade
superficial dos implantes, o que pode ser utilizado pela bioengenharia para favorecer a
osseointegracao.

Portanto, apesar do éxito nas aplicagbes que envolvem o fenbmeno da
osseointegracdo ao longo destes ultimos 20 anos ainda existem diversas investigacdes que
buscam obter melhores respostas a curto e a longo prazo. Por isso é necessario um amplo
conhecimento das propriedades fisico-quimicas e topograficas da superficie do material,
permitindo o desenvolvimento de novas geometrias com a otimizacdo da resposta tecidual
(BADENAS, 2004).

Atualmente, a descoberta dos eventos celulares e moleculares que conduzem a
formacéo 6ssea ao redor dos implantes, juntamente com o desenvolvimento de biomateriais
que favorecam esse processo, tem sido o foco da implantologia. Esse tipo de estudo
geralmente € realizado “in vitro” utilizando cultura de tecidos, mas as respostas sdo muito
variaveis em funcdo da origem das células utilizadas na cultura como osteoblastos de
roedores, diferenciados de células da medula 0ssea, ou culturas imortalizadas.

O titdnio vém sendo o material mais utilizado na implantodontia dentaria atual. Normas
internacionais determinam quatro graus de Ti para aplicacdo médica, que se classificam em
funcdo da quantidade de elementos intersticiais das ligas de titdnio. O aumento destes
elementos influenciam a resisténcia mecéanica, modificando a ductilidade e a resisténcia a
corrosdo. A melhora das respostas teciduais sdo conseguidas com tratamentos superficiais
que influenciam significativamente o efeito de cicatrizacdo 6ssea. Os tratamentos mais
significativos sao o polimento e a limpeza com dissolventes, o jateamento, o ataque &cido, a
projecdo por plasma de titanio, ataque alcalinos e projecao por plasma de fosfato de calcio
(BADENAS, 2004).

Estudos longitudinais demonstraram altas taxas de sucesso com o0s implantes de
titnio desde que adequadamente utilizados (ADELLet al., 1981; DAVIES, 2003). Novos
sistemas de implantes foram desenvolvidos, baseados no protocolo original de Branemark e
colaboradores, com variagdes na geometria do parafuso, composi¢cdo quimica do titanio,
topografia e tratamento de superficie (AMARANTE e LIMA, 2001; BRUNETTE e
CHEHROUDI, 1999; DAVIES, 2003; Llet al., 2004; XIE et al., 2005).

Os implantes odontologicos podem ser inseridos no osso maxilar ou mandibular,
podendo ser recobertos ou ndo com materiais bioativos. Existe no mercado um grande
namero, que continua crescendo, de sistemas de implantes. Esses implantes podem ter a
forma de cilindros, laminas, parafusos, cones, ou até mesmo imitar a geometria da raiz de

um dente. Quanto ao acabamento superficial, os implantes podem ser de titanio puro ou



recobertos. Quanto a fixagcdo ao 0sso, os implantes odontolégicos podem ser classificados
em quatro categorias principais: implantes do tipo 1, que sdo aqueles feitos de material
inerte e que ndo fazem nenhuma ligacdo com o 0sso; implantes do tipo 2 sdo os implantes
porosos, onde 0 0SSO cresce por entre as reentrancias, promovendo uma fixagdo mecanica.
Os implantes do tipo 3 sédo bioativos e formam ligagdo com 0 0sso através de reacdes
quimicas na interface. Implantes do tipo 4 que séo reabsorviveis, ou seja, que apos algum
tempo de insercdo, sao substituidos pelo osso.

As estratégias mais utilizadas para melhorar a resposta tecidual consistem no
aumento da rugosidade ou na aplicacéo de recobrimentos bioativos (BADENAS, 2004). Os
tratamentos de superficies buscam o estabelecimento de uma ligacdo quimica e mecanica
do osso ao material do implante. Atualmente, uma infinidade de tratamentos de superficies
tém sido aplicados aos implantes de titanio. Esses tratamentos envolvem desde tratamentos
puramente mecéanicos que visam o0 aumento da rugosidade superficial até tratamentos
guimicos que envolvem mudancas estruturais na camada de Oxido. Os tratamentos de
superficie que envolvem altas temperaturas tém a vantagem de aumentar a espessura da
camada de 6xido, bem como de estabilizar a mesma. A cristalinidade e a microestrutura do
oxido de titanio também influenciam a inducdo de precipitagcdo de apatita. O aumento da
rugosidade das superficies € feito com o jateamento utilizando particulas duras de 6xido. Os
Oxidos mais usados séo oxidos de Ti, Al ou Si. Ap6s o jateamento, é recomendado um
tratamento com &cido para retirar possiveis incrustacoes de particulas de 6xido e também
para uniformizar a rugosidade criada pelo processo de jateamento.

Embora ndo exista consenso quanto ao padrdo ideal de rugosidade (SADERet al.,
2005), sabe-se que as superficies rugosas apresentam melhores resultados que as lisas,
com efeitos positivos na resposta celular e diferenciacdo (LINCKS et al., 1998; BOYAN et
al., 2003; ROSA e BELOTI, 2003; SAMMONS et al., 2005; NAGEM FILHO et al., 2007).

Uma das condi¢Bes indispensaveis ao sucesso da osseointegracao é a presenca de
tecido Osseo viavel. E, portanto necessaria a presenca das células medulares que
pertencem ao sistema hematopoiético que tomam parte nesse processo, osteoclastos e
células indeferenciadas precursoras dos osteoblastos. As células osteoblasticas que séo
células de origem mesenquimal, serdo estimuladas a induzir formacdo de tecido 0sseo
(osteogénese). Uma das possibilidades de avaliar a viabilidade de formag&o 6ssea é através
de ensaios “in vitro”.

As modificacdes relacionadas a topografia e superficie tém sido avaliadas tanto “in
vivo” como “in vitro”, buscando determinar parédmetros como adesdo, proliferacdo e
viabilidade celulares, assim como determinacdo dos niveis de proteina total,
fosfatasealcalina e nédulos de mineralizacdo (ROSA e BELOTI, 2003; XAVIER et al., 2003).



Os principais testes “in vitro” sdo os testes em liquido corporal simulado (SBF) e os
testes de cultura de células. Os testes de cultura de células podem avaliar o efeito do
material sobre as células no que se refere & multiplicacéo, funcéo, toxicidade e adesdo. Ha
uma variedade de métodos de avaliacdo de toxicidade. No entanto, os materiais ndo toxicos
nao sao necessariamente biocompativeis, o que torna necessaria a realizacdo de outros
testes. Nos testes de cultura de células, é observado como células mantidas em cultura
interagem com as superficies. Esses testes tém a vantagem de indicarem ndo somente a
bioatividade, mas também a toxicidade das superficies analisadas.

Varios estudos tém avaliado as mudancas nos padrBes osteogénicos, “adeséo,
proliferacdo, viabilidade, presenca de fosfatase alcalina e formacéo de matriz mineralizada”,
em funcdo do tipo de tratamento de superficie. Jateamentos na superficie do titanio,
seguidos ou ndo, de ataque &cido, assim como tratamentos eletroliticos, possibilitaram o
desenvolvimento de superficies do tipo SLA (Sandblasted, large grit, acid-etched) e TPS
(Titanium plasma spray) (ROSA e BELOTI, 2003; XAVIER et al., 2003; SAMMONS et al.,
2005; NAGEM FILHO et al., 2007). Essas superficies encontram-se comercialmente
disponiveis e tém sido amplamente estudadas.

Recentemente, a industria de implantes odontologicos vem sofrendo uma grande
revolugdo através dos continuos avancos na area da biologia celular. Pesquisas nesta area
tém possibilitado o surgimento de novas geragfes de implantes médicos e terapias
relacionadas. Neste aspecto a biomecanica representa uma importante interface de auxilio
na avaliacdo de fenbmenos fisicos relacionados aos implantes dentérios.

O objetivo deste trabalho é analisar o fendmeno da osteogénese utilizando ensaios “in
vitro” de cultura de células e através destes resultados formular matematicamente a
intensidade da osteogénese em diferentes superficies de titdnio que poderiam ser utilizadas
em implantes dentérios. A equacéo de predicdo foi obtida utilizando métodos de similitude
em Engenharia. Utilizando o modelo matematico, determinou-se as variaveis 6timas para os
niveis de rugosidade e energia superficial, considerando as diferentes condi¢bes de
jateamento e ataque acido analisadas.

O trabalho foi proposto visando fornecer ao clinico e as empresas do setor maiores
conhecimentos sobre o fendmeno, facilitando a selecdo e analise de eventuais produtos,
quanto as variaveis analisadas influenciadas pelas diferentes condi¢gbes de superficie. Neste
caso, buscou-se introduzir uma nova forma de abordagem de um problema complexo
(processo de osteogénese), possibilitando uma andlise preliminar de um nova superficie,
evitando uma analise experimental que, em geral, € demorada, de dificil execucédo e de

custo relativamente alto.



A maior motivacao deste estudo é avaliar o fenbmeno da osteogénese “in vitro”, que é
um dos processos basicos da osseointegracdo em diferentes condigcbes de superficie,
utilizados em implantes dentarios. A avaliacdo sera programada de forma a obter uma
equacdo de predicdo que possa avaliar a intensidade da osteogénese, considerando discos
de titAnio nas diferentes condi¢cdes superficiais, sem ter que realizar um novo ensaio “in
vitro”, que além de ser de alto custo, é trabalhoso e dificil de ser executado e analisado.
Busca-se avaliar o processo e obter variaveis que possam realizar uma osteogénese mais
rapida, ou seja, que poderiam acelerar o processo de osseointegracao visando diminuir o
tempo de espera para a colocacéo de carga sobre os implantes.

Em muitos estudos analisando o torque de remocédo do implante ou mesmo através de
estudos “in vitro” foi observado que tratamentos de superficies (duplo ataque &cido,
jateamento seguida de ataque acido, revestimentos com hidroxiapatita, entre outros)
influenciam no processo da osteogénese, aumentando o contato 6sseo com o implante.
Diante desses fatos, nos ultimos anos, procura-se uma rugosidade Gtima para os implantes
utilizando tratamentos superficiais mais adequados para promoverem uma melhor
osteogénese.

Este trabalho foi organizado de tal forma que a analise do problema fosse feita de
forma sequencial até a apresentacdo e discussdo dos resultados. Neste caso, no Capitulo |
foi feita uma introducdo ao assunto estudado indicando o principal problema, vantagens e
desvantagens e 0s objetivos a serem alcancados. OCapitulo Il apresenta uma revisdo
bibliogréafica referente ao tema estudado especificando o estado da arte. No Capitulo Il foi
mostrado como o0s implantes osteointegrados estdo intimamente relacionados com o0s
fenbmenos da osseointegracdo e processos de osteogénese. Neste capitulo os processos
celulares séo discutidos e comentados.NoCapitulo 1V fez-se uma explanacdo do ensaio “in
vitro” de cultura de células, ou seja, da preparacdo dos reagentes, das amostras e dos
parametros osteogénicos. Descreve também o método utilizado para realizar a
caracterizacdo das superficies utilizadas no trabalho. O Capitulo V aborda o modelo
matematico proposto para avaliar a intensidade da osteogénese utilizando métodos de
similitude em Engenharia.O Capitulo VI apresenta os procedimentos experimentais deste
trabalho para a caracterizacdo da superficie.O Capitulo VII apresenta resultados de toda a
caracterizacdo da superficie bem como, a intensificacdo do nivel de osteogénese com a
formulacdo da equacao de predicdo em funcdo os resultados do ensaio “in vitro”.O Capitulo
VIl apresenta uma discussdo dos resultados. O Capitulo IX apresenta as conclusdes e

sugestdes para trabalhos futuros.



CAPITULO 11

REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tratamentos de Superficies de Implantes de Titanio

Hahn e Palich (1970) desenvolveram um experimento em que os revestimentos
porosos foram aplicados em implantes de titanio visando uma avaliacdo prévia das
superficies obtidas apds os revestimentos porosos. Os implantes foram colocados no fémur
de ovelhas por um periodo de 14 a 26 semanas. Os autores observaram que o torque de
remogao nas amostras com revestimento poroso foram aproximadamente 20 vezes maiores
do que os torques no grupo controle sem revestimento.

Meffert; Block; Kent (1987) analisaram trés tipos de implantes sem rosca:
comercialmente puro; comercialmente puro com superficiejateada com areia
degranulometria de 25 a 30 um e comercialmente puro com superficie recoberta de
hidroxiapatita de 75 um de espessura. Utilizaram um total de 101 implantes distribuidos em
10 cées. Os implantes foram removidos com 1, 4 e 10 meses apds a implantacdo e
observaram que 96 implantes tiveram uma cicatrizacdo sem infeccao e os outros 5 restantes
nao tiveram uma cicatrizacao favorecida. Na analise das trés superficies relataram que, na
primeira, os implantes foram de facil remogao por apresentar fibras paralelas ao longo do
eixo. Na segunda foi apresentado um encapsulamento delgado que com o passar do tempo,
foi diminuindo. E por ultimo, na terceira superficie obtiveram uma melhor resposta quanto
aosseointegracao, apresentando uma camada de osso lamelar na maior parte da superficie
podendo dizer que os implantes estavam histologicamentebiointegrados.

Spector (1987) realizou uma revisao sobre implantes poroso-revestidos utilizados em

cirurgias ortopédicas. Nesta revisdo, em meados dos anos 70, varios grupos prosseguiram



com o desenvolvimento de sistemas porosos. E ainda observou que os mecanismos
protéticos poroso-revestidos oferecem uma alternativa viavel para o tratamento de
implantes. Este estudo serviu de direcionamento para modificagdes em projetos futuros de
implantes.

Visando solucionar um problema de desaperto de implantes ortopédicos no 0sso, um
estudo feito por Pilliar (1987) com revestimentos porosos para superficies de implantes
visava evitar a ocorréncia de varios problemas de perda das propriedades mecéanicas dos
metais. Ele observou que os fabricantes conheciam os efeitos desses processos sobre as
propriedades mecanicas.

Com a finalidade de avaliar o remodelamento 6sseo ao redor de trés diferentes tipos
de implantes, Pilliaret al. (1991) utilizaram: i) implantes de Ti comercialmente puro
rosqueados; ii) implantes cénicos de liga de Ti com poros superficiais e iii) implantes conicos
de liga de Ti com poros em % apicais. Estes implantes foram inseridos em mandibulas de
cdes e mantidos em fungéo por 23 semanas para o grupo (ii) e 73 a 77 semanas para 0s
grupos (i) e (iii). Durante todo o tempo de aplicagcdo de forca, os implantes foram
acompanhados por andlises radiograficas. Observaram que para o grupo (i), houve um
crescimento 6sseo ao redor de todo o implante, para o grupo (ii) o crescimento dsseo
ocorreu com 4 semanas e para o grupo (iii) pequena quantidade de osso se formou proximo
a superficie. No entanto, no primeiro ano, ocorreu uma ligeira perda 6ssea para os grupos (i)
e (iii). Para evitar esta perda, os autores sugeriram recobrir coronalmente o implante com
material poroso.

Buser e colaboradores (1991) estudaram a influéncia das caracteristicas de diferentes
superficies na integracado dos implantes de titdnio com o osso. Os implantes foram inseridos
em tibia e fémur de seis porcos e retirados depois de 3 e 6 semanas para a analise. Os
autores observaram que superficies eletropolidas, jateadas com granulometria média e com
tratamento de ataque acido (HF, HNOj) tiveram uma porcentagem baixissima de contato
osso/implante com valores de 20 a 30%. Superficies jateadas com granulometria grossas e
tratadas com plasma de titdnio mostraram valores entre 30 a 40%. Ja as superficies
jateadas com granulometria grossa e tratadas com ataque acido (HCI, H,SO,4) mostraram
valores médios entre 50 e 60%. E, finalmente, as superficies com revestimento de
hidroxiapatita (HA) mostraram valores de 60 a 70% de contato 6sseo. Concluiram que o
aumento da interface osso/implante esta correlacionado com o aumento da rugosidade da
superficie do implante.

Em 1995, Martin e colaboradores analisaram discos de titanio de grau |l com varias
superficies: (PT) superficies pré-tratadas com acido fluoridrico (HF), acido nitrico (HNO3) e

lavadas; (EP) superficies eletro polidas; (FA) superficies com jateamento de granulagao fina



e ataque &acido: acido cloridrico (HCI) e acido sulfurico (H,SO,); (CA) superficies com
jateamento de granulagao grossa e ataque acido: HCl e H,SO,; (TPS) superficies com
jateamento de granulacdo grossa e revestida com plasma de hidreto de titanio. Estas
superficies foram classificadas na ordem da mais lisa para a mais rugosa (EP, PT, FA, CA e
TPS). Os autores analisaram os parametros osteogénicos nas superficies dos discos de
titdnio e em suas analises, observaram que quando comparadas com culturas de células
sobre o controle de plastico, o nimero de células foi reduzido nas superficies TPS e
aumentado sobre as superficies EP, enquanto que o numero de células sobre as outras
superficies foi equivalente com o observado sobre controle de plastico. Quanto a atividade
de fosfatase alcalina em particular foram encontradas células isoladas que tendem a
diminuir com o aumento das superficies rugosas. Vale ressaltar que a densidade de
recobrimento foi de 9300 células/cm? e o tempo de cultura foi de 24 ou 48 horas.

Com o objetivo de analisar microscopicamente a interface osso/implante, Piattelli;
Corigliano; Scarano (1996) avaliaram a resposta 6ssea em dois tipos de implantes tratados
superficialmente com plasma de titdnio quando carregados e em dois tipos de implantes
apos a insercao na regido pré-molar direita de dois pacientes com 18 e 34 anos. Os autores
observaram uma variagao significativa na analise morfométrica do contato osso/implante
para os dois pacientes. Além disso, utilizando o método de Von Kossa eles observaram que
0 0ssO na interface com o implante estava altamente mineralizado e nenhum tecido
conectivo e células inflamatérias foram encontradas na interface.

Em 1997, Vidigal Junior e Groisman fizeram uma analise critica da osseointegragcao
versus biointegragdo. Observaram que a utilizagao de implantes cobertos por hidroxiapatita
(HA) deve ser considerada como uma das escolhas quando a qualidade 6ssea nao é boa.
Concluiram também que os implantes dentarios nao devem ser reesterilizados, pois perdem
seu alto grau de biocompatibilidade podendo assim influenciar na formacdo da interface
osso-implante.

Wennerberget al. (1998) fizeram uma avaliagdo histomorfométrica de implantes na
forma de parafusos com duas superficies rugosas utilizando um total de 40 implantes
divididos em 4 grupos. Ao final de 12 semanas todos os implantes foram avaliados e
observaram que nas superficies jateadas foram encontradas particulas de 75 um de
tamanho e, além disso, houve um contato 6sseo mais acentuado que nas superficies
usinadas.

A maioria das modificacbes nas condi¢cdes superficiais tem sido propostas visando
uma maior interacdo dssea entre a interface osso/implante. E o que apresenta o trabalho de
Cochranet al. (1998) onde foi feita uma investigagdo que indicou que um implante de titanio

com superficie SLA obteve um maior contato 6sseo que os implantes com superficie TPS
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sob diferentes condi¢cdes de carregamento e descarregamento. Os autores fizeram um
estudo histométrico em mandibulas de 6 caes para a inser¢ao de 69 implantes. Apds todo o
tempo de analise os autores observaram que as superficies SLA obteram um maior contato
6sseo quando comparadas com as superficies TPS, o que leva a concluir que as superficies
SLA promovem um maior contato 6sseo em relagao as superficies TPS.

De acordo com os estudos de Linckset al. (1998), o niumero de células em superficies
de titdnio puro de grau Il com rugosidade variando de 0,22 um a 4,24 um foi reduzido
quando comparados com o numero de células sobre o plastico, enquanto foi equivalente as
superficies de liga de titdnio. Além disso, foi utilizada também uma densidade de
recobrimento de 9300 células/cm? com um tempo de cultura de 24 horas. A atividade de
fosfatase alcalina teve uma significAncia maior sobre as superficies mais rugosas. A
producao de osteocalcina aumentou somente sobre a superficie maisrugosa (R, = 4,24 um).
O mesmo acontece com a produgdo de colageno. Portanto, os autores sugeriram que a
rugosidade e a composigado da superficie podem desempenhar um papel mais importante e
que o melhor projeto para um implante € uma superficie de titAnio puro com uma micro
topografia aspera.

Uma analise em macacos das reagdes dos tecidos peri-implantes com implantes de
titdnio tratados com plasma, carregados imediatamente, foi feita utilizando 48 implantes
distribuidos uniformemente entre maxila e mandibula. Apés 3 dias da insercdo dos
implantes, foi cimentada uma superestrutura de metal sobre 24 implantes, os implantes
testes, abrangendo 12 implantes da maxila e 12 da mandibula. Os outros 24 implantes, os
implantes de controle, foram deixados sem carga. Nas analises microscopicas todos os
implantes estavam cobertos por osso e as andlises histomorfométrica demonstraram que
nos implantes teste a porcentagem de contato dsseo foi significativamente maior que nos
implantes de controle e nenhum tecido fibroso conectivo foi apresentado na interface
(PIATTELLI et al., 1998).

Em 1999, Rigo e colaboradores fizeram uma analise critica dos processos de
recobrimento com hidroxiapatita (HA) sobre substratos metdlicos apresentando as
vantagens, desvantagens e perspectivas de cada processo. Apds as analises, os autores
observaram que o Unico processo que possui uma importancia industrial e comercial, apesar
de algumas desvantagens evidenciadas em seu desempenho biolégico a longo prazo é o de
plasma spray (PS) podendo-se esperar que a cristalinidade e composicao sejam
semelhantes a da HA biolégica para que tenha o melhor desempenho em termos de
bioatividade.

Wennerberg e Albrekisson (2000) fizeram uma analise de varios métodos bi-

dimensionais e tri-dimensionais de medidas das ondulagdes, rugosidade superficial e
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analise topografica visando sugerir padroes para a avaliagdo de superficies de implantes.
Apoés as analises os autores sugerem que em projetos de implantes dentarios € aceitavel a
analise da superficie através do interferdmetro e profildmetroconfocal a laser utilizando as
areas como medidas. Sugeriram que a escolha dos filtros pode ser feita através dos valores
de ondulagdo e rugosidade, realizando medidas de R, e R, para analises bi-dimensionais e
S, e Sypara analises tri-dimensionais.

Em estudo feito por Gadelmawlaet al. (2002) onde utilizou as equagbes matematicas
dos parametros que medem a rugosidade de uma superficie. Foram determinados 59
parametros de rugosidade. Estas medidas foram utilizadas para fazer a caracterizacao de
uma superficie juntamente com um pacote computacional desenvolvido pelos autores.

Berglundhet al. (2003) investigaram as diferentes fases da cicatrizagdo envolvidas no
processo que resulta em osseointegragcdo. Os autores utilizaram um total de 160 implantes
ITI® com superficie SLA e 10 mm de comprimento inserido em mandibulas de 20 caes
labradores sendo que, cada animal recebeu 8 implantes, 4 do lado direito e 4 do lado
esquerdo da mandibula. Em tempos determinados pelos autores, 4, 7, 15, 28, 45, 60 e 75
dias os animais eram sacrificados para a retirada de material tanto para a analise histologica
como para a bidpsia. Apos fazer as analises em todos estes tempos descritos acima, os
autores concluiram que a rugosidade da superficie SLA aumenta a osteoconducgao,
consequentemente, melhora a osseointegragdo dos implantes quando comparadas com
superficies usinadas (lisas).

Ponzoni, em 2004, avaliou o tecido 6sseo frente a superficie de implantes tratadas
com jateamento de oxido de aluminio implantadas nas areas mandibulares com o6tima
qualidade e quantidade 6ssea com auséncia de infecgao, utilizando apenas cinco roscas
apicais e o fundo do implante para analise do percentual de osseointegracao. Foi observado
um contato 6sseo significativo de aproximadamente 76% quando comparado aos demais
estudos.

Conterno e pesquisadores (2004) estudaram a influéncia do ataque acido com
diferentes concentracdes em dois tipos de superficie de titAnio comercialmente puro grau 2,
uma superficie desbastada com granulometria de 600 e superficies tratadas inicialmente
com o jateamento. Utilizaram oito Idminas de titanio para cada superficie, uma temperatura
para o ataque acido de 60°C durante 30 minutos € um volume de solugcdo de6 ml.
Analisaram a topografia da superficie, a rugosidade e a perda de pesos das amostras.
Obtiveram como resultados que as topografias das superficies sofreram modificagdes em
todos os casos, as rugosidades nas superficies tratadas inicialmente com o jateamento
foram maiores que as observadas nas superficies desbastadas e na analise da perda de

peso das amostras logo apds o ataque acido apresentaram comportamentos diferentes,
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sendo que, com o acido sulfurico houve resultados diferentes enquanto que com o acido
cloridrico a perda de pesou aumentou a medida que as solucbes aumentavam as
concentragoes.

Diniz et al. (2005) fizeram um estudo onde o objetivo era caracterizar superficies de
titdnio submetidas a um tratamento superficial de jateamento com particulas de AlL,O; e
ataque acido com HF e H,O, para analise e processamento digital de imagens. Apds o
processamento digital das imagens, os autores conseguiram obter uma caracterizagéo
precisa da presenca de alumina que permitiu avaliar indiretamente o processo de fabricacéo
do material e futuros efeitos no comportamento biolégico de cultura de células
osteoblasticas.

Sabe-se que é de extrema importancia efetuar uma caracterizacdo da superficie
quanto aos elementos quimicos presentes na camada de Oxido e sua espessura, uma vez
que, estas caracteristicas influenciam no processo da osteogénese. Diante disso, Januario
et al. (2005) avaliaram a espessura e contaminantes da camada de 6xido em 5 marcas de
implantes osseointegraveis, NOBEL BIOCARE, 3I, CONEXAO, AS THECHNOLOGY e
NAPIO. Em todas as analises com espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
foram utilizados 11 implantes rosqueados lisos de 3,75 mm de didmetro por 10 mm de
comprimento. Apds as analises os autores encontraram uma espessura da camada de 6xido
de 15+ 3;6,3+0,5;6,0+0,2;6,3+0,4e 11+ 3 nm para os implantes das marcas NOBEL
BIOCARE, 3I, CONEXAO, AS THECHNOLOGY e NAPIO, respectivamente. Em relacdo a
analise dos contaminantes, os autores observaram uma minima presenga de carbono na
primeira marca enquanto que nas demais foi observado a presencga de carbono e também
de contaminantes inorganicos.

Da Silva (2006) tinha como objetivo em sua dissertacdo de mestrado caracterizar o
revestimento de po de titdnio sobre liga de titanio, obtido através de aspersao térmica por
plasma spray, e comparar com outros dois tipos de acabamento superficial, utilizado na
confeccao de implantes, a superficie usinada, e a superficie usinada e jateada por particulas
abrasivas. Em sua metodologia considerou a analise da superficie através de microscopia
eletrénica de varredura (MEV), em que se observou as alteragdes topograficas, e possiveis
modificagbes quimicas superficiais, com o auxilio de espectrometria por energia de
dispersao(EDS). Ao final de seu trabalho concluiu que os procedimentos para obter
superficies com perfil de rugosidade e morfologia tipicas para osseointegragdo mostraram
um aumento na area de contato superficial proporcionando maior potencial de contato
0sseo, além de favorecer a adsor¢ao do sangue pela acao do efeito da molhabilidade das
particulas arredondadas, garantindo com isso o inicio eficaz do processo de

osseointegracdo. Observou também que o perfil de rugosidade da superficie formada
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apresentou uma morfologia que deve favorecer o contato e a fixagdo de células ésseas que
necessitam de pontos de ancoragem para sua estabilizacdo e formagao de tecido 6sseo.
Em comparagdo com os implantes concluiu que os implantes preparados na pesquisa
obtiveram rugosidade superior aos comerciais e que a morfologia superficial apresentou-se
mais favoravel para que o fluxo sanguineo permaneca por efeito de molhamentoque
facilitaria de forma mais rapida a osseointegragao.

Paredes; Vaz; Silva (2006) apresentaram um estudo onde avaliaram a influéncia de
trés tipos de superficies no fendmeno da osseointegragao, tais como, a superficie usinada, a
jateada com o6xido de aluminio e esferas de vidro e por ultimo, superficie revestida com
titdnio pelo processo de plasma-spray. Perante isso, utilizaram amostras de titanio
comercialmente puro grau | com tratamentos. As amostras foram analisadas no MEV
observando a morfologia da superficie. A rugosidade da superficie foi medida através de um
rugosimetro com apalpador esférico com ponta de diamante de 2 ym de raio e amplitude de
acdo de 1 mm. Para obter os valores de R,, R,, R, e S, foi utilizado um percurso de analise
de 15 mm. Os autores concluiram o estudo observando que o jateamento mostrou-se
adequado para obter superficies com rugosidades e morfologia que podem influenciar de
maneira significativa no processo da osseointegracdo. No tratamento de revestimento os
autores concluiram que o processo de plasma-spray aumentou a area de contato superficial,
favorecendo também uma melhor adsor¢ao sanguinea que influenciou a osseointegracao,
apesar de terem observado a presengca de contaminantes na superficie. E finalmente,
consideraram que as rugosidades obtidas nas amostras favorecem a adesao celular.

Medeiros et al. (2006) estudaram o processo biomimético aplicado a amostras de
titAnio poroso em um processo de tratamento a quente com duas temperaturas diferentes.
Para isso, utilizaram amostras de titdnio poroso com dimensdes de 8 mm de didmetro e 5
mm de comprimento. Estas amostras passaram por um tratamento quimico utilizando um pé
de titdnio grau 2 com particulas variando de 149 — 177 ym de tamanho e, apés este
tratamento as amostras foram imersas em solucido fluida corporal a 400°C e 600°C,
permanecendo por 2 e 7 dias. Apos o periodo dos experimentos os autores concluiram que
os tratamentos quimicos e quentes aplicados ao titAnio poroso mostraram-se capazes de
produzir um indicador de titanato de soédio e aumentar a bioatividade das superficies. Os
autores concluiram ainda que o periodo de imersdao de 7 dias apresentou melhores
resultados para a fase rica de Ca e P apresentando um crescimento no revestimento de
fosfato de calcio quando comparados com o outro tempo de imersdo na solugao fluida
corporal.

Com a realizagao de uma revisao da literatura mais aprofundada sobre a influéncia da

textura superficial em implantes dentarios, (NAGEM FILHO et al., 2007) concluiram que a
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superficie de titdnio com uma rugosidade e microestrutura complexa aumentam a
osseointegracédo na interface osso/implante com o aumento da area da osseointegracao,
elevando a forga de torque de remocgao “in vivo” e a diferenciagao “in vitro” dos osteoblastos.
Além disso, observaram que em superficies de implantes tratadas com plasma de titanio
(TPS), jateadas com areia e condicionadas com acido (SLA) tanto a rugosidade como o
tratamento quimico das superficies podem influenciar bastante a forca de remocgao. Além de
promover macrorrugosidade, o tratamento da superficie elimina a contaminagao e o estado
hidrofébico da superficie, permitindo uma melhor adsor¢cdo de proteinas. Por outro lado,
possibilita aperfeicoar o procedimento, podendo ainda, permitir a aplicagdo de forgas nos
implantes de forma mais rapida e ampliar a gama de aplicagcbes possiveis para 0sso
alveolar de densidade inferior ou favorecer sua aplicagcdo em osso regenerado.

Neste mesmo ano de 2007, Vaz estudou a morfologia de revestimentos de titdnio a
fim de contribuir para um melhor entendimento e confirmagado dos paradmetros adequados
para uma otimizagcdo desta superficie, através do processo plasma spray, para que possua
uma morfologia favoravel a osseointegragcdo. Utilizou amostras jateadas com éxido de
aluminio branco, revestidas pelo processo de aspersao térmica plasma spray com Titanio
comercialmente puro, sendo que um dos lados, além do revestimento teve um jateamento
superficial posterior com esferas de vidro e em metade das amostras, fez-se um pré-
aquecimento. Utilizou a microscopia eletrénica de varredura para verificar as propriedades
mecanicas superficiais e as fases presentes no material. Apds deixar as amostras em
solugdo SBF (Fluido Corporal) por 30 dias, verificaram a bioatividade da superficie. Ao final
de seu estudo, observou que a presenca de 6xido de titanio na fase rutilo foi significante,
que ocorreu um aumento na rugosidade da superficie e, com isso, houve modificagbes na
morfologia do titAnio comercialmente puro revestido.

Gehrkeet al. (2008) estudaram o acondicionamento da textura superficial de implantes
dentarios através da analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Para esta
analise os autores utilizaram amostras de implantes usinados em titanio grau | de didmetro 4
mm e comprimento de 8,5 mm, nas quais sofreram um tratamento superficial com
jateamento e triplo ataque acido. No jateamento utilizaram particulas de 6xido de aluminio a
uma distancia de 5 cm e uma pressédo de 100 psi. Apds este jateamento, as amostras
receberam um triplo ataque acido (acido fluoridrico, acido sulfurico mais acido cloridrico e
acido nitrico) formando quatro grupos de analises de acordo com o tempo de imersédo nos
acidos: GT1 — 5 minutos, GT2 — 7 minutos, GT3 — 10 minutos e GT4 — 15 minutos. Nas
analises no MEV, os autores concluiram que a rugosidade superficial € um fator importante
que influencia a escolha do implante sendo que de acordo com o tratamento que a

superficie recebe, aumenta-se a area de contato ésseo e conseqlientemente aumenta a
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osseointegracdo. Além disso, os autores observaram que o jateamento associado com a
aplicacdo de acido sulfurico mais acido cloridrico por dez minutos foi a condicdo que
apresentou a textura superficial mais regular e uniforme permitindo uma melhor adsor¢ao de

proteinas.

2.2. Ensaios “In Vitro” de Cultura de Células

A auséncia de estudos da formacgao do tecido dsseo “in vitro” utilizando células da
medula 6ssea de animais adultos foi fundamental para que Maniatopoulos; Sodek; Melcher
(1988) estudasse tal formagdo Ossea através da cultura de células da medula 6ssea de
ratos com 40 a 43 dias de vida. A cultura foi feita no meio contendo a-MEM, 15% de soro
fetal bovino, antibiéticos e 50 ug/ml de acido ascérbico. E também em meio suplementado
com 10 mM Na-B-glicerofosfato, 10°M de dexametasona, ou uma combinacido de ambos.
Apoés a cultura, células foram examinadas e eles observaram que a colagenase e nédulos
de mineralizagdo exibindo caracteristicas similares ao do osso foram formados. Células
associadas com os nédulos de mineralizagao apresentaram atividade de fosfatase alcalina.
As analises mostraram ainda que o tecido 6sseo pode ser sintetizado “in vitro” por cultura de
células de medula 6ssea jovem/adulta, desde que contenha ambos os meios, (-
glicerofosfato e, particularmente, dexametasona.

Keller; Grotendorst; Dougherty (1989) publicaram um estudo da capacidade de
adesao celular sobre discos de titanio puro com trés tipos de esterilizagdo: autoclave, éxido
de etileno e alcool etilico (100%). Os discos foram imersos em meio de cultura para
fibroblastos por 60 minutos e apds esse periodo os discos foram analisados e observaram
que os indices de adesao celular para cada uma das esterilizacbes foram de 82%, 76% e
75%, respectivamente. No entanto, foram utilizados plasticos tratados para adesao celular
como grupo controle, ou seja, 60 minutos era igual a 96% adesao. Diante disso, os autores
concluiram que o tipo de esterilizagao pode afetar na resposta bioldgica dos tecidos aos
implantes.

No mesmo ano, Michaelset al. fizeram um estudo comparativo do grau de adesao
celular entre superficies lisas e rugosas. Utilizaram discos de titanio que foram limpos e
colocados imersos no meio de cultura contendo fibroblastos de ratos por 2 horas.
Paralelamente, outras amostras foram colocadas imersas no meio de cultura contendo
osteoblastos pelo mesmo tempo. Apds os 15 minutos iniciais, os indices de adesdo na
cultura de fibroblastos para superficies lisas e rugosas foram de 41% e 21%,
respectivamente. Decorridas as 2 horas o indice foi o mesmo para ambas as superficies.

Por outro lado, em cultura de osteoblastos, apds os primeiros 15 minutos, obtiveram o
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mesmo indice de adesdo para as duas superficies. Ja apos as 2 horas, obtiveram 63% para
superficies rugosas e 47% para superficies lisas. Com esses resultados, os autores
observaram que as superficies rugosas possibilitariam uma maior aderéncia ao longo do
tempo e que células osteoblasticas proporcionariam melhores resultados nos ensaios “in
vitro” de cultura de células.

Bowerset al. (1992) avaliaram a adesdo de células osteoblasticas em superficies
rugosas provida por um jateamento com Al,O3; por polimento e lixamento; por ataque acido
com HF 3,5%/HNO; 25% e em superficies produzidas utilizando papel metalografico de
granulacédo 60 ou 120. Como grupo de controle, foram utilizadas amostras polidas usando
papel metalografico 600. Apds avaliarem a rugosidade superficial das amostras em um
perfildmetro, as mesmas foram colocadas em meios de cultura de calvaria de ratos. Ao
retirar as amostras dos meios, as amostras foram avaliadas por microscopia eletrénica de
varredura e observaram que a superficie provida por jateamento demonstrou ser mais
conducente para a adesdo celular do que as outras superficies apresentando niveis
significativamente altos.

Gomi e Davies (1993) observaram em ensaios “in vitro” que a rugosidade do substrato
da superficie influencia ambas a soma e a distribuicdo espacial do osso. Estes ensaios
foram realizados em discos de poliestireno com 3,5 mm de didmetro distribuido em trés
grupos: superficie lisa, superficie rugosa obtida com uma lixa de grdos de carboneto de
silicio de tamanho 26 um (granulometria 600) e superficie rugosa obtida com uma lixa de
graos de carboneto de silicio de tamanho 46 pm (granulometria 320). Além dos discos,
utilizaram também células derivadas da medula 6ssea de rato durante um periodo de 2
semanas. Apos este periodo, utilizaram o método de Von Kossa para a observagado no
microscopio de contraste de fase invertido e andlise das imagens no Bio-Quant IV. Os
autores também observaram diferencas nas distribuicdes dos tecidos mineralizados nos trés
grupos.

Em 1996, utilizando discos de titAnio com as caracteristicas superficiais: (PT)
superficies pré-tratadas com acido fluoridrico (HF), acido nitrico (HNO3) e lavadas; (EP)
superficies eletro polidas; (FA) superficies com jateamento de granulagao fina e ataque
acido: acido cloridrico (HCI) e acido sulfurico (H,SO,); (CA) superficies com jateamento de
granulagdo grossa e ataque acido: HCl e H,SO,; (TPS) superficies com jateamento de
granulagcdo grossa e revestida com plasma de hidreto de titdnio. Estas superficies foram
classificadas na ordem da mais lisa para a mais rugosa (EP, PT, FA, CA e TPS), MARTIN e
colaboradores analisaram a morfologia celular, proliferagao celular, a atividade de fosfatase
alcalina dentre outros parametros importantes no processo de osseointegracdo. Estas

analises foram feitas com discos de titanio puro de grau Il que ja foram usados, sendo que
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os mesmos foram limpos e autoclavados, e utilizaram a mesma densidade de recobrimento
com um tempo de 24 horas de cultura. Os autores observaram que a camada de fosfatase
alcalina depois da cultura sobre as superficies FA e TPS foi significativamente mais baixa do
que sobre as outras superficies. Constataram que nao houve diferengas entre discos de
titdnio novo ou usado. Como resultado final, observou que a limpeza e esterilizacdo nao
influenciaram a superficie dos implantes de titdnio. Com isso, concluiram que os implantes
poderiam ser reutilizados com seguranga em um mesmo paciente.

Piattelliet al. (1997) estudaram dois implantes com tratamento superficial de plasma
de titanio apés 8 e 9 meses de carregamento. Neste estudo foi observado, utilizando analise
microscopica, cerca de 60 a 70% de osso cortical em ambos os implantes. Foi encontrado
também um numero pequeno de osteoblastos na interface com a fosfatase alcalina e
nenhuma célula positiva na interface com o acido de fosfatase. Ao final do estudo, os
autores relataram que carregamentos imediatos podem ser propicios para um paciente com
boa qualidade 6ssea. Bons resultados tém sido relatados para implantes com superficies
usinadas, enquanto que em outras superficies necessitam de mais informacdes antes de
concluirem sobre carregamentos imediatos nas mesmas.

Em implantodontia, a biocompatibilidade dos tecidos 6sseos para a superficie do
implante e os fatores ambientais locais assume um importante papel no processo da
cicatrizagdo. Células derivadas de tecido dsseo intra-oral demonstram ser uma fonte de
informacao sobre células osteoprogenitoras necessarias para a cicatrizagdo ao redor dos
implantes periodontais. Neste caso, Mailhot e Borke (1998) apresentaram um método
conveniente de isolamento e de cultura “in vitro” utilizando células osteoblasticasintra-orais
humanas, derivadas da preparacdo do sitio local de um implante dentario. Os autores
caracterizaram a fosfatase alcalina, a presencga de osteonectina, de osteocalcina e de um
precursor intracelular do colageno do tipo |. Todas as analises foram feitas obedecendo a
um protocolo especifico para tais caracterizacoes. Nesta ultima analise, o colageno do tipo |
faz-se superior a 90% da proteina da matriz 6ssea e observaram também que em todas as
culturas testadas, mostraram areas de calcificacdo de graus variados.

Visando estudar o potencial da topografia da superficie do implante de titanio sobre o
processo de formacdo e mineralizacdo da matriz extracelular, Cooper et al. (1999)
realizaram um estudo utilizando cultura de células osteoblasticas. Ao final de 14 e 21 dias de
cultura observaram que houve a formacédo de matriz mineralizada em todas as superficies
que foram analisadas histologicamente. Detectaram que foi durante os primeiros 14 dias de
cultura que ocorreu a formacdo de multicamadas mineralizadas. A principal descoberta
deste estudo foi que a formagao e mineralizagcao da matriz osteoblastica € modificada de

acordo com as alteracdes nas superficies do implante. Observaram que as superficies TPS
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tiveram uma formacdo e mineralizacdo da matriz mais significativa do que as outras
superficies. Concluiram também que a topografia da superficie contribui para a modulagao
do comportamento da cultura de células.

Orsiniet al. (2000) analisaram a adesdo e a proliferacao celular em implantes com
superficies usinadas, tratadas por ataque acido (1% HF/30% HNO;) e jateamento. As
superficies tratadas tinham uma rugosidade média proxima a 2,15 um. Com um tempo de
cultura de 24 horas, os autores observaram que o ataque acido e o jateamento séo
procedimentos seguros e previsiveis e podem melhorar a adesao e proliferacao celular.

Perizzolo; Lacefield; Brunette (2001) verificaram que a topografia e a composi¢ao
quimica influenciam na osteogénese e que existem interacdes entre as duas. Diante desse
fato, analisaram superficies lisas, com microranhuras e superficies revestidas com
hidroxiapatita através da cultura de osteoblastos de ratos mantidas em um meio
suplementado por 24 horas a 6 semanas. Observaram que em superficies com
hidroxiapatita houve uma maior producdo de ndédulos que a superficie de titAnio com
microranhuras, que por sua vez, produziram mais nédulos mineralizados que as superficies
lisas. Além disso, havia também uma interagdo estatistica significante entre a topografia e a
composicao quimica das superficies na formacado de nédulos mineralizados. E ainda, uma
forte correlagao entre fosfatase alcalina com 2 semanas e nodulos com 6 semanas,
sugerindo que a fosfatase alcalina possivelmente possa ser usada como principal indicador
da osteogénese sobre superficies fabricadas.

A atividade de fosfatase alcalina, a produgdo de osteocalcina e de colageno foram
estudadas em superficies de titanio puro (Ti) e em superficies revestidas de éxido de titanio
e hidroxiapatita (TiO,/HA) com diferentes proporgdes: propor¢cao 2:1 — TiO,/HA 0,5;
proporcdo 1:1 — TiO,/HA 1; propor¢gao 1:2 — TiO,/HA 2.0s autores concluiram que o
crescimento e a morfologia das células foram similares em todos os materiais testados. A
atividade de fosfatasealcalina e producdo de colageno na cultura de osteoblastos sobre
revestimentos de TiO,/HA foram significativamente maiores do que sobre o Ti e sobre
poliestireno. O crescimento de células osteoblasticas sobre o revestimento TiO,/HA 1
mostrou um aumento significante na produgdo de osteocalcina (RAMIRES et al., 2001).

Montanaro et al. (2002) fizeram uma analise do numero de células, da atividade de
fosfatase alcalina e da producao de osteocalcina sobre superficies de liga de titanio (TigAl,V)
com revestimento de fluorhidroxiapatita (FHA), nomeando as superficies de baixa
rugosidade de LR-FHA (R, = 5,6 um) e as superficies de alta rugosidade de HR-FHA
(Ra = 21,2 um). Os autores perceberam que depois de 4 e 11 dias de cultura, a presenga de
células sobre as diferentes superficies foram similares. Além disso, observaram que ambos

os tipos de revestimentos (LR-FHA e HR-FHA) mostraram um aumento significante na
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atividade de fosfatase alcalina e concluiram que os mesmos suportam a adesdo e
crescimento de osteoblastos.

A boa biocompatibilidade de superficies de titanio tem sida demonstrada em muitas
pesquisas experimentais e clinicas. Diferentes topografias foram testadas em diferentes
modelos de cultura de células. Uma busca sistematica foi realizada selecionando artigos,
fazendo uma investigacao de bibliografias de artigos identificados e aplicando critérios de
inclusdo e exclusdo, selecionou 348 referéncias. Os autores deram maior énfase em
experimentos realizados com células humanas osteoblasticas MG63, originadas
isoladamente de um osteosarcoma humano, cultivadas sobre diferentes superficies de
titAnio. Eles verificaram que superficies texturizadas de titdnio puro com valores de
rugosidade média (R,) proximo de 4 um sdo bem aceitos por células MG63 (BACHLE;
KOHAL, 2004).

Vidigal Junior et al. (2004) fizeram um estudo buscando a compreensao dos fatores
biomecanicos que influenciam a osseointegracao. Neste estudo, observaram que a perda do
implante ap6s o periodo de cicatrizacdo € provocada pela placa bacteriana ou por
sobrecarga oclusal. Os autores relataram também que a area de contato osso/implante
também ¢é importante para o sucesso da osseointegragao, ou seja, um maior contato ésseo
provocado pelo aumento da area da superficie do implante diminui a tensdo na interface
implante/osso prevenindo a perda Ossea na interface que podera causar a perda do
implante. Para os autores, a geometria do implante, o didmetro, o comprimento do implante
e a quantidade 6ssea da interface sao fatores biomecanicos que influenciam no tratamento
da implantodontia. Os autores concluiram que para evitar tais riscos das perdas é
necessario fazer um planejamento cirlrgico protético onde se realizam todos os estudos
possiveis das condi¢cdes do paciente em receber um implante dentario.

Masakiet al. (2005) avaliaram os efeitos topograficos sobre diferentes superficies de
tithnio. Para a realizacdo desta analise foram utilizadas quatro superficies, TiO.Blast
(superficiesjateadas com dioxido de titanio), Osseospead (superficies jateadas com titanio e
atacadas eletroquimicamente com acido hidrofluoridrico diluido), SLA, (superficies jateadas
com graos grandes de Al,O; e atacadas com H,SO,/HCI) e SLA, (superficie preparada por
jateamento, ataque acido, enxaguados sob protecdo de N, (gas nitrogénio) e armazenados
em solugdo isotbnica de NaCl). Além destas superficies, os autores utilizaram plastico como
controle. E com uma linhagem de células fibroblasticas humanas HEPM 1486 (ATCC)
realizaram ensaios “in vitro”. As analises topograficas das superficies foram realizadas
através da Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) apds 72 horas de cultura sendo que
todas as analises foram feitas em ftriplicatas. No plagueamento do ensaio “in vitro” utilizaram

um numero de 50.000 células por 10 pl de meio. Os autores observaram melhores
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resultados da expressdo ALP nas superficies modificadas (SLA,, hidrofilicas) e concluiram
que as diferentes propriedades da superficie do implante podem influenciar na expressao de
genes 6sseos e fatores de transcricdo das células.

Gebran e Wassal, em 2007, fizeram uma investigagdo da adesdo de osteoblastos
sobre implantes osseointegraveis com superficie tratada (Titamax [I®). Os autores
realizaram ensaios “in vitro” de cultura de células para fazer esta investigagdo onde
utilizaram linhagens celulares derivadas do tecido 6sseo de ratos recém nascidos, nove
implantes Titamax |I® - Neodent com 3,75 mm de diametro e 13 mm de comprimento. Apos
0s ensaios “in vitro”, os autores analisaram as superficies dos implantes no MEV e
concluiram que a liga de titAnio possui caracteristicas biocompativeis com células 6sseas
promovendo a adesado no implante e que o grau de rugosidade da superficie apresentou
sucesso ha adesao da linhagem de células 6sseas e, o implante apresentou um excelente
desempenho “in vitro” no tocante a adesao de células osteoblasticas.

Neste mesmo ano, Andrade Junior et al. (2007) compararam a proliferagéo “in vitro”
de fibroblastos de origem animal sobre superficies de titanio lisas e com tratamento
superficial onde utilizaram amostras de titdnio grau 2 que passaram por um tratamento
quimico com solugcdo acida (acido fluoridrico e peréxido de hidrogénio, HF e H,0O,,
respectivamente). Apds o tratamento as superficies foram caracterizadas utilizando o
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) e umrugosimetro apalpador para medir a
rugosidade. No estudo “in vitro” utilizaram linhagem de células fibroblasticasVERO. A
proliferacao celular foi medida através do método MTT que utiliza corante para identificar a
quantidade de células vivas apos 1, 2, 7 e 14 dias de cultura. Em suas analises, os autores
observaram que a proliferagcao celular de fibroblastos foi menor em superficies de titanio
rugosas do que nas superficies lisas ndo observando diferencas significativas no 14° dia de
cultura.

Malaspinaet al. (2008) fizeram um estudo “in vitro” de cultura de células
osteoblasticasHFob 1.19 durante a fase de diferenciacdo celular visando modular a
atividade de TRAP (Tartrate-ResistantAcidPhosphatase). Neste estudo, os autores
analisaram os marcadores osteogénicos, em particular, a atividade de fosfatase alcalina que
foi analisada em 7, 14, 21, 28 e 35 dias de cultura e a formacado dos ndédulos mineralizados
que foram analisados em 7 (grupo controle), 28 e 35 dias de cultura. Como resultados, os
autores apresentaram que a atividade de fosfatase alcalina sofreu um aumento significativo
no 21° dia e um decréscimo significativo entre o 28° e 35° dia do experimento. Ja na
formagao dos nodulos foi observada uma mineralizagao visivel no 28° dia e no 35° dia de

cultura apresentou um aumento de tamanho dos ndodulos mineralizados. Os autores
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concluiram que a atividade de TRAP pode ser modulada durante a fase de diferenciacao
osteoblastica com as analises dos marcadores osteogénicos proposto no trabalho.

Mendonga et al. (2008) fizeram uma revisdo para explorar as aplicagbes
nanotecnoldgicas em superficies de Ticpvisando avaliar novas oportunidades para a criagdo
de novas superficies de implantes enddsseosatravés de um maior controle das células
aderentes. Os autores concluiram que modificagbes na superficie na escala nano podem
alterar as respostas celulares na interface osso-implante influenciando favoravelmente o
processo da osseointegragao. Além disso, em ensaio de cultura de células, os autores
observaram que por causa destas modificagcbes houve um aumento da formagao de osso na
interface e, estudos clinicos futuros serdo responsaveis nos esclarecimentos das vantagens
e desvantagens de se trabalhar com um implante cuja superficie é tratada na escala
nanomeétrica.

Geris et al. (2009) investigaram os efeitos de varios pardmetros de carregamento do
implante integrados a regeneragdo 6ssea em uma camara com o0sso. Utilizaram modelos
matematicos capazes de capturar a regeneragdo Ossea do peri-implante, modelos de
elementos finitos bi-dimensionais e tri-dimensionais de um implante cilindrico e tecido dentro
da camara. Sendo que nos modelos bi-dimensionais foram analisadas seg¢des transversais
(S1 a S5) e nos modelos tri-dimensionais foram analisados o0 modelo como um todo. Varias
simulagdes com diferentes condigdes de carregamento foram feitas para comparar os dados
experimentais com os resultados obtidos nas simulacbes. Apds todas as simulagdes e
comparagdes, os autores observaram que no modelo bi-dimensional os melhores valores
para a fragdo 6ssea foram obtidos nas sec¢des S1 e S5. Observaram também que ao variar
a grandeza do deslocamento de 30 a 500 um notou desde uma auséncia de contato osso-
implante até a presenga de uma camada de tecido fibroso, sendo que esta camada pode
levar a faléncia do processo da osseointegragcdo. No modelo tri-dimensional, observaram
uma boa concordancia entre os valores medidos e preditos da fragao 6ssea. Apds todas
estas observacgbes, os autores concluiram que os resultados numéricos e experimentais
tiveram uma boa relagdo e que simulagbes com frequiéncia de carregamento mais baixa
favorecem a osseointegracao do implante dentro da camara.

Mironet al. (2010) avaliaram a ligagdo, a proliferacdo e a diferenciacdo através da
fosfatase alcalina de células osteoblasticas de calvaria de ratos sobre superficies de titanio
lisa (PT) e tratada com jateamento de particulas de titdnio e ataque acido HCI/H,SO, (SLA).
E sobre estas superficies ainda fizeram a aplicacdo do revestimento da matriz de esmalte
(EMD). Estas analises foram feitas utilizando o ensaio “in vitro” de cultura de células. Nestes
ensaios foi observado que com ou sem matriz de esmalte sobre o titdnio, a morfologia

celular ndo teve alteragdo. A proliferagdo celular foi maior nas superficies lisas (PT) sem
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revestimento do que nas superficies SLA sem revestimento. Porém, a atividade de fosfatase
alcalina foi significativamente maior nas superficies com revestimento EMD do que em
superficies sem revestimento e, o mesmo resultado foi obtido na formagao dos nédulos de
mineralizagdo. Os autores concluiram que as superficies EMD melhora a diferenciacao
osteoblastica sobre superficies de titanio, independente da topografia. Com isso, os autores
sugeriram que o revestimento com matriz de esmalte pode ser uma ferramenta importante

para a formacao 6ssea ao redor dos implantes dentarios.

2.3. Ensaios de Torque de Remocdao

Johansson e Albrektsson (1987) procuraram avaliar o torque de remogao de implantes
utilizando um total de 25 coelhos adultos e 50 implantes sendo que cada animal recebeu 2
implantes. Apés a insercdo e decorridos 3 semanas, 1, 3, 6 e 12 meses, um grupo de
coelhos era sacrificado e um implante era removido utilizando um torquimetro enquanto que
o outro implante era removido por uma trefina para andlise morfolégica. Os torques
observados durante o experimento para os intervalos de tempo definidos foram de 10 Ncm,
16,8 Ncm, 68 Ncm, 77,6 Ncm e 88 Ncm, respectivamente. Ja a analise morfologica
constatou que quanto maior o tempo pdés-inser¢ao maior era a quantidade de osso ao redor
do implante.

Carlsson et al. (1988), fizeram um estudo comparativo dos implantes de titanio
comercialmente puro com superficies lisa e rugosa em tibia de coelhos em relacdo ao
torque de remocdo. Observaram que aos 6 meses de inser¢ao os implantes com superficie
rugosa, o torque foi maior do que com a superficie lisa. Uma vez que nos dois tipos de
implantes houve a osseointegragao.

Carret al. (1995) avaliaram a torque de remocgao em trés tipos de implantes com rosca
de mesmo tamanho: Ti comercialmente puro, TisAl;V e revestido por hidroxiapatita. Os
implantes foram inseridos em maxila e mandibulas de 6 macacos. Apds um periodo de
cicatrizacdo, 3 a 4 meses, os implantes foram removidos e o torque medido. Os valores
foram analisados estatisticamente e obtiveram valores médios para hidroxiapatita, liga de
tithnio e para o Ti comercialmente puro iguais a 186 Ncm, 78,6 Ncm e 74 Ncm,
respectivamente. Os valores de torque de remoc¢ao na mandibula foram maiores que os da
maxila, porém, ndo houve diferenca significante. Os autores concluiram que um torque de
35 Ncm seria ideal para uma colocacdo de um intermediario e forneceria uma margem de
seguranga para outros implantes com geometria similar aos deste estudo.

Em 1997, Pebéet al. propuseram um estudo piloto para avaliar o torque de remogao

de implantes rosqueados com superficies usinadas, tratadas por jateamento e tratadas com
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ataque acido sob condi¢cdes de carregamento e descarregamento. Os autores observaram
que a resisténcia da interface osso/implante obtida através do torque de remocédo é
influenciada por diferentes caracteristicas das superficies sendo que as superficies tratadas
com ataque acido resistiram mais as forcas de remog¢do quando comparadas com as
superficies jateadas ou usinadas. Na avaliacdo histolégica do contato 6sseo com as varias
superficies de implantes ndo mostraram diferengas significativas entre elas.

Com a necessidade de uma compreensdao mais abrangente sobre o fendbmeno da
osseointegracdo, Lourenco Junior (1998) estudou as caracteristicas deste fendbmeno ao
redor de implantes NAPIO inseridos em tibias de coelhos utilizando no experimento um total
de sete animais, sendo que em cada animal foram inseridos dois implantes, um para
avaliacao histolégica e outro para a obtencao da forga do torque de remocéao. Os resultados
observados para esta ultima apés 15 dias, 3 e 6 meses foram 7,30 Ncm, 52,65 Ncm e
79,7 Ncm, respectivamente. Observou também que os valores obtidos foram muito similares
com os valores obtidos por Johansson e Albrektsson (1987) sendo que as diferengcas podem
estar relacionadas com a rugosidade superficial apresentadas pelo sistema NAPIO e
NOBELPHARMA. O torque de remocao apresentou uma relacdo diretamente proporcional
ao intervalo de tempo pdés-insergédo, ou seja, quanto maior o tempo decorrido apds o ato
cirargico, maior o torque necessario para a remogao do implante.

Procurando avaliar a resposta 6ssea para duas superficies com diferentesrugosidades
comparando-as com a superficie porosa com malha de fibras, D’Lima et al. (1998) utilizaram
um total de 60 coelhos adultos e machos pesando entre 3 e 3,5 Kg para a inser¢cado de
implantes cilindricos com 25 mm de comprimento e 5 mm de didmetro visando medir a
osseointegracao para as diferentes superficies. As superficies analisadas foram: superficies
revestidas com malha de fibra, com poros médios de 400 uym de tamanho; superficies
tratadas por jateamento com rugosidade de 6 um; superficies tratadas por ataque acido com
rugosidade média de 18 um.Apéds a avaliagao histolégica e mecanica, os autores concluiram
que para as superficies testadas, o aumento da rugosidade proporciona um aumento da
osseointegracdo quando comparadas com a superficie controle com malha de fibra, mais
nao aumenta a resisténcia de cisalhamento da interface do implante com o suporte.

Em um estudo de torque de remocéao,Buseret al. (1998) compararam as diferengas de
dois diferentes implantes de titanio tipo parafuso em maxila de porcos. Utilizaram implantes
com superficies SLA com rugosidade média de 2,0 um e implantes com superficies
Osseotite com rugosidade de 1,3 um. Depois de 4, 8 e 12 semanas, observaram que as
caracteristicas superficiais ttm um impacto significante sobre a forgca de cisalhamento, ou
seja, implantes com superficies SLA sem ranhuras tém valores de torque de remocgao

maiores que nos implantes Osseotite com quatro ranhuras. Além disso, os valores do torque
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de remocéao nas superficies SLA variavam de 109 a 196 Ncm enquanto que nas superficies
Osseotite os valores estavam entre 62 a96 Ncm.

Li et al. (1999) estudaram os efeitos do tratamento de superficies por jateamento
modificado em implantes dentarios através da analise da forca de remogao. Os implantes
foram inseridos em caes e retirados apoés 2, 4 e 12 semanas. Os resultados mostraram que
a forgca de remocéao do implante com a superficie tratada foi aproximadamente cinco vezes
maior do que a forca de remogao medida sobre as superficies lisas. Os autores concluiram
que superficies rugosas de implantes de titanio criadas a partir de um jateamento modificado
podem ter uma grande influéncia sobre a forca de remogao gerada pela interface
osso/implante.

Buseret al. (1999) propuseram um estudo para avaliar a forca de cisalhamento em
implantes de titdnio SLA na maxila de porcos. Em seus estudos utilizaram superficies
usinadas, superficies SLA e superficies TPS (tratadas com plasma de titdnio) como grupo
controle. Nos experimentos, depois de 4, 8 e 12 semanas de cicatrizagdo, observaram
diferencas significantes entre as superficies usinadas e as outras duas superficies com
tratamento superficial (SLA e TPS) sendo que os valores médios de torque de remogao
nestas ultimas superficies foram maiores do que na primeira superficie. Outra observacao
foi que a posicdo do implante também influencia nas forcas de cisalhamento do implante
devido a densidade da estrutura dssea onde se localiza cada implante.

Em 2002, Cochranet al. avaliaram a colocagao e restauracao de implantes dentarios
ITI® com superficie tratada por jateamento e por ataque acido (superficie SLA). A insergao
do pilar com o implante foi feita com um torque de 35 Ncm depois de aproximadamente seis
semanas de cicatrizagdo. Os resultados demonstraram um alto indice de sucesso para a
conexao do pilar assim como para o implante depois de um ou dois anos de carregamento.
Estudos experimentais em animais mostraram que esta superficie de titanio, em particular,
resultou em um alto grau de contato 6sseo com o implante e altos valores de torque de
remocao. Os resultados deste estudo reforgam o conceito de formacao de osso ao redor da
superficie tratada com jateamento e ataque acido possibilitando um tempo de cicatrizagao

reduzido.

2.4. Ensaios de Energia Superficial

Conternoet al. (2004) onde analisaram a influéncia do material e tamanho das
particulas utilizadas no tratamento de jateamento. Para esta analise, os autores utilizaram
discos de titdnio comercialmente puro grau 2 de 6 mm de didmetro e 4 mm de espessura e

para realizarem os ensaios de molhamento utilizaram |aminas de titdnio comercialmente
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puro grau 2 de 20x10x0,1 mm tratadas com as mesmas condi¢cées de jateamentos que os
discos. Utilizaram ainda Al,O3; (Alumina) e vidro como material para realizar o tratamento de
jateamento com diferentes tamanhos das particulas, mantendo constantes as outras
condigbes do processo. Nos ensaios de molhamento, utilizaram o sistema TiO, — sangue,
sendo que, nos ensaios estaticos utilizaram um volume de gota de 7 pl e para os ensaios
dinAmicos um volume de 30 ul. Apdés as analises, observaram que as topografias
apresentaram diferencas de acordo com o material utilizado. No caso do jateamento com
Al,O3;, as topografias geradas apresentaram desgarramento de material e uma alta
densidade de irregularidades homogeneamente distribuidas. Ja no jateamento com esfera
de vidro, observaram zonas com aparente deformacao plastica e zonas de desprendimento
de material. Concluiram que o aumento da rugosidade das amostras em funcdo do tamanho
das particulas apresentou em ambos os materiais uma relagcado linear. Os resultados dos
ensaios de molhamento, tanto os ensaios estaticos como os dindmicos ndo mostraram
valores com tendéncia definida.

Santos et al. (2008) avaliaram o efeito de envelhecimento nas propriedades fisico-
quimicas de superficies de titanio que sofreram tratamento e que nao sofreram tratamento.
Utilizaram 45 amostras de titdnio com 15 mm de didmetro e 15 mm de espessura. As
amostras foram embutidas, polidas, limpas antes de receberem os diversos tratamentos
superficiais. Apds isso, as amostras foram submetidas ao ensaio de molhabilidade e de
acordo com os resultados obtidos, os autores observaram que o tempo de envelhecimento
aumenta o angulo de contato (dngulo medido no ensaio) e conseqiientemente, diminui a
molhabilidade e a adesao celular concluindo que a limpeza da amostra e a modificagao da
superficie de titdnio por varios tratamentos tém influéncia direta no angulo de contato.

Em 2008, Wilmowskyet al. fizeram um estudo “in vivo” em porcos domésticos visando
comparar as superficies sem tratamento de titdnio comercialmente puro (grupo controle)
com superficies de titAnio quimicamente modificadas com HCI (acido cloridrico) e NaOH
(hidréxido de soédio). Utilizaram 60 cilindros de titanio comercialmente puro e destes 30
sofreram tratamento quimico com ataque acido. Apds isso, as amostras foram esterilizadas
usando radiagdo gama para serem inseridas na parte frontal do cranio de 30 porcos
domeésticos. Cada porco recebeu dois implantes, um com a superficie quimicamente
modificada e outro sem tratamento (grupo controle). Os animais foram sacrificados apés 3,
7, 14, 60 e 90 dias. A rugosidade das amostras foi analisada por meio de um microscopio
confocal a laser com amplificacdo de 1000x. A hidrofilicidade foi analisada através do
meétodo de eletrobalango de Wilhelmy. Na avaliagao histolégica da interface osso/implante,
os autores observaram que os implantes do grupo controle foram parcialmente

encapsulados por tecido fibroso, enquanto que na superficie quimicamente modificada nao



26

foi observado nenhum tecido fibroso ao seu redor. Com isso, os autores concluiram que
superficies quimicamente modificadas com HClI e NaOH melhoram a formacao éssea ao
redor do implante quando comparadas com a superficie do grupo controle. Além disso, as
superficies quimicamente modificadas demonstraram um contato ésseo mais significativo
nos dias 14, 30 e 90 dias de cicatrizacao do que a superficie do grupo controle levando a um
aumento da osseointegragao e estabilidade do implante.

Lim e colaboradores (2008) examinaram como a energia superficial afeta o
crescimento de células osteoblasticas e o comportamento da mineralizagdo usando um
tempo médio de cultura. Para isso, os autores utilizaram ensaios “in vitro” de cultura de
células HFob 1.19 sobre superficies com duas energias superficiais extremas, ou seja, em
superficies hidrofilicas (energia superficial alta) e hidrofébicas (energia superficial baixa). Até
os 21 dias de cultura, os autores observaram a morfologia celular com técnicas de
microscopia Optica, varredura e confocal e a mineralizacdo foi observada com ensaio
mineral e microscopia. Os autores observaram que em superficies hidrofilicas houve um
crescimento homogéneo das células enquanto que em superficies hidrofébicas foi
observado a formagéao de grupos celulares. A matriz mineralizada quantificada pelos ensaios
de Alizarina Red foi significativamente maior para as células HFob 1.19 sobre as superficies
hidrofilicas que em superficies hidrofébicas. Os autores concluiram que a energia superficial
pode afetar o crescimento espacial osteoblastico tdo bem quanto o comportamento da
quantidade e qualidade da mineralizagao até 21 dias de cultura. Os autores ainda sugerem
que o potencial do crescimento espacial celular medido por energia superficial do substrato

pode ser positivamente correlacionado com a mineralizagéo.

2.5. Modelos Matematicos Computacionais

Buscando um melhor entendimento da remodelacdo dssea, Weinans; Grootenboer
(1992) estudaram o comportamento da remodelagcdo 6ssea em trés estruturas diferentes:
um fémur proximal, uma placa quadrada e um modelo de duas unidades com dois sensores.
Estes modelos sdo baseados em um principio de que a remodelagédo 6ssea € induzida por
um sinal mecanico que ativa as ceélulas regulares (osteoblastos e osteoclastos). Estes
modelos também foram estudados matematicamente e simulados numericamente utilizando
0 codigo de Elementos Finitos MARC. Foi desenvolvido todo um equacionamento
matematico com equagbes diferenciais parciais visando realizar a simulagdo numérica
integrando a formulagédo desenvolvida no cédigo numérico. Apds ajustes no refinamento das
malhas os autores observaram que o osso é de fato um material de auto

aperfeicoamentoque produz uma morfologia trabecular auto similar com pesos minimos e
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que as estruturas morfolégicas e dimensionais dependem das caracteristicas de
carregamento local procurando o grau maximo da mineralizagao do osso.

Um modelo matematico que relaciona a rugosidade da superficie e a resisténcia do
cisalhamento interfacial para implantes osseointegrados quando se conhece as
caracteristicas topograficas da rugosidade superficial foi estudado por Hansson e Norton
(1999). Utilizando os paradmetros de rugosidade superficial obtidos a partir do
desenvolvimento matematico com a micro geometria conhecida, pode-se estimar a forca de
resisténcia ao cisalhamento. Os autores concluiram apds as andlises que as rugosidades
das superficies dos implantes com micro geometria otimizada poderao trazer um aumento
substancial na forca de resisténcia ao cisalhamento interfacial tal como a superficie
otimizada podera ser caracterizada contendo densidades acondicionadas de pogos com
didmetro inicial excedendo um valor, com uma profundidade suficiente para ndo restringir a

forca de resisténcia nos planos de fratura e com uma geometria inicial favoravel.



CAPITULO 1l

IMPLANTES OSSEOINTEGRADOS

De acordo com a literatura existem quatro tipos de implantes dentarios: os implantes
intramucosos; os implantes justadsseos; os implantes transmandibulares e os implantes
endodsseos. Estes ultimos, como resultado da cirurgia pode promover uma necrose 0ssea
resultando no encapsulamento por uma camada fibrosa ou serem envolvidos por 0sso
conseguindo assim uma futura osseointegracdo (NAERT; VAN STEENBERGHE e
WORTHINGTON, 1998).

A osseointegracdo de um material estranho “implantado”, contudo, é possivel apenas
se for feito de um material biocompativel, se for provido de uma estrutura de superficie
definida e se a forma do implante permitir transmissdo de carga controlada ao 0sso
periimplante. Uma técnica cirdrgica atraumatica e um periodo adequado para a cicatrizacdo
e remodelacdo dssea sdo também elementos importantes para o sucesso do implante
(NAERT; VAN STEENBERGHE e WORTHINGTON, 1998).

A recolocacéo dos tecidos moles e duros perdidos, a reabilitacdo e melhora da fungéo
mastigatéria, além do conforto bucal sdo possibilitadas pela ocorréncia da osseointegracéo.
Dessa forma, pode-se observar uma melhor qualidade de vida para as pessoas que
passaram pela colocacdo de um implante.

Os implantes osteointegraveis surgiram para reabilitar dentes perdidos. No entanto
uma pequena falta de tecido 6ésseo poderia impossibilitar a instalacdo e a manutengédo dos
implantes, ja que o pré-requisito basico continua sendo a existéncia de quantidade e
qualidade 6ssea, suficiente para sua insercdo, de maneira que as cargas mastigatorias
sejam transmitidas adequadamente ao osso adjacente (ZABLOTSKYet al., 1991).

O avanco da bioengenharia e biotecnologia no desenvolvimento dos materiais
odontolégicos de preenchimento possibilitou a reconstrugdo dos maxilares de forma

bastante satisfatoria oferecendo assim, maiores alternativas para as reabilitagoes.
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A instalacdo de implantes osteointegraveis requer um volume 4sseo suficiente que
permita a fixacdo e estabilidade dos mesmos no osso alveolar. Em muitos casos, a
reabsorcao alveolar apds a exodontia, trauma ou patologias resultam num rebordo alveolar
com inadequada altura e/ou espessura 6ssea (MICH, 1996).

Adellet al. (1990) e Jaffin e Berman (1991) comentam que a retencdo mecanica,
obtida através de parafusos ou de elementos rosqueados de titdnio, € feita através do
contato com a camada de 6xido, que se forma na superficie destes implantes, com o tecido
O0sseo. A conseqliéncia mais importante da presenca desta camada de 6xido é que as
moléculas e as células, que se aproximam do implante vindas do o0sso, reagem ao 6xido
metalico, e ndo a superficie metélica.

De acordo com Meffertet al. (1992) existem dois mecanismos basicos de retencdo dos
sistemas de implante: a retencdo mecéanica e a retencdo bioativa. A retencdo mecanica
refere-se basicamente a substratos metalicos implantados, como o titanio ou ligas de titanio.
A retencao é feita, em nivel macroscoépico, por fendas, roscas ou tuneis e envolve o contato
direto entre a superficie oxidada do implante e o tecido 6sseo.A nivel microscopico, pela
rugosidade das superficies permitindo uma intima unido entre o tecido 6sseo e o implante,
sem a ocorréncia de ligagdes quimicas. Alguns implantes utilizam uma subestrutura de
tithnio ou liga de titdnio, recoberta por uma fina camada de fosfato de calcio ou de
hidroxiapatita. A hidroxiapatita e outras fases de fosfato de célcio podem conferir ao
implante uma superficie bioativa, que acelera o crescimento 0sseo, induzindo uma unido
direta entre o implante e o tecido 6sseo. Este fenbmeno denomina-se biointegracéo.

Os estudos histolégicos sobre a osseointegracdo mostraram que o implante é
envolvido por tecido ndo-mineralizado durante a fase inicial de cicatrizacdo. Dessa forma,
ele fica sensivel as pressfes e aos movimentos nas primeiras semanas de cicatrizacdo. A
diferenciacdo das células Osseas € perturbada por qualquer micromovimento do implante
superior a 150 um, podendo levar a uma interface fibrosa. A escolha do tipo de implante
depende do volume 6sseo disponivel (1), do espago protético residual (2) e das exigéncias
mecéanicas (3), como mostrado na Fig. 3.1.A analise das exigéncias protéticas e cirlrgicas
permite determinar os parametros da escolha racional do implante (DAVARPANAH et al.,
2007).

3.1. Superficies de Implantes
Desde o inicio dos anos 80, varias equipes tentaram melhorar a superficie dos

implantes, acrescentando novos materiais: pulverizacdo de plasma de titanio (TPS) ou
hidroxiapatita (HA) (LUTHY; STRUB e SCHARER, 1987; BOWERS et al.,, 1992). Outros
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tipos de tratamento de superficie foram também propostos: jato de areia, ataque acido (HCI

— H,S0O,4, HFNO3). O objetivo dessas técnicas é melhorar a qualidade da osseointegracao e

aumentar a superficie de contato. Elas tém por base novos conceitos de textura e tipo de

superficie, como mostrado na Tab. 3.1.

Figura 3.1- O implante deve obedecer as trés condi¢des citadas acima. (DAVARPANAH et

al., 2007)

Tabela 3.1 - Caracteristicas de diferentes superficies (DAVARPANAH et al., 2003)

ficie Superficie Tratamento Ataque por Ataque por
. TPS HA o
Caracteristicas usinada com areia TiO NF — NO; HCI — H,SO,
Contaminantes presentes Nao Sim Sim Néao Néo Nao
Particulas projetadas Né&o Sim Sim Sim Nao Né&o
Superficies acrescidas Nao Sim Sim Néo Nao Néao
. Moderadas Fracas
Forgas de desprendimento Fracas Elevadas Moderadas Elevadas
Elevadas Moderadas
. Fraco
Contato osso-implante Fracas Moderado Elevado Moderado Elevado
Moderado

As técnicas TPS e HA modificam a superficie do implante por um processo aditivo. Ja

as técnicas que utilizam o tratamento com acido ou jato de areia sdo processos subtrativos

que permitem eliminar particulas microscépicas da superficie do implante, criando assim

uma morfologia irregular. Os métodos subtrativos aumentam a superficie sem contaminacéo

por microparticulas adicionadas. A camada de titanio comercialmente puro é preservada por

este processo. A probabilidade de contaminagdo da superficie e de disseminacdo de

microparticulas nos tecidos é reduzida.

Entre os diferentes tratamentos de superficie com &cido estudados, a combinacao

HCl e H,SO, parece ser a mais fraca para a obtencdo de uma superficie uniformemente

rugosa. A andlise da topografia de um implante tratado comesse tipo de acido mostra picos
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de 0,3 a 1,5 micra (medida horizontal) e de 1 a 2 micra em altura (medida vertical). O
conhecimento dessas dimensdes € importante, uma vez que, existe a tendéncia da matriz
Ossea se inserir dentro dos poros de 1 a 2 micra.

Uma superficie rugosa favorece a adesao e a insercao celular (MASUDA et al., 1997).
Entretanto, numerosos estudos demonstraram os riscos de mucosite e/ou de periimplantite
utilizando implantes de superficie rugosa. Observa¢gBes em longo prazo nos implantes de
titnio de superficie lisa relataram uma saude perfeita dos tecidos moles. Esta superficie
ofereceu a maior compatibilidade com a mucosa periimplantar.Com isso, novas superficies
foram concebidas para responder tanto as necessidades dos tecidos moles quanto as do
0sso0. A parte coronaria do implante, até a terceira espira aproximadamente, apresentou
uma superficie lisa. A partir da terceira espira até o apice, a superficie era tratada com acido
(HCI — H,S0,). Essa associacdo de duas superficies garantiu a perenidade dos tecidos
moles no nivel da plataforma do implante e favoreceu uma melhor osseointegracdo gracas
auma maior rugosidade da superficie tratada.

A interacdo entre implante com o sistema e os tecidos 6sseo, conjuntivo e epitelial
vem a ser o fator determinante no sucesso longitudinal de implantes enddsseos.
Predominantemente, a maioria dos estudos em relagdo ao contato entre implante e os
tecidos biologicos tém se concentrado na interface osso/implante, jA que o conceito de
osseointegracdo se baseia na previsibilidade desta interface.

Contudo a busca por uma superficie ideal continua e os fabricantes trabalham com
diferentes tecnologias, sendo que todas apresentam um aspecto em comum que € aumentar
a rugosidade da superficie usinada do titanio; uma vez que o aumento da rugosidade da
superficie resulta em aumento na superficie de contato com o tecido 0sseo
(WENNERBERGet al., 1998) e, além disso, diversos estudos com culturas de células
Osseas mostraram que o0s osteoblastos tém predilecdo pelas superficies rugosas,
apresentando maior espalhamento de seus processos citoplasmaticos, aumento do nimero
de mitoses e producdo de componentes da matriz do que em superficies usinadas de titanio.

Recentemente alguns fabricantes passaram a jatear a superficie de seus implantes
com particulas de 6xido de titnio; que apesar de representarem um maior custo no
processo de fabricagdo diminuiram as fontes de contaminacdo, aumentando a
biocompatibilidade da superficie dos implantes. Além disso, ensaios biomecanicos mostram
que as superficies usinadas apresentam os menores valores de remogao ao torque, quando
comparadas as superficies jateadas e as atacadas por acido; e as atacadas por &cido
mostraram maiores valores de remoc¢ao ao torque que as jateadas.

As superficies lisas ndo permitem uma adeséo osso-célula aceitavel. Em geral, elas

levam a um “encapsulamento fibroso”, qualquer que seja o material do implante utilizado.
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Uma certa irregularidade da superficie parece, pois, necessaria para permitir uma adesao
celular adequada. O inconveniente das superficies recobertas por uma pulverizacdo de
plasma de titanio € que, ao aumentar a superficie do implante, a retransmisséo idnica é
aumentada, criando talvez assim uma alteracdo da osseointegracéo.

Vérios pardmetros envolvidos na remodelacdo do osso marginal estdo associados
tanto ao material usado (geometria e textura de superficie do implante, e dos componentes
transmucosos) quanto aos procedimentos clinicos e as condicdes teciduais prévias
(ABRAHAMSSONEet al., 1996 e 1999; BERGLUNDH et al., 1991; HERMANN et al., 2000;
ROMPEN et al., 2003).

Estudos histoldgicos (VIDIGAL JR. et al., 1999; GOTTLANDER et al., 1992)
mostraram que implantes de titdnio recobertos com uma fina camada de hidroxiapatita, com
cerca de 50 — 100 pum de espessura apresentaram maiores quantidades de 0sso
mineralizado na interface com o implante, em periodos curtos de tempo, cerca de 3 — 6
meses, quando comparados aos implantes de Ticp usinados. Quando a superficie do titanio
€ tocada por outro metal, h4 a transferéncia de ions para o titdnio, modificando-lhe a
superficie; denomina-se esta forma de contaminacéo de transferéncia metélica.

Diversas superficies de implante vém sendo criadas por meio de jateamento ou
bombardeamento com particulas de maior granulacdo de superficie, seguidos, algumas
vezes, de condicionamento &cido. Esta area de superficie otimizada, em geral, permite uma
maior area de transferéncia de carga de osso contra a superficie do implante. A capacidade
de definir o que € a rugosidade de superficie tem levado a controvérsias na literatura. Varios
pesquisadores definiram como rugosidade de superficie ideal aquelas nas quais existe a
presenca de fissuras ou cavidades de 1,5 a 5 um (ALBREKTSSON, 1983; JOHNS, JEMT e
HEATH, 1992). Estas caracteristicas macromecéanicas de superficie influenciam de certa
forma, o processo de osseointegracdo secundaria (OESTERLE; CRONIN e RANLY, 1993;
QUIRYNEN; NAERT e VAN STEENBERGHE, 1992). Uma vantagem adicional do ataque
acido ou do crescimento eletromecanico do 6xido é de aumentar a rugosidade da superficie
jateada, como também de limpar e remover granulagbes residuais da superficie do
implante(WORTHINGTON; LANG e RUBENSTEIN, 2005).

3.2.0 Fendmeno da Osseointegracao

O processo de osseointegracdo vem sendo estudado a muito tempo no intuito de
entender adequadamente 0 processo para que novos procedimentos e técnicas possam ser
empregados no sentido de melhorara qualidade de vida para o ser humano. Na década de

quarenta surgiram implantes que eram inseridos sobre o tecido 6sseo e ainda, fixavam a
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prétese logo apdés o processo cirargico. Mas esta técnica ndo durou por muito tempo, pois
comecaram a aparecer sérios problemas periodontais. A partir desta época surgiram varios
tipos de implantes fabricados a partir de material biocompativel e foram iniciados os
primeiros estudos sobre o processo da osseointegracao.

Em 1952, na Suécia, pesquisadores implementaram este novo conceito de implantes
osseointegraveis com uma melhor eficdcia que foram comprovadas através de métodos
experimentais e clinicos, e em geral, suportavam préteses em plena fungdo por longos
periodos de tempo. Com isso, este grupo de pesquisadores foram o0s primeiros a relatarem
sobre uma interface de contato direto osso-titAnio, sem imterposicdo de tecido mole
(BRANEMARKEet al., 1969).

Para Branemark a osseointegracdo é composta de 4 estagios, sendo o primeiro a
perfuracdo e a colocagdo do implante causando um trauma com codgulos de sangue, uma
vez que, 0 sangue € o primeiro tecido a entrar em contato com a superficie do implante. O
segundo estagio é caracterizado pela cicatrizacdo sem a colocacao de carga sobre o trauma
podendo assim obter a regeneragdo 6ssea. Os terceiros e quarto estagios é o implante ja
osseointegrado, ou seja, apresenta uma maior aposicdo 6ssea obtida da resposta a carga
mastigatéria aplicada(BRANEMARK, 1985), como mostra a Fig. 3.2.
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Figura 3.2 — Processo da osseointegracdo ao redor de um implante (DA SILVA, 2006).

ApO6s muitos estudos, existia muita controvérsia sobre o verdadeiro principio por ndo
saber se 0 contato direto entre 0 0sso e o implante era realmente possivel de ser alcangado.
Entdo, os autores sugeriram uma nova definicdo para o processo da osseointegracdo como
sendo a conexao direta, estrutural e funcional entre o tecido 6sseo e a superficie do

implante em funcdo (BRANEMARK, 1985). Ndo concordando com a definicdo acima,
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Albrektssonet al. (1990), definiu a osseointegragdo como sendo uma coexisténcia estrutural
e funcional, possivelmente de forma simbiotica, entre o tecido bioldgico diferenciado e
adequadamente remodelado com componentes sintéticos duraveis, definido e controlados,
com funcéo clinica especifica e sem rejeicdo mecéanica. A Figura 3.3 mostra a morfologia
basica do processo de osseointegracao.

Davies (2000, 2003) descreveu o0 processo da osseointegracdo em trés etapas:
hemostasia, formacédo de tecido de granulacdo e formagédo 0ssea no qual o objetivo é a
formac@o do coagulo que é facilitado quando se trabalha com superficies rugosas, pois
oferecem maior retencdo da rede de fibrina. A segunda etapa é caracterizada pela
fagocitose de restos teciduais, neoformacédo vascular e deposicdo de matriz, formando um
arcabougco para emergéncia do sistema vascular. A formagdo 6ssea € composta pela
migracdo das células para a &rea peri-implantar e consequentemente, diferenciacdo das

células em osteoblastos e mineralizacdo da matriz extracelular.

'[ecido
Osseo

Interface

Superficie do
Implante

Figura 3.3 — Morfologia basica do processo deosseointegracéo (DA SILVA, 2006).

Em 1981, Thomaz Albrektsson prop0s seis fatores determinantes para a obtencédo da
osseointegracdo, quando simultaneamente controlados. Conhecidos nos meios académicos
como os seis fatores de Albrektsson:

1. Biocompatibilidade do material;

2. Desenho do implante (macroestrutura);

3. Superficie do implante (microestrutura);
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4. Status do leito receptor;
5. Técnica cirurgica;

6. Condi¢Bes de carregamento.

O material do implante é um fator fundamental e importante no sucesso do processo
da osseointegracao. O titanio comercialmente puro (Ticp), o nébio e o tantalo sdo tolerados
pelo tecido G6sseo. A resposta 0ssea a esses metais depende da camada de Oxido de
superficie, muito aderente e muito estavel no ambiente corporal.

O titdnio foi descoberto em 1791 por William Gregor(GIACAGLIA, 2000) e desde
entdo nao cessaram os estudos sobre este material. O titAnio é considerado biocompativel
por apresentar um baixo nivel de rejeicdo e ndo causar reagdes imunoldgicas locais que
venham a prejudicar o paciente. Por isso, a maioria dos implantes que existem no mercado
sdo feitos de titdnio comercialmente puro tornando-o um dos metais mais importantes na
industria na atualidade por se tratar de um material de baixa densidade e alta resisténcia a
corrosdo, além de possuir um médulo de elasticidade relativamente baixo. Os implantes
também podem ser encontrados em liga de titanio, TiAlgV,4, tendo em vista que esta é mais
utilizada para a fabricacdo de conexdes protéticas por possuirem uma boa resisténcia
mecanica.

A caracterizagdo dos biomateriais baseia-se fundamentalmente na avaliacdo de
propriedades fisicas e quimicas como a composi¢cado do material, sua resisténcia a corrosédo
e suas propriedades mecanicas (MEFFERT; LANGER e FRITZ, 1992; OLEINICK, 1993).As
propriedades fisicas do titdnio comercialmente puro (Ticp) podem variar de acordo com o
grau de impureza de elementos sendo classificado em quatro diferentes tipos, de acordo
com os tracos dos elementos considerados como impurezas (DA SILVA, 2006). A Tabela
3.1 mostra a composi¢cao quimica do titdnio comercialmente puro de acordo com a norma
ASTM F 67 e asTabs. 3.2 e 3.3 mostram as principais propriedades mecénicas do titanio
comercialmente puro (GIACAGLIA, 2000).

Um aspecto importante que deve ser analisado e que diz respeito a sua
biocompatibilidade que é como o meio biolégico responde aos estimulos induzidos pelo
material estranho, e a0 mesmo tempo, como esse material implantado responde quimica e
fisicamente ao ambiente biol6gico (GROSS, 1988).

O Ticp € uma liga de titanio e de oxigénio. Em funcéo da porcentagemde oxigénio,
distinguem-se quatro tipos de ligas de titanio (normas DIN 17850 e ASTM F67), grau |, II, IlI
e IV, conforme mostrado na Tab. 3.2.

O Ticp comercializado é puro em pelo menos 99,5%. Ele guarda algumas impurezas
(N, C, H) (DOSSIERS, 2003). O TigAl,V € uma liga muito utilizada. Contém 90% de titanio,



37

6% de aluminio, 4% de vanadio e uma fracdo de porcentagem de oxigénio. O aluminio
aumenta as propriedades mecanicas e diminui a densidade, ao passo que o vanadio tende a
melhorar a resisténcia a corrosdo. A vantagem das propriedades das ligas de titanio deve-se
a camada de Oxido que aparece na presenca de oxigénio e que evita a corrosdo. A
espessura dessa camada é importante (50 a 200° A). As moléculas biologicas nunca entram
em contato com o metal, pois ele é recoberto por uma camada de 6xido de titanio.

As propriedades da superficie do titinio sdo de fundamental relevéancia na sua
tendéncia de adsorver atomos ou moléculas estranhas. Diferentes superficies tém diferentes
propriedades de adsorc¢édo, e estas diferencas estdo intimamente relacionadas com aspectos
guimicos de biocompatibilidade (MEACHIM, 1993). No Ticp existem varios 6xidos havendo
uma predominancia de TiO e adjacente ao tecido encontra-se o TiO, (ALBREKTSSON,
1983). Em meios fisiolégicos a camada de 6xido € altamente protetora prevenindo o contato
entre 0 meio e o metal base. Isso significa que possivelmente ndo existe o contato direto
entre o metal e seus tecidos hospedeiros, mas certamente entre o tecido e a superficie do
oxido formado (KASEMO, 1983).

Tabela 3.2 - Propriedades e composicéo do Ticp (GIACAGLIA, 2000).

Composicao Quimica
N (%) Fe(%) O (%) C(%) H (%) Ti (%)
Grau | 0,03 0,20 0,18 0,10 0,0125-0,015 99,5
Grau Il 0,03 0,30 0,25 0,20 0,0125-0,015 99,3
Grau lll 0,05 0,30 0,35 0,20 0,0125-0,015 99,1
GraulV 0,05 0,50 0,40 0,20 0,0125-0,015 98,9

Tipo

Tabela 3.3 - Propriedades mecénicas do Ticp (GIACAGLIA, 2000).

Mdédulo de Tenséao de Tenséo de
_ ) o Alongamento

Tipo Condicbes Elasticidade Ruptura Escoamento %)

0

(10°psi) (kpsi) (kpsi)

Grau | Recozido 14,9 38 27 30
Grau I Recozido 14,9 60 45 28
Grau Il Recozido 15,0 75 60 25

Grau IV Recozido 15,1-15,5 90-100 75-85 17-20
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A forca da ligagdo entre a biomolécula e a superficie determina se havera ou nao
dessorcao ou substituicdo das biomoléculas. A hidratacdo do 6xido € um outro processo que
provavelmente ocorre e que pode ser muito importante para o estabelecimento de um
ambiente quimico apropriado para as biomoléculas como mostrado na Fig. 3.4.
(PARSEGIAN, 1983).

Inicialmente, ocorre uma adsorcdo de moléculas de oxigénio que se dissociam
imediatamente para atomos como mostra a Fig. 3.5. Apés 10 nanossegundos forma-se a
primeira camada monoatdmica de oxigénio, aproximadamente dentro de um milisegundo,
uma camada de Oxido de 1nm cuja espessura pode crescer na superficie em poucos
segundos, o crescimento de 6xido pode-se completar virtualmente para uma espessura de
poucos nandmetros; e dentro de 1 minuto, a espessura de Oxido estara na ordem de 5 a 10
nm. A espessura, composi¢do quimica e microestrutura do 6xido nesta fase, dependerao de
alguns fatores tais como: pressao e velocidade de usinagem, que determinam a temperatura
da superficie, desta forma pode-se esperar variagdes consideraveis da superficie de Oxido

com diferentes condi¢des de usinagem (KASEMO, 2002).
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Figura 3.4 — Processo de hidratagdo da superficie do implante (KASEMO, 2002).

Um fator indispensavel nesta abordagem é como a superficie do material interage
com a agua. Se a superficie se ligar fortemente com a agua, ou seja, se for uma superficie
hidrofilica, a proteina com sua capsula de agua considerard a superficie como similar a

agua. Essa proteina provavelmente interagirA com o material indiretamente, através da
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intermediacdo de uma camada de agua, e permanecera em seu estado conformacional
normal. Se, ao contrario, a superficie repelir ou tiver uma ligacéo fragil com a agua, ou seja,
se a superficie for hidrofébica, a proteina estar4 mais préxima a formar ligacoes diretamente
com os atomos da superficie, os quais poderdo causar entdo mudancas conformacionais ou
sua desnaturacdo. Essa é mais uma combinacdo da microarquitetura e de composicao
quimica da superficie a fim de determinar completamente a interacdo muatua entre o
implante e o0 sistema biolégico. Outros fatores s&o também importantes, como
posicionamento do implante durante o procedimento cirirgico e condi¢gbes cicatriciais
(KASEMO, 2002).

Moléculas de Oxigénio

B
R
R
R
R A

Superficie fresca Dissociagdo e adsorgdo Crescimento do oxidoe Completa superficie Adsorgio de moléculas
em contato com o de oxigénio de oxido contaminantes do
oxigénio do ar ambiente

0 ~10s’ ~10s” ~1s Tempo

Figura 3.5 - Oxidac&o da superficie do implante (KASEMO, 2002).

Além dos fatores citados acima, a caracterizacéo da superficie influencia no processo
da osseointegracdo e no desempenho do implante. Na Fig. 3.6 é mostrado como ocorre a
interacdo das células, proteinas e agua ao redor de um implante apds a insercdo em um

paciente.
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Membranas
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Figura 3.6 — Esquema do processo da Osseointegracdo(KASEMO, 2002).
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A Figura 3.7 mostra que o contato osso-implante ndo é uniforme. A qualidade da
osseointegracdo depende da percentagem de contato direto osso-implante. A definicdo é,
portanto, fundamentada essencialmente na estabilidade do implante e na analise
radiogréfica. Clinicamente, a osseointegracao se traduz por um ancilose, isto é, a auséncia

de mobilidade do implante.

Figura 3.7 — Corte histolégico de um implante osseointegrado (DAVARPANAH et al., 2003).

O osso possui um forte potencial de regeneracédo ao redor dos implantes. Qualquer
gue seja 0 o0sso considerado, 0 mecanismo da cicatrizacdo é idéntico. As condicbes
necessarias para a obtencdo de reparacdo Ossea satisfatéria é a presenca de células
adequadas, um estimulo apropriado e uma nutricdo adequada dessas células.

A primeira etapa da cicatrizacdo é a substituicdo de um tecido 6sseo periimplantar ndo
vivo. Entre as paredes Osseas do sitio cirirgico e a superficie do implante, uma
neoformacao 6ssea se produz rapidamente, como mostra a Fig. 3.8. Este 0sso € imaturo, de
tipo trabecular. E, portanto pouco resistente as forcas de mastigacao.

A segunda etapa diz respeito & remodelacdo deste osso durante diversos meses. Se
um prazo satisfatério for observado antes da colocacdo em funcdo do implante, os espacos
entre as trabéculas do 0sso imaturo serdo cobertos de osso maduro (laminar). A maior parte
do espago osso-implante seréd assim preenchida por tecido ésseo, persistindo uma interface
ndo-6ssea em contato com o implante. O osso compacto entdo formado serd bastante
resistente para suportar as forcas oclusais. Estima-se que o tempo necessario para a
formacdo do osso compacto no nivel da interface do implante é de aproximadamente 18
semanas.

Observacdes em microscopico 6tico mostram a presenca de osso maduro cortical

perimplantar e uma interface osso-implante ao final do periodo de cicatrizacdo.
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Habitualmente o osso cortical esta em contato com o implante em sua por¢éo coronaria. O
0sso trabecular estd em contato direto com a superficie do implante. Quando o implante
estd em funcado, um osso cortical se forma por um periodo mais longo, ao redor do implante.

A presenca de tecido conjuntivo entre o 0sso e o0 implante € sinbnimo de fracasso,

como representado na Fig. 3.9.

Figura 3.8 — Cicatrizacdo 0ssea. (A) Na insercao do implante quando forma uma zona de
necrose. (B) Inicio da formacdo Ossea entre o implante e o0 osso. (C) Implante
osseointegrado (BRANEMARK, 1985)

Tecido
conjuntivo

Tecido
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Figura 3.9 — (a) Tecido conjuntivo na interface osso-implante. (b) O mesmo corte com luz
polarizada (DAVARPANAH et al., 2003).

A conservacao da osseointegracdo exige uma remodelacao continua do 0sso no nivel

da interface e do osso de suporte vizinho, como mostra a Fig.3.10.
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Figura 3.10 — Influéncia das células na remodelacdo 6ssea (DAVARPANAH et al., 2003).

Indmeros fatores (LUTHY; STRUB e SCHARER, 1987; BOWERS et al., 1992;
MASUDA et al., 1997; DZIEDZIC et al., 1996; ALBREKTSSON, 1983; JOHNS; JEMT e
HEATH, 1992; OESTERLE; CRONIN e RANLY, 1993; QUIRYNEN; NAERT e VAN
STEEBERGHE, 1992) podem influenciar a cicatrizagdo 6ssea ou osseointegracdo. Podem
ser citados:

- ldade do paciente, sexo, doencas cardiovasculares, doencas do metabolismo ésseo,
doengas enddcrinas, doencas reumaticas, doencas hematoldgicas, medicacbes, doencas
malignas;

- Tabagismo, alcoolismo;

- Integridade dos tecidos moles que recobrem o sitio do implante e a capacidade de
osteogénese e de remodelacdo Gssea,;

- Estado da mucosa;

- Quantidade e qualidade Gssea,;

- Estabilidade priméria do implante;

- Grau de reabsorc¢éo;

- Doencas periodontais;

- Defeitos congénitos.

A biomecénica da osseointegracdo também estuda as propriedades dos tecidos que
irdo alojar a fixacdo, a configuracdo do 0sso receptor e a acdo dos musculos sobre estes,
guando estiverem se osseointegrado e, futuramente, em funcionalidade. As qualidades
metallrgicas e mecanicas dos instrumentais utilizados no preparo do leito e na inser¢cao dos
implantes também s&o objetos de estudo da biomecanica.

Didaticamente, pode-se dividir a biomecéanica para os tecidos biolégicos e para os
elementos mecéanicos em biomecéanica Intrinseca e biomecénica Extrinseca (NAERT;VAN
STEENBERGHE e WORTHINGTON, 1998)
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3.3. O Processo da Osteogénese

O tecido 6sseo é classificado histologicamente em o0sso cortical que reveste
externamente 0s 0ssos do corpo humano, e no qual cerca de 90% do volume apresenta-se
calcificado; e 0sso esponjoso, que se divide em o0sso medular e osso trabecular, e que
apresenta cerca de 15 - 20% do seu volume calcificado. As forcas transmitidas ao 0sso
cortical sédo dissipadas pelo osso trabecular. O 0sso apresenta um metabolismo dindmico e
sua taxa de renovacao anual oscila entre 5 e 10%, sendo que 0 0SSO eSponjoso apresenta
uma area maior para as trocas metabdlicas que o 0sso cortical.

O osso pode ser classificado em (LEKHOLM e ZARB, 1985; DAVARPANAH et al.,
2007):

- Classe |: constituida quase exclusivamente de 0osso compacto homogéneo;

- Classe Il: osso compacto espesso ao redor de um nlcleo esponjoso com
trabeculado denso;

- Classe llI: osso cortical fino ao redor de um nucleo esponjoso com trabeculado
denso;

- Classe IV: osso cortical fino ao redor de um nucleo esponjoso pouco denso.

Existem diversos fendmenos celulares que resultam em células adequadas, descritas
como,

a) Osteoblastos: células de origem local que produzem a matriz 6ssea;

b) Ostedcitos: células do osso vivo que podem participar dos processos de
remodelacao;

c) Osteoclastos: células derivadas da linhagem sanglinea mononucleada,
responsaveis pela reabsorcdo Ossea, cuja ativagdo € igualmente dependente dos
osteoblastos e dos ostedcitos;

d) Células indiferenciadas multipotentes mesenquimatosas que podem ser
estimuladas para uma indugéo osteogénica por transformacdo em osteoblastos;

e) Uma quantidade apropriada de tecido mole neoformado que inclui capilares.

O osso € apto a desempenhar fungéo e ser carregado em um nivel fisiologico. Cargas
abaixo deste nivel resultam em atrofia tanto da massa 6ssea como de sua estrutura. Este
limite de carregamento do osso € cerca de 10% do seu limite de resisténcia (NAERT, VAN
STEENBERGHE e WORTHINGTON, 1998).
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O osso possui um forte potencial de regeneracdo em torno dos implantes. Qualquer
gue seja o tipo de osso considerado, 0 mecanismo de cicatrizacéo é idéntico. As condicbes
necessarias a obtencao de uma reparacdo 0ssea satisfatoria séo:

- presenca de células adequadas;

- nutricdo adequada dessas células;

- estimulo apropriado para a reparacdo 0ssea.

Durante o processo de cicatrizacdo poés-operatdrio, na osseointegracao estao
envolvidos trés tipos de 0sso: 0sso imaturo, lamelar e composto. O 0sso imaturo € 0 0Sso
gue além de ser altamente celular, apresenta uma velocidade alta de formac¢éo, possui uma
baixa quantidade de mineral, as fibras que o constitui apresentam uma orientagcdo
desordenada e possui uma resisténcia pobre. O osso imaturo também desempenha um
papel importante na fixagdo do implante nas fases iniciais da cicatrizacdo. Além disso, o
0SSO imaturo necessita de uma resisténcia as for¢cas da mastigacdo e quem fornece uma
melhor resisténcia a estas forgas é o osso trabecular que € o componente predominante da
interface osso/implante. Ja o osso lamelar se forma com uma velocidade mais lenta (menos
de 1um/dia), possui também uma rede de fibras expostas organizadamente e mineralizadas.
E finalmente, o o0sso composto € uma combinacdo do osso lamelar para-vascular
depositado em uma matriz imatura e a formacdo do 0sso composto € um passo importante
na estabilizacdo do implante durante o processo da osseointegracao.

A resposta do osso cortical a um implante integrado envolve cinco importantes
estagios fisiologicos:

- Formacéo do calo: uma resposta citoquina dirigida inicial, para estabilizar a fixacédo
(0,5 més);

- Maturacédo do calo: compactacdo lamelar, a remodelacdo e reducéo do calo (0,5 a
1,5 més);

- Fenbmeno de aceleragéo regional (FAR): remodelacdo da interface ndo-vital e osso
de suporte (1,5 a 12 meses);

- Maturagéo da osseointegragcdo: complemento do FAR, mineraliza¢do secundaria do
Nnovo 0sso e aumento do contato direto na interface (4 a 12 meses);

- Manutencdo da osseointegracdo a longo prazo: remodelacdo continua localizada
para reparar os danos causados por fadigo nos 0ssos da interface e de suporte (superior a

12 meses).

Em condicdes ideais, a reparacdo ndo produz cicatriz. O 0sso morto vai conservar

uma capacidade de suportar certas forcas e entdo contribuird a funcdo; e, quando a
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reabsorcdo Ossea predomina, a cicatrizacdo ocorre por formacdo de tecido fibroso que

marca a auséncia de osseointegracdo, como mostrado na Fig. 3.11.

i\
/
Tecido fibroso ‘
(

a) (b)
Figura 3.11- Fracasso total do implante. (a) Presencga de tecido fibroso entre 0 0sso e o
implante. (b) Mesmo corte com luz polarizada (DAVARPANAH et al., 2003).

A resposta inicial do tecido 6sseo apds a instalagdo do implante é caracterizada por
uma reacao inflamatéria que se desenvolve devido ao trauma cirdrgico local e a presenga do
implante. Durante o procedimento cirirgico para instalacdo dos implantes, ocorre uma lesédo
do tecido 6sseo rompendo vasos sanguineos (HUNT, 1990; DAVIES, 2003; FRANCHI et al.,
2005). O sangue entra em contato com a superficie do implante, que sera recoberta por uma
camada de proteinas plasméaticas que irdo definir a resposta celular subseqtiente, uma vez
que as células interagem inicialmente com as proteinas e nao com a superficie do implante
(PUELOe NANCI, 1999; DAVIES, 2000). Em poucos minutos 0 sangue extravasado sofre
coagulacdo, ocorrendo ativacdo plaquetéaria, liberacdo de fatores de crescimento, fatores
vasoativos, e formacéo da rede de fibrina, através da qual as células inflamatérias migrardo
(MARCOet al., 2005). Os neutrdfilos sdo as primeiras células a atingir o sitio do implante,
mas em seguida os macrofagos tornam-se predominantes, sendo encontrados na interface
osso-implante tantos nos momentos iniciais da cicatrizagdo peri-implantar, como apoés a
neoformacgéo 0ssea (PARK e DAVIES, 2000; SOSKOLNEet al., 2002). Células da linhagem
osteogénica ou mesmo células mesenquimais, quando estimuladas por citocinas e fatores
de crescimento liberados pelos macréfagos e plaquetas, migram para a regido peri-
implantar, ligam-se a camada de glicoproteinas plasmaticas adsorvidas na superficie do
implante, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a deposi¢cdo de matriz 6ssea (REFAlet
al., 2004; MARCOet al., 2005). Este processo, conhecido como osteogénese de contato,
ocorre a partir da superficie do implante em direcdo a superficie dssea. Entretanto, este ndo
€ 0 Unico processo responsavel pela formacdo éssea ao redor dos implantes. Na

osteogénese a distancia, o tecido 6sseo é formado a partir de células osteogénicas
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presentes no tecido 6sseo peri-implantar, resultando na formacdo 6ssea em direcao ao
implante (DAVIES, 2003; MARCOet al., 2005).

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular € mineralizada,
conferindo a este tecido, propriedades ideais para a realizacdo das fun¢Bes de suporte e
protecdo do organismo vertebrado. Os osteoblastos sédo responsaveis pela sintese dos
constituintes organicos da matriz 6ssea e também concentram fosfato e calcio, participando
da mineralizacdo da matriz (WATZEK, 2004; ZAFFE, 2005). A Figura 3.12 mostra a

microestrutura do 0sso cortical.

S == -:;:" 448 v S sireunfirencial

Bk

Sk
",'_:‘q—‘-\-,‘lt.\]

s Peria
Endtitec S Darn | Hoversamn i

Figura 3.12 - Vista esquematica da estrutura éssea. (PRADO DA SILVA, 2006)

O componente organico da matriz, produzido pelos osteoblastos, €
predominantemente constituido pela proteina colageno do tipo | (85%), com pequenas
guantidades de colagenos tipo Il e V (5%). As proteinas ndo colagénicas da matriz, juntas,
perfazem os 10% restantes (TZAPHILIDOU, 2005). As proteinas ndo colagenas da matriz
sdo importantes na mineralizacdo, organizam a matriz extracelular, controlam as interacfes
célula-célula, célula-matriz, e enviam sinais para as células 6sseas (DAVIES, 2000; DE
OLIVEIRAet al., 2003; WATZEK, 2004).

A osteopontina (OPN) é expressa nos estagios iniciais da osteogénese, antes da
diferenciacdo das células 0sseas e apoés o inicio da mineralizacdo (DAVIES, 2000; YOUNG,
2003; DE OLIVEIRA e NANCI, 2004).

A mineralizagdo da matriz 6ssea é regulada pelas proteinas da matriz e por enzimas,
principalmente pela fosfatase alcalina (ROSA e BELOTI, 2003; XAVIERet al., 2003;
DECLERCQet al., 2005). Em cultura de células osteogénicas, um aumento nas atividades
de fosfatase alcalina (ALP) marca o inicio da mineralizagéo e a diferenciacdo das células
osteogénicas em fendtipo de osteoblasto (DECLERCQ et al., 2005; DAVIES, 2003; BELOTI
e ROSA, 2005).
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Variagbes na topografia do implante influenciam a adesdo dos macrofagos e
osteoblastos e podem influenciar a producdo e a concentragdo dos fatores de crescimento
no sitio peri-implantar (SCHWARTZ e BOYAN, 1994). A sintese de coldgeno, de matriz
extracelular, de citocinas e fatores de crescimento, sdo favorecidas pela rugosidade
superficial do implante (ROSA e BELOTI, 2003).

O estudo “in vitro” da osteogénese tem sido impulsionado por pesquisas utilizando
biomateriais na ortopedia e na implantodontia, principalmente ap6s o advento da
osseointegracdo (DAVIES, 2003). Essas culturas podem ser feitas a partir de osteoblastos
da calvaria de roedores neo-natos, de “explants” O6sseos, células da medula 6ssea de
humanos ou de animais, e também a partir de linhagens celulares imortalizadas (DAVIES,
2000; HENG et al., 2004). Logo, em uma mesma cultura pode haver células monopotenciais
e células multi ou bi potenciais (ANDRADESet al., 1999; DAVIES, 2000; YAMADAet al.,
2000).

Estimativas feitas por diluicdo indicam que células osteoprogenitoras estao presentes
em baixa frequéncia em cultura proveniente de calvaria (<1%), e medula de rato e
camundongo (<1%) (AUBIN, 1999).

Osteoblastos provenientes da calvaria de rato analisados com dois marcadores (ALP
e PTH) no 21° dia de cultura sdo expressos simultaneamente indicando a presenca de
células em diferentes estagios de diferenciacdo. Dessa forma, osteoblastos
histologicamente  idénticos, completamente diferenciados, s&o molecularmente
heterogéneos (DAVIES, 2000).

Hormonios e citocinas regulam a atividade osteoblastica e sua diferenciagdo “in vitro”,
mas existem discrepancias e até mesmo efeitos opostos quando se comparam células
provenientes de medula Gssea e células isoladas de outros o0ssos, embora algumas
atividades e principios sejam comuns (HENGet al., 2004).

Existem evidéncias crescentes de que algumas acdes como crescimento e
diferenciacdo dependem do estégio de diferenciagédo das células (WATZEK, 2004).

O osso é neoformado por intermédio da osteogénese de proximidade e da
osteogénese de contato(BRANEMARK; ZARB e ALBREKTSSON, 1988). O primeiro
fendbmeno permite a formagdo de uma trama de tecido conjuntivo ou “plexo de fibrina”
periimplantar proveniente da bainha 6ssea face ao implante. Na osteogénese de contato, a
neoformacéo 6ssea se faz em contato direto com a superficie implantar gragas a aderéncia
do plexo de fibrina. Uma superficie tratada com acido (HCI — H,SO,) permite uma excelente
dispersdo do sangue e do fluido seroso no momento da colocacdo do implante. A
microtopografia criada por esse tratamento quimico aumenta a qualidade de se tornar imido
o titnio comercialmente puro. A presenca de rugosidades microscopicas nas superficies

tratadas facilita a retengéo do plexo de fibrina.
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CAPITULO IV

ENSAIO “IN VITRO” DE CULTURA DE CELULAS

Em geral, os experimentos “in vitro” s&o realizados utilizando cultura de células
primarias (“explants” 6ésseos), células da calvaria de roedores neo-natos, células da medula
Ossea e linhagem de células derivadas de osteoblastos humanos ou outras espécies sobre
diferentes superficies de corpos de prova (discos de titanio). Neste trabalho o ensaio de
cultura de células foi realizado com linhagem de célulassobre discos de titdnio que sofreram
tratamentos superficiais de subtragao (jateamento e ataque acido). Os discos sao obtidos de
barras de titAnio comercialmente puro com condicbes de superficies preparadas aos
objetivos da avaliagéo e que, geralmente, possam ser aplicadas aos produtos comerciais.

As culturas realizadas sobre a superficie dos corpos de prova visam a analise dos
seguintes parametros osteogénicos: proliferagdo e viabilidade celular, medida da atividade
de fosfatase alcalina e formacao de matriz mineralizada.

Nos ensaios de cultura de células foramutilizados 03 corpos de prova para cada
medida analisada, sendo feitas analises apos 1, 7, 14, 21 e 28 dias apds o inicio da cultura

de células.

4.1. Preparacao dos Reagentes

Os reagentes utilizados na cultura foram preparados previamente, aliquotados na
concentragao de trabalho e armazenados adequadamente até a sua utilizagdo. O meio total
suplementado (MTS) 10%,composto de uma mistura de DMEM com DMEM/F-12 a 10% de
soro fetal bovino estéril e inativado (v/v — Nutricell Nutrientes Celulares, Campinas - SP),
bicabornato de sddio de acordo com o protocolo de cada fabricante do meio e antibiético,
tais como, gentamicina (5 ug/ml) e anfotericina B(2,5 pg/ml). O DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — Sigma) tem em sua composigao 4,5 g/L glicose o que é considerado meio

comalta glicose, L-glutamina.Ja o DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium:
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Nutrient Misture F-12 Ham — Gibco) é composto por 15 mM de Substanica Tampao HEPES
(Acido 2-[4-(2-hidroxieltil)1-piperazinil]-etanosulfénico), L-glutamina e Vitamina B6 (cloridrato
de piridoxina). A Figura4.1 mostra o meio DMEM e DMEM/F-12 antes do preparo e apés o

preparo.

Dstep. 1| 067KEXS
.&Ilbeccg‘s Modified 2 ‘
Eagle's Medium - 19 7%

(a) (b)
Figura 4.1 — (a) DMEM e DMEM/F-12 antes do preparo; (b) DMEM e DMEM/F-12 apds o

preparo.

Para avaliar a viabilidade celular foi usado o Azul de Tripan 1% que é utilizado para
fazer a diluicdo do sedimento celular auxiliando na contagem de células na camera de
Neubauer. O Azul de Tripan 1% € um indicador que s6 entra na célula se a mesma estiver
morta, caso contrario, a célula fica refringente. A Figura 4.2 mostra uma camera de
Neubauer (Hemocitdmetro)e um quadrante da camera de Neubauer visto com aumento de
40x ao microscoépio 6tico sem célula e na Fig. 4.3 mostra umacamera de Neubauer com

célula diluida no Azul de Tripan 1%.

(a) (b)

Figura 4.2 — (a) Camera de Neubauer; (b) Um quadrante da Camera de Neubauer sem

célula visto ao microscépio 6tico com aumento de 40x.
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Figura 4.3 — O mesmo quadrante com célula diluida no Azul de Tripan 1% onde se tem

destacado nos circulos as células presentes na faixa do zoom do quadrante.

Outro reagente utilizado no ensaio “in vitro” é a Solugdo Tampéao Salina — Fosfato pH:
7,2, na concentracao de 1x (PBS 1x) que tem em sua composi¢do NaCl (Cloreto de sédio),
KCI (Cloreto de potassio), Na,HPO, (Fosfato dissédico), KH,PO, (Fosfato monopotassico).
O PBS 1x tem a fungao de eliminar o soro presente no meio que estava sobre as células
quando realiza a lavagem das células, uma vez que, 0 soro contém componentes que
impedem a agao da solugao de Tripsina-EDTA que é utilizada para desprender as células do
fundo das garrafas para fazer um repique ou plagueamento. Para preparar o PBS 1x, dilui-
se o0 PBS 10x (LGC Biotecnologia) na proporc¢ao de 1:10. Ou seja, para o preparo de 1 litro
de PBS 1x, utilizou 100 ml de PBS 10x e 900 ml de agua destilada. Foi feita uma mistura e
em seguida levada para autoclavar a fim de esterilizar. Antes do uso em lavagem das
células, filtra-se o conteudo e aliquota em quantidades menores para facilitar o manuseio e
prevenir uma possivel contaminagédo mantendo sempre resfriado em geladeira.

Na medida da proliferagdo e viabilidade celular sao utilizados os reagentes MTT
(Invitrogen Corporation, EUA)e Isopropanol-Acido (HCI). O MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide)atua nas cristas mitocondriais que identifica a vida das
células resultando no sobrenadante roxeado conforme mostra a Fig. 4.4. Para a utilizagéo
do MTT, dissolve-se5 mg de MTT para 1 ml de PBS 1x filtrado e estéril. Apos a mistura,
conserve em temperatura ambiente até o uso. Por exemplo, 0,025 g de MTT para 5 ml de
PBS 1x.0 Isopropanol-acido tem como funcéo parar a reagdo do MTT sobre as células e é
composto por isopropanol e acido cloridrico (HCI). Para cada 100 ml de isopropanol adicione

400 pl de HCI, misture e armazene em temperatura ambiente até a sua utilizagao.
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Sobrenadante
homogeneizado

Sobrenadante sem
homogeneizar

Figura 4.4 — Sobrenadantehomogeneizado (cor roxeada)com MTT nas células apés 4 horas

incubados.

Para a obtengdo da medida da atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi utilizado um kit
comercial (Sigma, St. Louis, MO, EUA) seguindo as instru¢cdes do fabricante aos 7, 14 e 21
dias de cultura. E ainda, neste mesmo ensaio, foi feita a medida do conteudo da proteina
total utilizando o método de Bradford, BCA protein assay kit (Pierce Biotechnology Inc.,
Rockford, IL, EUA).A Figura 4.5 mostra a placa de cultura sendo realizada o ensaio de

fosfatase alcalina onde a parte roxeada mostra a produgao de proteina existente.

Figura 4.5 — Atividadede fosfatase alcalina sendo quantificada utilizando a quantificagéo de

proteina total (roxeada).

Para a obtencdo da medida dos nédulos de mineralizagao foi utilizado um corante de
pigmentagdo vermelha-alaranjada derivado originalmente da raiz da garanca denominado
Alizarinred S 1% (Sigma, St. Louis, MO, EUA)que tem como composi¢cdo quimica
Ci4sH/NaO;S. A Alizarin Red S é utilizada para identificar a formacdo dos nodulos
mineralizados (formagao de calcio) sobre as superficies de titdnio apds 28 dias de cultura. A

solugado de Alizarin Red S é preparada em 0.1% hidroxido de aménio (Sigma, St. Louis,
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MO,EUA). Na Figura 4.6 mostra a solucédo de Alizarin Red S sobre os discos durante a

pigmentagdo dos nédulos de mineralizagéo.

Figura 4.6 — N6dulos de mineralizagdo sendo corados com Alizarin Red S.

4.2. Aquisicao das Células

As células da linhagem osteoblastica foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Lyndon
Cooper da Universidade da Carolina do Norte — USA. Elas foram armazenadas em garrafas
de cultura de células de 25 cm?com5 ml de MTS e levadas para a incubadora a 37°C, 5% de
CO.. AFigura 4.7 mostra a capela de fluxo laminar utilizada durante todos os procedimentos
do ensaio “in vitro” visando evitar a contaminacao da cultura. A Figura 4.8 mostra garrafas
de cultura com meio pronta para ser transportada para a incubadora e a Fig. 4.9 mostra as

respectivascélulas nessa garrafa.

Figura 4.7 — Capela de fluxo laminar.

O meio de cultura das garrafas de 25 cm? foi trocado a cada trés dias até obter uma
confluéncia para realizar o procedimento de repique. Na Figura 4.10 mostra uma garrafa

com células confluentes prontas para realizar o repique. Obtendo esta confluéncia, deve-se
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retirar o meio de cultura das garrafas, lave trés vezes com PBS 1x a fim de remover o soro

fetal bovino (SFB) das células.

Figura 4.8 — Garrafas de cultura prontas para serem incubadas.

Figura 4.9 — Células dentro da garrafa de cultura no instante zero da cultura.

Apoés esta lavagem, adicionou-se1 ml de Solugdo Tripsina-EDTA. A tripsina € uma
solugado balanceada com tripsina sem ions, calcio e magnésio e com um agente quelante
que age permitindo o "descolamento" das células do fundo das garrafas e/ou desagregando
células entre si através de sua propriedade proteolitica sobre proteinas intercelulares, e
ainda alterando a estabilidade das membranas ao quelar o ion calcio.Adicionado a solugéo
de tripsina na garrafa, deve-se observar no microscépio até que as células adquirem um
aspecto redondo e individualizado, deslocando-se da garrafa, pode-se interromper o
processo com a adigdo de 5 ml de meio total suplementado (MTS). A Figura 4.11 mostra
células se soltando do fundo da garrafa com a agao da tripsina e formando um aglomerado
de células. Como o soro possui alfa 1-anti-tripsina, ele neutraliza a agdo da tripsina. Apés ter
feito isso, as células foram homogeneizadas e transferido 30 ml do meio com células para
outra garrafa maior (75 cm?) e completando com mais 7 ml de MTS 10% em cada garrafa
visando sempre uma maior proliferacdo das células. Este procedimento derepique é

realizado com as outras garrafas de cultura quando atingiram a confluéncia para o tal. Feito
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isso, as garrafas foram colocadas na incubadora a uma temperatura de 37°C, 5% de CO,. A
Figura 4.12mostra as garrafas de cultura de células dentro da incubadora a 37°C e a

incubadora utilizada durante todo o ensaio “in vitro” de cultura de células.

Figura 4.10 — Confluéncia das células nas garrafas.

Figura 4.11 — Células “descolando” do fundo da garrafa com a acao da solugao de tripsina.

(a) (b)
Figura 4.12— (a) Garrafas da cultura de células osteoblasticas Hfob 1.19 dentro da
incubadora a 37°C; (b) Incubadora utilizada para manter as garrafas na temperatura e

concentracao de CO, adequadas.
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4.3. Preparacdo das amostras

Os discos de titanio utilizados para a obtencdo dos parametros osteogénicos nos
ensaios “in vitro” de cultura de células foram fabricados pela Empresa Neodent Implantes
Osteointegraveis, parceira deste trabalho. Todos os discos de titdnio possuem diametro de 6
mm e espessura média de 2 mm e diferentes tratamentos de superficies. Considerando a
modelagem matematica a ser desenvolvida no Capitulo V é necessario ter-se uma
sensibilidade das condi¢cbes de tratamentos das superficies, com isso, foram fornecidos pela
empresa 18 grupos de superficies, como mostra a Tab. 4.1. A Tabela4.2 mostra como foram
distribuidos os jateamentos utilizados no preparo das superficies dos discos de titanio
juntamentecom a granulometria, o tempo de jateamento, a distancia do jato e a pressao do
jato que foram exercidos sobre a superficie durante o processo de jateamento. A Tabela4.3

mostra a variagcao dos acidos e a temperatura utilizada nas superficies dos discos de titanio.

Tabela 4.1 —Grupos de superficies fornecidos pela Empresa Neodent.

GRUPO JATO ACIDO
GO1 J1 A1
G02 J1 A2
GO03 J1 A3
G04 J1 A4
G05 J1 A5
GO06 J1 A6
GO7 J2 A1
G08 J2 A2
G09 J2 A3
G10 J2 A4
G11 J2 A5
G12 J2 A6
G13 J3 A7
G14 J4 A7
G15 J5 A7
G16 J6 A8
G17 J7 A7

G18 J8 A7
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Tabela 4.2 — Jateamentos utilizados nas superficies fornecidas pela Empresa Neodent.

Granulometria Tempo (s) Distancia(cm) Pressao (Bar)

J1 240um 3 10 20
J2 280um 3 10 20
J3 280um 4 10 15
J4 280um 3 15 15
J5 280um 4 10 20
J6 -- -- --
J7 280um 3 15 20
J8 280um 2 10 30

* Sem Jateamento

Tabela 4.3 — Ataque acidos utilizados nas superficies fornecidas pela Empresa Neodent.

ACIDOS TEMPERATURA TEMPO
Al F2 60 30’
A2 F1 60 30°
A3 F1 AMBIENTE 30°
A4 F2 AMBIENTE 30°
A5 F3 60 30°
A6 F3 AMBIENTE 30°
A7 F3 60 1h
A8 F3 60 2h

Nos ensaios de cultura de células foram utilizados 03 corpos de prova para cada
medida analisada, sendo feitas analises no primeiro dia, sétimo dia, décimo quarto dia,
vigésimo primeiro dia e vigésimo oitavo dia apos o inicio da cultura de células utilizando um
total de 21 discos. Logo, a quantidade de corpos de prova utilizados foram 378 discos de
titnio. Como pretende-se caracterizar as diferentes superficies através da determinacao da
rugosidade, da espessura da camada de 6xido de titdnio e da energia superficial, utilizou-se
adicionalmente 02 amostras para cada condicdao diferente que implicou em 108
discosadicionais. Portanto, foram utilizados um total de 486 discos de titAnio como mostra
a Tab. 4.4.A Figura 4.13mostracomo cada disco de titanio foi embalado e esterilizado pela

Empresa.
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Figura 4.13 — Disco de titAnio embalado separadamente para evitar contaminag&o e pronto

para o uso.

Tabela 4.4 — Quantidade de discos de titanio fornecida pela Empresa Neodent.
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4.4. Parametros Osteogénicos Analisados

4.4.1.Medida da Proliferacao e Viabilidade Celular

Inicialmente foi feito o plaqueamento das células que foram desprendidas do fundo da
garrafa, utilizando uma digestao enzimatica com solucao de Tripsina-EDTA.Com o auxilio de
um raspador “tipo falcon” as células foram cuidadosamente desprendidas do fundo da
garrafa. AFigura 4.14 mostra a remogao das células aderidas a garrafa apds a digestao
enzimatica, como parte do processo de plagueamento. As células liberadas, em suspenséo,
devem ser transferidas para tubos “Falcon” de 15 ml contendo MTS 10%, centrifugadas por

10 minutos a uma velocidade de 2000 rpm.

Figura 4.14 — Remocédo das células aderidas na garrafa de cultura com o auxilio deum

raspador.

A Figura 4.15 mostra os tubos em equilibrio na quantidade de meio para serem
centrifugados e a Fig. 4.16 mostra o equipamento utilizado para centrifugar as células. A
Figura 4.17 mostra os tubos posicionados na centrifugacolocados em oposicdo um em
relagdo ao outro. Apds centrifugar, deve-se juntar as células de todos os tubos para efetuar
a sua contagem. Para a medida daproliferacao e viabilidade celular, tem-se trés tempos de
analise, 1, 7 e 14 dias, portanto em cada tempo € utilizado uma placa de cultura de 96 pogos
com a mesma configuragdo. Assim, em cada placa se tem 54 pogos com discos das 18
superficies diferentes que foram feitos em ftriplicata (irés discos de cada superficie) mais 6
pogos comogrupo controle resultando em 60 pogos por placa e totalizando 180 pogos que
foram plaqueados para a medida da proliferagdo e viabilidade celular nos trés tempos. A
Figura 4.18 mostra o desenho esquematico desta medida para a analise de acordo com as

18 superficies.
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Figura 4.15 — Tubos em equilibrio prontos para serem centrifugados.

Figura 4.16 — Centrifuga utilizada no ensaio de cultura de células. Em detalhe destaca o

marcador do tempo e o regulador da velocidade.

Figura 4.17 — Tubos “Falcon” posicionados dentro da centrifuga.

Ao saber o numero de quantos pogos utilizados, foi necessario saber o volume total
dasuspenséo celular que precisara ser plaqueado sendo que sobre cada disco e cada pogo
controle foram colocados 100 ul de suspensdo celular. Para isso, basta multiplicar a
quantidade de pocgos utilizados por 100 ul. Logo, em uma placa com 60 pocos utilizou-se 6
ml de suspensao celular.Para saber o numero de células nesses 6 ml, uma vez que, em 100
ul encontra aproximadamente 1 x 10* células. Portanto, em 6 ml sdo previstos ter 6 x 10°

células.Vale ressaltar que este numero de células foi para uma placa, como utilizou trés
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placas para a andlise de proliferagdo e viabilidade celular, multiplicou-se por trés esta

quantidade de células previstas em 6 ml, logo, em 18 ml foram necessario 1,8 x 10° células.
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Figura 4.18 — Desenho esquematico da placa de cultura de 96 pogos para o plaqueamento e

obtencao da medida de proliferacao e viabilidade celular.

Finalmente, a contagem das células é feita da seguinte forma:

- Retira-se uma amostra (100 pl) do tubo que contém a suspenséo celular e mistura-
se com um mesmo volume do corante vital Azul de Tripan 1%;

- Coloca-se uma pequena amostra colorida com Azul de Tripan na Camera de
Neubauer para contagem das células;

- Leva-se a camera de Neubauer para o microscépio 6tico conforme mostra a Fig.
4.19 e conta-se quantas células existem, como mostradona Fig. 4.3;

- Em seguida, multiplicou-se por 2 que ¢é o fator de diluicao, pois diluiu-se em Azul de
Tripan 1%; posteriormente, multiplicou-se por 10* que é o fator de correcdo da camera de
Neubauer, obtendo-se a quantidade de células existente em 1 ml de suspensao celular.

Neste estudo,uma amostra colocada na camera de Neubauer continha 15 células.
Logo, 15 células x 2 (fator de diluigao) x 10* (fator de correcéo) = 30 x 10* células = 3 x 10°
células em 1 ml de suspensao celular.

Como o volume total de sedimento celular foi ressuspenso em6 ml, o nimero de
células nesses 6 ml foi: 3 x 10° células x 6 ml = 18 x 10° = 1,8 x 10° células em 6 ml. Em
seguida, apenas completou o volume necessario com MTS 10%, uma vez que encontrou o
numero de células desejado para os 18 ml.

Apds a contagem, as células foram plaqueadas sobre as superficies dos corpos de
prova de titdnio e dos 6 pogos do grupo controle das placas de poliestirenode 96 pogos

colocando 100 pl desuspensao celular como mostrado na Fig. 4.20. Na obtencao desta
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medida foram utilizados trés placas de poliestireno para cultura como mostra a Fig. 4.21. Na

sequéncia, as placas foram levadas para a incubadora a 37°C, 5% de CO..

Figura 4.19 — Microscopio Otico com a camera de Neubauer para a contagem das células.

Figura 4.20 — Plagueamento das células nas placas de 96 pogos dentro do fluxo.

Figura 4.21 — Placas de cultura utilizadas para o plagueamento das células na obtencao da

medida da proliferagéo e viabilidade celular dentro do fluxo laminar.
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A medida da proliferacido e viabilidade celular é obtida através da leitura da
absorbancia em cada tempo produzida apds 4 horas de incubacao e reacdo com a solugéo
do MTT (Invitrogen Corporation, EUA). Posteriormente, fez-se uma equivaléncia entre o
valor da absorbancia do teste obtida com a absorbéncia do controle resultando na
percentagem de vitalidade das células dada pela Eq. (4.1). Em seguida, relacionou esta
percentagem com o numero de células plagueadas referentes ao grupo controle de 24 horas

de cultura.

médiadaabsorbanciadoteste

it = 41
Vit médiadaabsorbénciadocontroleX 100 1)

Apods 24 horas, levou-se a placa para o fluxo, adicionou-se 10ul de MTT para cada
100 ul de meio contido no pogo foram incubados por mais 4 horas. A Figura 4.22 mostra o
momento da colocacdo do MTT na placa equivalente a 24 horas e mostra também a placa

com MTT em todos os pogos.

Figura 4.22 — Momento da aplicagdo do MTT e a placa completa com MTT.

Apoés 4 horas, ao retirar a placa da incubadora foram observados sobre os discos
depdsitos de cristaisde formazana que indica a reagdo do MTT conforme mostra a Fig. 4.23.
Adiciona 100 pl de Isopropanol-Acido (HCI) visando interroper a agdo do MTT e
homogeneize dissolvendo os cristais de formazana até obter uma cor roxeada como mostra
a Fig. 4.24 A Figura 4.25 mostra a placa com o sobrenadante homogeneizado.

Apds a homogeneizagao de todos os pogos da placa, foi realizada a transferéncia do
sobrenadante para uma outra placa de cultura de 96 pocos a fim de efetuar a leitura da
placa em uma leitora de placa. A Figura 4.26 mostra a placa com os discos de titanio e a
placa com os sobrenadantes transferidos. Apds a transferéncia dos sobrenadantes, a placa
foi levada embrulhada em papel aluminio até a leitora de placa. A Leitora de Microplaca de
96 pocos utilizada foi a TP Reader (ThermoPlate) pertencente ao Laboratério de Genética

da Universidade Federal de Uberlandia.
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Figura 4.23 — Placa apés a incubagao e em detalhe, os depdsitos formados com a agéo do

MTT sobre as células.

Figura 4.24 — Aplicagdo do Isopropanol-Acido em todos os pocos da placa de cultura apés 4

horas de incubagao. Apresenta também a cor roxeada apds a homogeneizagao da solugao.

Figura 4.25 — Placa com o sobrenadante homogeneizado.

Para efetuar as leituras, colocou-se a placa com o sobrenadante homogeneizado no
local apropriado, fechou a tampa e definiu o programa que realiza a medida da absorbancia
para o teste de MTT com um comprimento de onda 590 nm. Apéds alguns segundos a leitora
fornece os resultados da leitura da placa dando a possibilidade de efetuar a impressao dos

mesmos. A Figura 4.27 mostra a leitora de microplacas e em detalhe a placa de 96 pogos
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encaixada no local apropriado da leitora para a realizagao da leitura. Ja a Figura 4.28 mostra

a impressao dos resultados apos a leitura.

Figura 4.27 — Leitora com a placa e em detalhe a placa encaixada no local apropriado para a

realizacao da leitura.

Resultados

Resultados na
tela da leitora

Figura 4.29 — Impressao dos resultados apods a leitura.
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4.4.2.Medida da Atividade de Fosfatase Alcalina

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi medida aos 7, 14 e 21 dias utilizando um kit
comercial (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e seguindo as instru¢des do fabricante. O meio de
cultura das células foi removido, os pogos lavados trés vezes com PBS a 4°C. Em seguida
foi adicionado 1% Triton X-100 a 4°C que ficou em contato com as células por 1h sob
agitacdo. Em seguida, 25ul de cada amostra foi transferido para uma nova placa de 96
pocos e adicionado 200ul do substrato p-nitrophenolphosphate em tampéo 2-amino-2-
methyl-1-propanol (p-NPP) (Sigma) e incubado a 37°C por 1h como mostra a Fig. 4.29. ALP
hidrolisa p-nitrofenil fosfato em p-nitrofenol e fosfato inorganico. A quantidade de atividade
de fosfatase alcalina foi medida lendo a absorbancia em um espectrofotdmetro (Microplate
Reader, Modelo 550, Bio-RadLaboratories, EUA), com comprimento de onda de 405nm. A
Figura 4.30 mostra o espectrofotdmetro utilizado para a obtengao da medida da absorbancia

no ensaio de atividade de fosfatase alcalina.
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Figura 4.29 — Adicionando na placa de cultura o substrato p-nitrophenolphosphate em

tampao 2-amino-2-methyl-1-propanol (p-NPP) e incubando por 1 hora a 37°C.

Figura 4.30 — Espectrofotdmetro utilizado na obtencdo da medida de ALP.

A atividade de ALP, expressa em pmol de p-NPP/concentragdo de proteina/min, foi
calculada a partir da quantidade de proteina total em cada amostra. Para a normalizagao

dos dados, foi medido o conteudo de proteina total, utilizando o método de Bradford, BCA
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protein assay kit (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA), onde 25ul de cada amostra
dos mesmos pocos utilizados para medida da atividade de ALP foram transferidos para uma
nova placa de 96 pogos e misturados com 200ul de BCA protein assay kit (Pierce
Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA) e incubado a 37°C por 30 minutos. Em seguida, a
absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro (Microplate Reader, Modelo 550, Bio-Rad
Laboratories, USA), com comprimento de onda de 570nm. O conteudo de proteina total em
ug/ul foi calculado em cada pogo com base em uma curva padréao feita a partir de albumina
bovina (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA). A Figura 4.31 mostraplaca de cultura
dosando a proteina padrédo (de coloragédo roxeada) e placa de cultura dosando a ALP (de

cor amarelada).

Figura 4.31 — Dosagem de proteina padrao e ALP.

4.4.3. Medida dos N6dulos de Mineralizacao

Aos 28 dias foi feita a medida dos nédulos de mineralizacdo onde foi observada a
formacgao de nodulos mineralizados por epifluorescéncia. A presenca de calcio e de fosfato
em areas nodulares de matriz mineralizada é evidenciada pela cor vermelha utilizando o
método histoquimico da Alizarin Red S.

O meio de cultura das células foi removido, os pocos lavados trés vezes com PBS a
4°C e fixados com Metanol 100% por 30 minutos. Os discos de Ticp foram lavados duas
vezes com agua destilada e, em seguida, corados com Alizarinred S 1% (Sigma, St. Louis,
MO,USA) em 0.1% hidroxido de aménio (Sigma, St. Louis, MO,USA), que colore em
vermelho os nddulos de mineralizagdo ricos em calcio por 10 minutos como mostra a Fig.
4.32. Os discos de Ticp foram lavados trés vezes com agua destilada e deixados secar a

temperatura ambiente conforme mostra a Fig. 4.33.
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Figura 4.33 — Discos secando em temperatura ambiente apds a coloragao dos nédulos de

mineralizagdo com Alizarin Red S.

Apos secos, os discos foram colados em laminas para microscopia e levados para
analise em um microscopio invertido de epifluorescéncia (DP72 Olympus America -
BoneBiologyandimplantTherapylLaboratory, DepartmentofProsthodontics, Universityof North
Carolina),com comprimento de onda de excitacdo de 530-560 nm e comprimento de onda
de emissao de 580 nm. A Figura 4.34 mostra uma lamina montada com os grupos 10, 11 e
12 estudados neste trabalho e a Fig. 4.35 mostra o microscopio invertido utilizado para a
obtenc¢do das imagens. As imagens digitais dos discos corados foram avaliadas em software
especifico para analise de imagens digitais (ImageJ, “downloaded” do National Institute of
Health, Bethesda, MD, EUA, disponivel em http://rsb.info.nih.gov/ij). A Figura 4.36 mostra

uma imagem adquirida dos nddulos de mineralizagdo sobre um disco de titanio.
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Figura 4.34 — Lamina montada com os Grupos 10, 11 e 12 apds a coloragdo dos nédulos de

mineralizacao.
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Figura 4.35 — Microscopio de epifluorescéncia utilizado na obtencdo das imagens dos
nodulos mineralizados corados nos discos de titanio.

(BoneBiologyandimplantTherapyLaboratory/ UNC—-USA).

Figura 4.36 — Nodulos ricos em calcio fluorescente sobre o disco de titanio.

Na sequéncia foi obtido a intensidade média da area corada e também a porcentagem
da area total corada utilizando o software ImageJ e os resultados sao descritos no Capitulo
VILI.
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CAPITULO V

MODELO MATEMATICO

5.1. Introducéo

Os principais mecanismos relacionados ao processo de osseointegracdo dos
implantes s&do similares aos que ocorrem durante o reparo de uma fratura oOssea, e
envolvem uma série de eventos celulares e moleculares (DAVIES, 2003; FRANCHIet al.,
2005).

O estudo “in vitro” da osteogénese tem sido impulsionado por pesquisas utilizando
biomateriais na ortopedia e na implantodontia, principalmente apds a descoberta do
fendbmeno da osseointegracao (DAVIES, 2003). Essas culturas podem ser feitas a partir de
osteoblastos da calvaria de roedores neonatos, de explantes ésseos, células da medula
O0ssea de humanos ou de animais, e também a partir de linhagens celulares imortalizadas
(DAVIES, 2000; HENGet al., 2004) sendo utilizadas como ferramentas de analise da
biocompatibilidade e do potencial osteogénico desses biomateriais.

Osteoblastos provenientes de cultura primaria de osso humano podem ser obtidos a
partir de digestdes enzimaticas ou desprendidos do préprio fragmento, constituindo os
explantes (DAVIES, 2000), os quais fornecem osteoblastos diferenciados e células
osteoprogenitoras. No entanto, culturas obtidas a partir de roedores tém sido um modelo de
estudo bastante utilizado, devido ao maior potencial proliferativo das células. Os
osteoblastos e células osteoprogenitoras respondem as variagbes na composicdo do
microambiente (citocinas e fatores de crescimento) e a mudangas na microtextura dos
implantes, o que pode ser usado pela bioengenharia para favorecer a osseointegragéo
(DAVIES, 2000, 2003).

Segundo Branemark (1985), o sucesso da osseointegragéo depende de seis fatores:

- Biocompatibilidade do implante;

- Caracteristicas da geometria do implante;
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- Caracteristicas da superficie;
- Estado do leito hospedeiro;
- Técnica cirurgica;

- Tipo e intensidade das cargas aplicadas.

Neste trabalho € proposto um modelo matematico para estimar o grau de
osteogénese em superficies de titanio com diferentes condi¢cées de rugosidade, espessura
da camada de 6xido de titanio e energia superficial da superficie. A formulagao foi definida e
validada considerando ensaios “in vitro” de cultura de células.

Como descrito anteriormente, os processos celulares que caracterizam a geracdo de
células 6sseas viaveis (Osteogénese) dependem de inimeros fatores. Alguns destes fatores

podem ser analisados em estudos “in vitro” de cultura de células:

- Atividade de Fosfatase Alcalina (n1);
- Proliferacao e Viabilidade Celular (n2);

- Nodulos de Mineralizagéo (n3).

Portanto, foi necessario estabelecer um indice que quantificasse a osteogénese
considerando as variaveis descritas anteriormente, para que, na sequéncia, utilizando
métodos de similitude, fosse obtida uma equagao para a estimativa da osteogénese.

Para a aplicagao dos métodos de similitude é preciso avaliar a sensibilidade de cada
variavel isoladamente no fendmeno estudado, ou seja, a medida da intensidade da
osteogénese gerada. Portanto, em geral, o numero de experimentos é relativamente grande

dependendo do numero de variaveis analisadas.

5.2. Medida da Intensidade da Osteogénese

A medida da intensidade da osteogénese foi estimada considerando variaveis
medidas no ensaio “in vitro” de cultura de células, ou seja, proliferagédo e viabilidade celular,
fosfatase alcalina e nddulos de mineralizagao.

As células foram cultivadas sobre as diferentes superficies de titdnio visando avaliar o
processo de osteogénese. Essas modalidades de cultura, obtidas a partir de células de
humanos, aproximam a pesquisa laboratorial da pratica clinica, e tem sido amplamente
valorizados pela literatura, na tentativa de desvendar os eventos celulares e moleculares
que regulam a osseointegracdo. Os resultados das analises “in vitro” foram utilizados para

modelar matematicamente o fendmeno, considerando variaveis de andlise, qualidades
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diferentes de superficies através de diferentes processos com ataque acido e diferentes
condigbes de jateamento.

Existem evidéncias crescentes de que o crescimento e a diferenciagdo dependem do
estagio de diferenciagédo celular (WATZEK, 2004). Os mecanismos moleculares ligados a
esses efeitos sdo pouco conhecidos, mas a localizagdo e o nivel de expressdao de
receptores e ligantes de citocinas em subgrupos especificos de células osteogénicas,
podem ajudar a entender os caminhos que levam ao desenvolvimento e regulagdo da
osteogénese (DAVIES, 2000; YAMADAet al.,, 2000). Os osteoblastos sao células
responsaveis pela producdo da matriz 6ssea e seus constituintes orgéanicos, além de
concentrarem fosfato e calcio, participam da mineralizagcdo da matriz (WATZEK, 2004;
ZAFFE, 2005).

A porcéo inorganica da matriz 6ssea é composta de ions fosfato e calcio na forma de
cristais de hidroxiapatita (CARBONAREet al., 2005; TZAPHILIDOU, 2005). O processo de
mineralizacdo da matriz 6ssea € controlado pelas proteinas colagenas e ndo colagenas da
matriz e por enzimas, sobretudo, a fosfatase alcalina (ALP) (ROSA e BELOTI, 2003;
XAVIERet al., 2003; DECLERCAQ et al., 2005). Um aumento da atividade e da expressao da
ALP em uma cultura de células osteogénicas marca o inicio do processo de mineralizagao e
a diferenciacdo dessas células em fenétipo de osteoblastos (DECLERCQet al., 2005;
DAVIES, 2003; ROSA e BELOTI, 2003).

Além da fosfatase alcalina, os nédulos de mineralizacdo também sdo marcadores da
diferenciacdo de osteoblastos e apresentam correlagao positiva com os niveis de ALP
(ROSA e BELOTI, 2003; XAVIERet al. 2003). Apesar de fornecerem informagao sobre o
estado da cultura e fungdes das células, normalmente s&do analisados ao final de uma
cultura, pois seu método de avaliagcao representa o fim da mesma (WANGet al., 1996).

De acordo com a literatura (PERIZZOLO; LACEFIELD e BRUNETTE, 2001;
CARVALHO, 2005; XAVIER, 2002) pode-se estimar que, quanto maior os valores de (n;),
maior a viabilidade da osteogénese e consequentemente melhor a eficiéncia da
osseointegracao.

Aqui, propde-se um novo procedimento para estimar a osteogénese através de uma
funcdo quantificada pelasvariaveis (n:, n2, ns). Para isto, a literatura indica que todos as
variaveis analisadas s&o importantes no processo, porém, a proliferacao e viabilidade celular
e a atividade de fosfatase alcalina exibem uma maior importancia na formagao final da
estrutura éssea. Portanto, para modelar esta intensidade normalizou-setodas as variaveis
em termos de quantidade de células e ponderou-se cada variavel utilizando pesos, que
foram definidos de acordo com a sua influéncia no fenbmeno. Portanto, o nivel de

osteogénese (), é definido da seguinte forma:
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LIJi = ﬁlpl + ﬁzpz + IT]3pg (51)

onde:

n; - Variaveis normalizadas obtidas do ensaio “in vitro”.

p; - Pesos relativos de cada variavel de influéncia

Na Equacdo (5.1) os valores de 7 s&o determinados através de ensaios

experimentais “in vitro” de cultura de células.

Conforme descrito anteriormente, a variavelij;refere-se a atividade de fosfatase
alcalina, determinada através da quantidade de micromol por hora por miligrama de proteina
apo6s 7, 14 e 21 dias.

A variavel j,relaciona-se com a proliferagao e viabilidade celular, determinada através
da quantidade de células proliferadas e viaveis no sétimo e décimo quartodias apés a
ativacao celular.

A variavelijsrelaciona-se aos nodulos de mineralizacdo determinados como a
porcentagem da area corada por Alizarin Red S da area total dos discos de titdnio onde as
células foram cultivadas durante 28 dias.

Como mencionado os pesos p; sdo determinados em fung&o da importancia de cada
variavel no processo final da osteogénese. De acordo com a literatura, a proliferacdo e
viabilidade celular e a atividade de fosfatase alcalina sao os fatores mais importantes para
uma maior eficiéncia da osteogénese. E proposto um peso relativo para cada variavel que
representa um indice de influéncia para um processo 6timo da osteogénese, da seguinte

forma,

- Fosfatase Alcalina: 50% (p4 = 0,50)
- Proliferacéo e Viabilidade celular: 30% (p, = 0,30)
- N6dulos de Mineralizagéo: 20% (ps = 0,20)

Portanto, utilizando os pesos definidos anteriormente e a Eq. (5.1) é possivel obter
uma estimativa para a determinacdo do grau da osteogénese especifica de cada ensaio, ou

seja,

W, =1,0,50 + 1,0,30 + 7,0,20 (5.2)
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Na Equagdo (5.2) é possivel observar que para uma mesma quantidade de células
medidas nas diferentes variaveis, a proliferacdo e viabalidade celular e a medida de
atividade de fosfatase alcalina respondem juntos por uma eficiéncia de 80% no efeito de

geragao de células dsseas viaveis.

5.3. Equacéo de Predicéo

Os osteoblastos sao sensiveis a topografia da superficie do implante (ZINGERet al.,
2003). Em geral, as células cultivadas sobre superficies rugosas apresentam caracteristicas
morfologicas de osteoblastos em um estado mais diferenciado e secretam maior quantidade
de fosfatase alcalina (DE OLIVEIRA e NANCI, 2004). Variagdes na porosidade e rugosidade
superficial do titanio influenciam o metabolismo celular e a liberagdo de citocinas e fatores
de crescimento, como os osteoblastos (BOYANet al., 2003; RICE et al., 2003).

Os tratamentos de superficie modificam a topografia e até as caracteristicas quimicas
do titanio. Varios estudos ja demonstraram que essas modificacées podem afetar n&o so6 as
propriedades da superficie como a resposta celular para aquela superficie, sendo que a
rugosidade de uma superficie pode ter efeito até maior que a propria composi¢cado quimica
(ROSA e BELOTI, 2003; SCHMIDTet al., 2003; XAVIER et al., 2003).

Em estudos recentes, as superficies rugosas tém mostrado efeito positivo na
diferenciagdo dos osteoblastos, o que contribuiria para a neoformacgao 6ssea (BOYANet al.,
2003). Além disso, superficies rugosas também favoreceriam a sintese de colageno, a
atividade da ALP, fatores de crescimento e citocinas como, por exemplo, prostaglandinas
(ROSA e BELOTI, 2003). E valido também ressaltar que superficies microtexturizadas
diminuem a adesao e a proliferacdo celular (BOYANet al., 2003; ROSA e BELOTI, 2003).
Contudo, é importante considerar que existem discrepancias entre os resultados
apresentados pelos varios estudos sobre mineralizacdo e que podem ser provocadas pela
diferenca no método e no tipo de cultura de células (XAVIER et al., 2003).

Diferentes condicbes de rugosidade podem ser obtidas através de diferentes
condicbes de jateamento e ataque acido aplicados nos implantes dentarios. Portanto,
dependendo das variaveis de influéncia do fenbmeno, a osteogénese pode se consolidar em
diferentes graus.

A medida da osteogénese foi definida pela Eq. (5.1). A equacdo matematica final sera
obtida através da teoria de similitude, que permite a determinagdo de uma funcéo preditiva
nas variaveis de influéncia usando como base de validagcédo ensaios experimentais.

Considerando os grupos dimensionais das variaveis, a teoria da similitude estabelece

critérios que devem ser impostos sobre os modelos e permite estabelecer parametros
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caracteristicos do sistema fisico em estudo. Através da equacéao preditiva, pode-se estimar o
comportamento fisico do sistema, ou seja, avaliar o grau de osteogénese considerando as
variaveis de influéncia.

Para a determinagao da funcao de predicao utiliza-se o “Teorema de Buckingham” ou
“Teorema dos m-Termos” (GLENN MURPHY, 1950). A utilizagédo deste procedimento
permite a obtencdo de uma funcdo matematica expressa em termos de paradmetros
dimensionais e uma funcgao correlata expressa em termos de parametros adimensionais.

O primeiro passo para a determinagdo do modelo matematico é a identificagdo de
todos os parametros ou variaveis que influenciam o fenémeno fisico. Portanto, o problema
resume-se em encontrar relagbées matematicas que representam o nivel de osteogénese de
acordo com os ensaios “in vitro” de cultura de células. A analise de sensibilidade de cada
variavel sobre o fendbmeno da osteogénese pode ser feita variando um parametro e
mantendo todos os outros constantes definidos através do critério de Buckingham. Para
estimar a funcao preditiva da osteogénese, deve-se considerar a influéncia de todas as

variaveis, ou seja,

Ty = f(1y, T3, Ty, -, T) (5.3)

onde,
74 = Grau da Osteogénese obtida pela Eq. (5.1)

w; = Variaveis de influéncia

Supondo um problema composto por duas variaveis de influéncia, tem-se que,

My = f(my, m3) (5.4)

O primeiro passo é obter uma equagao que represente o modelo real observando a
sensibilidade do grau de osteogénese (m1) variando n, € mantendo constante 3, escrita da

seguinte forma:

Ty = f(my,T3) (5.5)

De forma analoga, obtém-se a fungao matematica para o grau de osteogénese (m1)

variando ;3 e mantendo constante m,, ou seja,
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Ty = (T, T3) (5.6)

De acordo com a teoria da similitude, as Egs. (5.5) e (5.6) sdo chamadas de equagdes
componentes. Elas podem ser combinadas, sob certas condi¢des, para formar uma equacéao
preditiva geral através de uma fungéo produto ou de uma fungdo soma. Quem vai definir a
melhor forma de se combinar as equacdes sera um teste de validade utilizando as equagdes
componentes.

Supondo que as equagbes componentes possam ser combinadas como uma funcao

produto tem-se que,

. = F(my,m3) = f1(13, T3). f2 (T, 3) (5.7)

A condicdo testada na Eq. (5.7) pode ser avaliada para a condicdo particular

considerandon; constante, ou seja,

F(T[ZI ﬁ3)

f2 (7T, T3) 8

F(my,T3) = f1(1p, T3). f2 (T2, T3) = f1(13,T3) =

O segundo conjunto de dados que pode ser obtido da Eqg. (5.7),considerandom,

constante pode ser obtido por,

F (75, m3)

F(Tty, mi3) = f1 (T2, T3). 2 (T2, 13) = fo(TTz, T3) = [ACED) (5.9)
Substituindo as Egs. (5.8) e (5.9) na Eq. (5.7) tem-se que,

_ F(mp,m3). F (T, m3)
Fmz, ) = f2 (T2, T3). f1 (02, T3) (510)
Mas,
F(Tty, T3) = f1 (T, T3). f2(TT2, T3) (5.11)

Logo,
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F (1, T3). F(7ty, 13) (5.12)

Fm, ) = F (T, m3)

Para avaliar o grau de correlagao das fungées como uma combinagédo por fungao
produto é preciso fazer um “teste de validade”. O teste é feito assumindo que a Eq. (5.12)

seja valida também para um novo conjunto de dados, ou seja, para outro valor de 7?2

constante ou ainda para um novo conjunto de dados com 7, constante. Assim,

F (1, T3). F (T, 3)
F () (5.13)

F(my,m3) =

Tornando as Egs. (5.12) e (5.13) iguais, tem-se que,

F(f,,m3)  F(T,, m3)
F(T,,m3) F(T,, ) (5.14)

Portanto, se a Eq. (5.14) for satisfeita, a equagao preditiva final pode ser combinada

por uma fungao produto.
As equacbes componentes, Egs. (5.5) e (5.6), também podem ser combinadas

através de uma fungdo soma para formar a equagao preditiva final. Neste caso, a funcao

preditiva é dada por,

M = F(mp,m3) = f (1) + g(m3) (5.19)
Entao,

F(T,,m3) = f(,) + g(m3) = g(m3) = F(m,,m3) — f(7,) (5.16)
F(mp,3) = f(1mp) + g(3) = f(my) = F(my,T3) — g(73) (5.17)
F(m,,T3) = f(T,) + g(T3) (5.18)

Substituindo as Egs. (5.16) e (5.17) na Eq. (5.15) tem-se que,

F(my,m3) = F(Tp, m3) — f(My) + F(mp,T3) — g(73)

Logo,
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my = F(my,m3) = F(T,,m3) + F(my,3) — F(T,, T3) (5.19)

No “teste de validade” considera-se um novo valor constante para m, ou ms. Logo, a

Eq. (56.19) pode ser escrita da seguinte forma,

F(my,m3) = F(mp, T3) + F (T, m3) — F (T, T3) (5.20)

Das Egs. (5.18) e (5.19), tem-se que,

F(Ty, m3) — F(Tp, T3) = F(T,, m3) — F (T, T3) (5-21)

Se a Eq. (5.21) for satisfeita, a equacao preditiva final pode ser obtida a partir da soma

das fungdes componentes.
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CAPITULO VI

CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES

Neste trabalho todas as superficies dos discos de titanio utilizadas nos ensaios “in
vitro” de cultura de células osteoblasticasHFob 1.19 descrito no Capitulo 1V, passaram por
uma caracterizacdo onde foi possivel quantificar a rugosidade e a energia superficial da

superficie.
6.1. Rugosidade

Na atualidade, esta amplamente aceitado que a rugosidade superficial de um implante
é um fator determinante de sua qualidade superficial, qualquer que seja o material do que
este é fabricado ou sua aplicagao (BUSER, 2001). As trocas topograficas da superficie tém
influéncia significativa na cascata de eventos que chegam com a aceitagdo do mesmo por
parte do hospedeiro (BOYAN et al.,, 2001), desde a adsorcdo de proteinas até a
mineralizacdo da matriz extracelular do tecido 6sseo, passando pela adesao, proliferacao e
diferenciac&o, tanto dos osteoblastos como dos osteoclastos (BADENAS, 2004).

Tem-se publicado uma grande quantidade de estudos que demonstram que a
topografia (textura e rugosidade) dos substratos influencia em distintos parametros da
resposta celular. Sem embargo, como ja se tinha mencionado anteriormente, o jateamento
ndo confere textura a superficies de titanio, sim uma configuragcéo isotropicamente rugosa.
Portanto, também no caso de analises da resposta celular “in vitro” sobre implantes
dentéarios de Ticpjateados, a principal variavel de estudo é a rugosidade. (BADENAS, 2004)

Os diferentes processos de fabricacdo de componentes mecanicos determinam
acabamentos diversos nas suas superficies. As superficies, por mais perfeitas que sejam,
apresentam irregularidades. E essas irregularidades compreendem dois grupos de erros, os
erros macrogeomeétricos e erros microgeométricos. Erros macrogeométricos séo os erros de

forma, verificaveis por meio de instrumentos convencionais de medi¢gao, como micrémetros,
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relégios comparadores, projetores de perfil, etc. Entre esses erros, incluem-se divergéncias
de ondulagbes, ovalizagao, retilineidade, planicidade, circularidade, etc. Durante a
usinagem, as principais causas dos erros macrogeométricos sao: defeitos em guias de
maquinas-ferramenta; desvios da maquina ou da pega; fixacdo errada da peca; distorcao
devida ao tratamento térmico. Erros microgeométricos sdo os erros conhecidos como
rugosidade (DAGNALL, 1986; WHITEHOUSE, 2002).

Rugosidade pode ser definida como um conjunto de irregularidades, isto é, pequenas
saliéncias e reentrancias que caracterizam uma superficie. Essas irregularidades podem ser
avaliadas com aparelhos eletrénicos, a exemplo do rugosimetro ou interferébmetro a laser. A
rugosidade desempenha um papel importante no comportamento dos componentes
mecanicos. Ela influi na qualidade dos deslizamentos; resisténcia ao desgaste; possibilidade
de ajuste de acoplamento for¢cado; resisténcia oferecida pela superficie ao escoamento de
fluidos e lubrificantes; qualidade de aderéncia que a estrutura oferece as camadas
protetoras; resisténcia a corrosao e a fadiga; vedacéo; aparéncia. A grandeza, a orientagéo
e o grau de irregularidade da rugosidade podem indicar suas causas que, entre outras, sao:
imperfeicbes nos mecanismos das maquinas-ferramenta; vibragdes no sistema peca-
ferramenta; desgaste das ferramentas; o proprio método de conformagdo da
peca(DAGNALL, 1986; WHITEHOUSE, 2002).

Rubio e Velten Filho (2005) definem a rugosidade superficial ou textura primaria
consiste de finas imperfeicbes que podem ser, da ordem de um, originadas durante o
processo de fabricagdo e possuem uma estreita relagdo com a ferramenta de corte.

Um dos critérios para avaliar a rugosidade é o comprimento de amostragem, l,, (Cut-
off) de acordo com a norma NBR 6405/1988. Como o perfil efetivo apresenta rugosidade e
ondulagéo, o I, filtra a ondulagdo. E recomendado pela norma ISO que os rugosimetros
devam medir 5 comprimentos de amostragem (l,: comprimento de medi¢cdo)devendo indicar
o valor médio como mostraa Fig. 6.1(DAGNALL, 1986; WHITEHOUSE, 2002).

— ol -
W TN A
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£

Figura 6.1 — Indica o comprimento que deve ser lido na analise da rugosidade.

l: comprimento do percurso de medicao;
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l; comprimento total de medigao
l,: comprimento para atingir a velocidade de medicao;

I: comprimento para parada do apalpador.

6.1.1. Rugosidade Média (R,)
O parametro Ra mede a rugosidade média da superficie analisada, considerando os
picos e vales como mostra a Fig. 6.2. E o mais utilizado para controle de qualidade geral e é

dado por:

n
1
Rq =;;Iyil (6.1)

r Linhamédia

Figura 6.2 — Definicdo da rugosidade média (R,)

6.1.2. Rugosidade Média Quadratica (R,)
Este parametro é conhecido como valor RMS da rugosidade. Representa o desvio
padrao da distribuicao da superficie sendo mais sensitivo que a rugosidade média (R,) para

grandes desvios da linha média. A sua definigdo matematica é dada por:

(6.2)

6.1.3. Profundidade Maxima do Vale (R,)
E definida como a profundidade maxima do vale do perfil abaixo da linha média dentro

do comprimento permitido como mostra a Fig. 6.3.

6.1.4. Altura Maxima do Pico (Rp)
E definida como a altura maxima do pico do perfil acima da linha média dentro do

comprimento permitido mostrado na Fig. 6.3.
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6.1.5. Altura Maxima do Perfil (Ry)
E definida como a distancia vertical entre o pico mais alto e o vale mais profundo ao

longo do comprimento do perfil. Da Figura 6.3, tem-se que:

Rinax = Rp + Ry = Rpz + Ry (6.3)

Figura 6.3 — Definigéo dos parametros R,, R,.

Neste trabalho, foram medidos os valores de R, Ry e R; dos corpos de prova (discos
de titdnio) utilizando um interferbmetro a laser (UBM)acoplado a um microcomputador
pertencente ao Laboratério deTribologia e Materiais da Faculdade de Engenharia Mecanica
da Universidade Federal de Uberlandia. A Figura 6.4 mostra o interferbmetro a laser

utilizado para a analise dos valores de rugosidade.

Figura 6.4 — Interferébmetro a laser UBM (LTM/UFU).

Na interferometria a laser das superficies foram obtidos trés perfis linha de rugosidade
de 4 mm de comprimento em trés posi¢des arbitrariasna superficie do discopara cada
amostra de cada grupo estudado mostrado na Fig. 6.5. Apdés a interferometria das
superficies foi utilizado o programa UBSoft 1.9 (UBM MesstechnikGmbHEttlingen, Germany)
para a obteng&o dos paréametros de rugosidade (R,, Rq e Ry). A Fig. 6.6mostra o processo de

realizagcao de uma interferometria a laser.
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Figura 6.5 — Posicdes arbitrarias que foi medida os parametros de rugosidade linha na
superficie do disco.

(@) (b)

Figura 6.6 — (a) Mostra a realizacao da interferometria a laser da superficie. (b) Mostra o

processamento dos dados durante a realizagao da interferometria.

A seguir, sdo descritos os passos para a utilizagdo do programa no calculo da

rugosidade.

a) Ao entrar no programa UBSoft 1.9, clique em abrir, na janela que se abre
seleciona a unidade e a pasta onde os arquivos foram salvos. Em “listar arquivos
do tipo”, escolhe-se a opcao que foi realizada o ensaio de interferometria (ponto,
linha ou area). Neste estudo, para calcular a rugosidade fez-se analises em linha
(line files *.UB2). Por fim, o arquivo é selecionado através do seu nome.A Fig. 6.7

mostra a abertura do arquivo salvo em linha e um outro salvo em area. E a Fig.

6.8 mostra os perfis analisados na interferometria.

Figura 6.7 — Abertura do arquivo linha e area.
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Figura 6.8 — Perfis de linha e de area para a analise da rugosidade.

b) Para o calculo da rugosidade, clique em R, na barra de ferramentas na parte
superior da janela e na sequéncia é aberta uma nova janela com o nome “Cut off
wavelength” e configura a dimensdo que se deseja calcular a rugosidade. Se
estiver com um perfil linha, basta colocar a dimensao em x. Entretanto, se estiver
com um perfil de area, coloca-se o comprimento dos lados da area que foi feita a
interferometria. Configure a amplitude CUT offwavelength com 75% e recomenda-
se utilizar um filtro Gaussiano, como mostra a Fig. 6.9. A seguir, clique em OK e
sera aberta uma nova janela com os paradmetros de rugosidade mostrado na Fig.
6.10. Clicando em OK novamente, as medidas dos parametros de rugosidade

serdo calculados como mostrado na Fig.6.11.

Apos o calculo de todas as rugosidades, os perfis de rugosidade das superficies para
cada amostra de cada grupo estudado foram obtidos utilizando o Programa Mountains Map
Universal — versao 3.0.11. A seguir sdo descritos os passos para a obtencao dos perfis da

rugosidade linha e da superficie.

Figura 6.9 — Configuragcao da Cut off wavelength.
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Figura 6.11 — Parédmetros de rugosidade obtidos nas analise de linha e area através da

interferometria da superficie.

Ao abrir o programa Mountains Map Universal, clique em File — Open a Studiable e na
préoxima caixa que abrir, 0 arquivo foi selecionado e aberto como mostra a Fig. 6.12. Como
extraiu o perfil de uma rugosidade linha, ao abrir o arquivo, foi apresentado o perfil de
imediato de acordo com a Fig. 6.13, pois na analise de interferometria realizada foi adquirido

os parametros da rugosidade linha.Na Figura 6.14 mostra um perfil linha de rugosidade.

= DO sk SEWT

Figura 6.12 — Arquivo do perfil da rugosidade linha sendo aberto através do Programa
Mountains Map Universal ondemostra selecionando a abertura do arquivo “Open a

studiable” emostra também selecionando o arquivo.
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Figura 6.13 — Arquivo aberto e perfil da rugosidade linha.
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Figura 6.14 — Perfil linha de rugosidade em 4mm de comprimento obtido atraves do

Programa Mountains Map Universal.

Ap6s obter o perfil de rugosidade, foram extraidos os perfis das superficies de 1 mm?

analisada na interferometria, clique em “Studies — MeshedAxonometric’ que se tem a

superficie malhada como mostra a Fig. 6.15.

(a) (b)
Figura 6.15 — (a) Obtencao do perfil da superficie com malha no programa. (b) O perfil da

superficie obtida.
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A seguir, clique em “Studies — ContinuousAxonometric’ para obter o perfil da

superficie sem malha como mostra a Fig. 6.16.

e T

(a) (b)

Figura 6.16 — (a) Janela do programa selecionando “Studies - ContinuousAxonometric” para

obtencgdo do perfil da superficie sem malha. (b) O perfil da superficie obtida.

Vale ressaltar que todos os perfis linha e de area de todas as amostras de cada grupo
se encontram no Apéndice deste trabalho. E os resultados dos pardmetros de rugosidade

sdo listados no Capitulo VII.

6.2. Medida da Energia Superficial

O comportamento de materiais interagindo-se em diferentes estados ¢é regido por leis
da Fisica. Em um sdlido ou liquido, os atomos e moléculas estdo em equilibrio e encontram-
se unidos através de forcas de atracdo mutua. Em geral, estas forgas existem em todas as
direcbes dos atomos, o que nos leva a concluir que nas superficies dos materiais, deverao
existir forgas que ndo se encontram na condi¢do de equilibrio, que resultam em uma tensao
na superficie do material (FORCH, SCHONHERR e JENKINS, 2009).

Portanto, a energia superficial quantifica a quebra das ligacbes entre as moléculas
quando uma superficie é criada. Superficies possuem condicbes de energia menos
favoraveis comparadas ao material como um todo, ou seja, a energia da superficie pode ser
obtida considerando este excesso de energia.

Para um liquido, a tensado superficial e a densidade da energia da superficie possuem
0s mesmos valores. Por exemplo, a 4gua possui uma densidade de energia superficial de
0,072 mJ/m? e a tensao superficial de 0,072 N/m.
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6.2.1. Energia Superficial de um Liquido

Thomas Young em 1805 descreveu a energia superficial como sendo a interagao
entre as forcas de coesao e as for¢cas de adesao que indica se ocorre ou nao o molhamento
ou espalhamento do liquido sobre a superficie. Se o molhamento completo nao ocorre,
entdo uma bolha de liquido sera formada e na maioria dos casos, a geometria da gota sera
uma pequena esfera sobre a superficie e a energia superficial do sistema pode ser medida
através do angulo de contato, ou seja, a inclinagdo da gota com relacdo ao plano horizontal
(so6lido). Para realizar as medigbes dos angulos de contato, utiliza-se um goniémetro, como

mostrado na Fig. 6.17.

Figura 6.17 — Gonidbmetro utilizado para obter as imagens para o calculo do angulo de
contato (OURA et al., 2003).

A equacao de Young define o balango entre as forgas de interagao causadas por uma
gota sobre uma superficie seca (OURA et al., 2003). O angulo de contato da gota com a

superficie sera maior se a superficie for hidrofébica. A equagao de Young é dada por:

Ysi + Vivcost = ysy (6.4)

Onde s, )1v €y S80 as tensdes superficiais entre o solido e o liquido, o liquido e o
vapor, e o0 sélido e o vapor, respectivamente. O angulo de contato que a gota faz com a
superficie € denotado por 6.

Na Equagédo (6.4) consideram-se superficies perfeitamente planas, e em muitos
casos, devido as rugosidades das superficies e eventuais impurezas podem levar a
variagdes do angulo de contato real relativo aquele previsto pela equagao de Young.

Para uma superficie perfeitamente lisa, a gota assume uma faixa de angulos de

contato variando desde um valor mais alto (de avango, 0,), at¢é um valor menor (de
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retrocesso, 6r). O angulo de contato de equilibrio ou resultante é calculado de acordo com a
equacao de Tadmor(OURA et al., 2003).

1 cosl, + ch059R>

6, = arccos(
Ty + TR

(6.5)

Onde,

3 sen30, 3 sen36y
Ty = er, =
A 2 —3cosl, + cos30, ¢ 2 — 3cos0y + cos36,

6.2.2. Energia Superficial de um Soélido

Como descrito, a energia superficial de um liquido pode ser medida pelo
espalhamento da membrana liquida sob o sdlido. Neste caso, aumentando a area superficial
do liquido (), a quantidade de trabalho (y5,) depende da densidade da energia superficial
do liquido (y). Entretanto, tal método ndo pode ser usado diretamente para medir a energia
superficial de um sélido porque o alongamento da membrana sélida induz energia elastica
que indiretamente aumenta a energia superficial.

A energia superficial de um sélido é usualmente medida em altas temperaturas de tal
forma que a temperatura induza uma taxa de deformacao e carga uniaxial constante (P). Na
condigdo de equilibrio, a densidade de energia superficial de uma barra cilindrica (y) de raio

(r) e comprimento () é dada por,

P
=— 6.6
v =57 (6.6)
A area superficial da barra (3A) é obtida por,
6A = 4nrér + 2nldr + 2nrdt (6.7)

Como o volume (V) da barra permanece constante, a variagdo (5V) do volume é nula,

ou seja,

5r = —— 6t (6.8)
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Das equacgdes (6.6), (6.7) e (6.8), tem-se que,

tp

= md=2n (6.9)

14

Portanto, observa-se na Eq. (6.9) que a densidade de energia superficial de um soélido

pode ser obtida medindo P para r e £ constantes.

6.2.3. O Conceito de Molhamento

Molhamento é a habilidade de um liquido para manter contato com uma superficie
sélida, quando colocados juntos, devido as interagbes intermoleculares, ou seja, € um
fenbmeno de unido metalurgica que depende da energia superficial. O grau de molhamento
(molhabilidade) é determinado por um balancgo entre forgas de adesao e coesao.

Molhamento é importante na unido ou aderéncia de dois materiais. Forgas adesivas
entre um liquido e um sdélido causam o espalhamento da gota sobre a superficie. Forgas
coesivas dentro do liquido evitam o espalhamento da gota que evitam o molhamento da
superficie, como mostrado na Fig. 6.18(OURA et al., 2003).

A

02

| | Superficie Plana

Figura 6.18 - Angulo de contato entre as interfaces de uma superficie plana com a gota.

O éangulo de contato 6, como visto na Fig. 6.18 é o &ngulo entre a interface
liquida/vapor com a interface solida/liquida. Este é determinado pela resultante entre as
forgcas adesivas e coesivas e fornece uma medida inversa da molhabilidade, ou seja, um
angulo de contato menor que 90° (angulo de contato baixo) usualmente indica que o
molhamento da superficie € muito favoravel e o fluido espalhara sobre a grande area da
superficie. Angulos de contato maior que 90° (angulo de contato alto) indicam que o
molhamento da superficie é desfavoravel, desse modo, minimizardo o contato do fluido com
a superficie formando uma gota compacta, mostrado na Fig. 6.19.

Existem dois tipos de superficies sélidas que os liquidos podem interagir, superficies
sélidas de alta energia e de baixa energia. Sdlidos como metais, vidros e cerdmicas sao
conhecidos como “sélidos rigidos” onde a unido quimica que os mantém juntos é muito forte.

Com isso, estas superficies sdo chamadas de superficies de alta energia e a maioria dos
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liquidos moleculares realiza um molhamento completo sobre estas superficies. Outros tipos
de solidos obtidos por cristais moleculares frageis (por exemplo, fluorcarboneto,
hidrocarboneto, etc), onde as moléculas sdo mantidas juntas essencialmente por forgas de
Van der Waals, por exemplo, e, por isso, sdo unidos por forcas de baixa intensidade,
determinando as chamadas superficies de baixa energia e dependendo do tipo de liquido, o
molhamento pode ser completo ou parcial sobre tais superficies (SCHRANDER e LOEB,
1992; GENNES, 1985).

(b)
Figura 6.19 — (a) Mostra um angulo de contato alto, (b) Mostra um &angulo de contato
baixo(OURA et al., 2003).

Uma superficie sdlida plana, rigida, perfeitamente lisa, quimicamente homogénea e
com uma histerese do angulo de contato igual a zero é considerada uma superficie solida
ideal. Uma histerese do angulo de contato igual a zero implica que os angulos de contato de
avanco e de retrocesso sao iguais.

A Figura 6.20 mostra as interfaces entre as trés fases. No equilibrio, a forga por
unidade de comprimento que atua ao longo da linha de contorno entre as trés fases deve

Ser zero.

Q

B

Figura 6.20 — Linhas de contato entre as trés fases; a, B e 6 sdo os angulos de contato entre
as fases(OURA et al., 2003).
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As componentes de forgas na diregdo das interfaces podem ser obtidas considerando
superficies sélidas ideais e um estado em que as interfaces ndo se movimentam e a linha de

contorno das fases esta em equilibrio, ou seja,

Yao t Yopcos8 + yqpcosa =0
Ya6€0S8 + Yop + YapcosB =0 (6.10)

YaoCoOSa + ygﬁcos,B +Yap =0

Onde a, B e 6 sdo os angulos das interfaces, mostrados na Fig. 6.20 e y; € a energia
superficial entre as duas fases indicadas. As relagdes também podem ser expressas por
uma analogia com um triangulo conhecido como Tridngulo de Neumann, mostrado na Fig.
6.21.

Yao Ypo

Yap
Figura 6.21 — Triangulo de Neumann

Se a fase P é substituida por uma superficie rigida plana, como mostra a Fig. 6.22,

sera n rd e 0 segundo termo da Eq. (6.10) reduz-se a equacao de Young (Eq. 1).

Superficie plana | s |

Figura 6.22 — Angulo de contato de uma gota com uma superficie sélida rigida.

A Equacéo de Dupre-Young (Eq. 6.4) diz que ysg ou ys. ndo pode ser maior do que a
soma das outras duas energias superficiais. A consequéncia desta restricdo é a previsdo do
molhamento completo quando ysg>ysL + y.c € um molhamento zero quando ys >ysg + L. A
falta de uma solugdo para a Equacédo de Dupre-Young € um indicativo que nao existe

equilibrio quando o angulo de contato varia 0° e 180° para estas solugdes.
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Um parametro util que mede a intensidade do molhamento é o parametro S de

espalhamento, ou seja,

S =vs¢ — s+ Vi6) (6.11)

Quando S for positivo ocorre um molhamento completo da superficie e se S for
negativo ocorre um molhamento parcial. Combinando o parametro de espalhamento com a
relacdo de Young, obtém-se a equacao de Dupre-Young que s6 tem solugoes fisicas para S

menor do que zero, ou seja,
S = ygc(cosf — 1) (6.12)
Superficies solidas que nao apresentam uma superficie perfeitamente lisa, nao rigida,
sem homogeneidade quimica e apresentam histerese do angulo de contato sido ditas
superficies soélidas nao ideais ou reais.

A histerese do angulo de contato (H) é definida pela diferenca entre o angulo de

avango com o angulo de retrocesso, como mostra a Fig. 6.23, ou seja,

Oa Ok

Figura 6.23 — Angulo de contato de avanco e de retrocesso.

Uma boa saida para a idealidade é quando a superficie de interesse tem uma textura
rugosa. Um molhamento homogéneo é quando o liquido preenche as ranhuras da superficie
rugosa. Por outro lado, um molhamento heterogéneo é gerado pelo preenchimento ndo
uniforme. Tais superficies tém efeitos variados dos angulos de contato de molhamento de
liquidos.

Os modelos de Cassier-Baxter e Wenzel sao os mais utilizados para descrever o
molhamento de superficies texturizadas. Entretanto, estas equacbes se aplicam somente
quando o tamanho da gota é suficientemente grande quando comparado com a escala da
rugosidade superficial (MARMUR, 2003).
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O modelo de Wenzel descreve o molhamento homogéneo para superficies rugosas,

como visto na Fig. 6.24, sendo definido por,

cosB* = rcos0O (6.14)

Onde 6* é o angulo de contato aparente que corresponde a um estado de equilibrio
estavel. A razio de rugosidade (r) € a medida de como a rugosidade da superficie afeta uma
superficie homogénea, sendo definida como a razido da area verdadeira da superficie do
s6lido com a area aparente. O angulo 6 é o angulo de contato de Young para uma superficie

ideal.

Figura 6.24 — Molhamento de acordo com o Modelo de Wenzel(FORCH, SCHONHERR e
JENKINS, 2009).

Para uma superficie heterogénea, o modelo de Wenzel ndo é adequado. Quando
varios materiais estdo envolvidos utiliza-se o modelo de Cassie-Baxter para medir a

variagao do angulo de contato aparente, Fig. 6.25. A equacao de Cassie-Baxter é dada por:
cosf* =r1¢fcos + f — 1 (6.15)

Onde r; é a razao de rugosidade da superficie molhada e f é a fracdo da area
superficial solida molhada pelo liquido. Uma observacgao importante é quando f=1e r=r.
Neste caso, a equacgao de Cassie-Baxter transforma-se na equagao de Wenzel. Por outro
lado, quando existem muitas fragdes diferentes de rugosidade, cada fragdo da area
superficial total € denotada por f..

A superficie total € igual ao somatério de todos os f; que sera unitario. A equagao de

Cassie-Baxter pode ser reformulada como,

N
ycosf* = Z fi(]’i,sv - Vi,SL) (6.16)
n=1
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Onde, y é a tenséo superficial Cassie-Baxter entre o liquido e o vapor, yisy € a tenséo
superficial sélido/vapor da cada componente e y;s. € a tensdo superficial sélido/liquido de

cada componente.

Ll
Figura 6.25 — Molhamento com o modelo de Cassie-Baxter(FORCH, SCHONHERR e
JENKINS, 2009).

6.2.4. Angulo de contato

O angulo de contato é medido entre a interface liquido/vapor com a superficie sélida,
ou ainda, é o angulo entre a superficie da amostra sélida com a tangente que a borda da
gota faz com a superficie, como mostrou a Fig. 6.19. Em geral, o angulo de contato é
medido utilizando um gonidbmetro, como foi visto na Fig. 6.17. A geometria da gota é
determinada pela Relagdo de Young. Além disso, o angulo de contato fornece informacées
diretamente sobre a interagéo entre a energia superficial com o liquido.

Um grande angulo de contato indica uma baixa energia superficial ou uma afinidade
quimica baixa. Demonstra também um baixo grau de molhamento da superficie. Por outro
lado, um pequeno angulo de contato indica uma alta energia superficial ou uma alta
afinidade quimica. O molhamento completo se da quando o angulo de contato da borda da
gota com a superficie plana é 0°. A Fig. 6.26 mostra alguns exemplos de molhamentos de
acordo com o angulo de contato.

Se um liquido é fortemente atraido por uma superficie sélida, a gota espalhara
completamente sobre a mesma e o angulo de contato sera nulo. Exceto sdlidos fortemente
hidrofilicos terao um angulo de contato até 90° e ainda, sobre algumas superficies altamente
hidrofilicas, goticulas de agua exibirao angulos de contato entre 0° e 30°. Se a superficie
sélida é hidrofébica, o angulo de contato sera maior do que 90° e sobre superficies
altamente hidrofobicas, as goticulas exibirdo angulos de contato entre 150° e 180° ndo
ocorrendo um molhamento significante de alguma parte da superficie. Estas ultimas

superficies sdo denominadas de super-hidrofébicas.
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Poucomolhamento
95°
| |Superf|’cie plana

Bommolhamento
16°

0° Molhamentocompleto

Figura 6.26 — Exemplos de molhamento de acordo com os angulos de contato.

6.2.4.1 Métodos de Medicdo do Angulo de Contato

Conforme descrito anteriormente, o angulo de contato entre uma gota repousando em
uma superficie solida, expressa muitas informacgdes a respeito de propriedades fisicas do
sélido e do liquido. Em especial, € possivel caracterizar a energia superficial do solido
utilizando, basicamente, os angulos de contato medidos. Existem duas possibilidades de

medicao destes angulos de contato, descritos a seguir:

a) Método Estéatico da Gota Séssil

Este método utiliza um equipamento denominado de gonidmetro de angulo de contato
para medir o angulo entre a interface liquido/vapor com a superficie plana do sdlido. O
equipamento, mostrado na Fig. 6.17, utiliza uma camera de alta resolugéo para capturar o
perfil do liquido sobre um substrato sdlido. O valor do &ngulo é determinado via software de
processamento de imagens.

A vantagem deste método é o fato de uma superficie ser suficientemente grande para
a andlise de varias gotas (ou varios angulos de contato) em diversas localidades da
superficie para determinar a heterogeneidade. Esta reprodutibilidade dos valores
particulares dos angulos de contados refletira a heterogeneidade das propriedades das
energias superficiais. A desvantagem é que se a amostra é grande suficientemente para

apenas uma gota, se torna dificil calcular esta heterogeneidade ou mesmo assumir a
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heterogeneidade. Isto é verdadeiro porque os gonidmetros convencionais ndo avaliam a
gota tridimensionalmente e sim como uma superficie plana mostrando o angulo de contato
em apenas dois pontos: do lado direito e do lado esquerdo da borda da gota. Além disso, a

medigao é dificultada pela sua subjetividade inerente.

b) Método Dindmico da Gota Séssil

Este método & similar ao estatico, porém as condigbes de obtencdo da gota sao
diferentes. Neste o volume de liquido € adicionado dinamicamente ao substrato sdlido e os
maiores valores medidos dinamicamente determinam o &ngulo de contato de avango. A gota
pode ser depositada por uma seringa diretamente sobre a superficie plana e os angulos
serem medidos visualmente por um transferidor ou utilizando um software de imagens, ver
Fig. 6.27.0 volume também é removido e os menores angulos de contato sdo medidos para
obter o angulo de retrocesso. A diferenca destes angulos indica a histerese do angulo de

contato.

Syringe:
A

Figura 6.27 — Esbogo do angulo de contato, como visto por um gonidémetro. Em A, mostra o
aumento de volume da gota e em B mostra a redugdo de volume. Sendo que em cada
momento, o angulo de contato é medido(FORCH, SCHONHERR e JENKINS, 2009).

Em geral, a caracterizagdo de diferentes superficies solidas metalicas pode ser feita
adequadamente utilizando apenas o método estatico da gota Séssil. A seguir, esta

metodologia é descrita em detalhes.

6.2.5. A Técnica da Gota Séssil

A técnica da gota séssil é utilizada para determinar a energia superficial de sélidos e,
em alguns casos, aspectos da energia superficial de liquidos. A estimativa da energia
superficial dos solidos é feita utilizando liquidos sensores, ou seja, de energia superficial

conhecida. Neste caso, uma gota deste liquido é depositada sobre a superficie a ser
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analisada e a forma final da gota (angulo de contato) é avaliada. Através do valor do angulo
de contato medido é possivel utilizar diferentes métodos para obter a energia superficial do
solido. Em geral, diferentes liquidos sensores sao requeridos para determinar a energia
superficial do sdlido. A Tabela 6.2 mostra alguns liquidos sensores que podem ser utilizados
e suas principais tensdes superficiais.A técnica da gota séssil pode ser utilizada para obter a

tensao superficial de liquidos utilizando sélidos de referéncia.

Tabela 6.2 — Liquidos sensores e suas tensdes superficiais.

Tenséo
o Componente Componente  Componente
) Superficial _ ) Componente . _
Liquido Dispersivo 5 Acido Basico
Total ) Polar (mJ/m"®) ) 5
) (mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?)
(mJ/m?)
Ciclohexano 25,5 25,5 0 0 0
Cloroférmio 271 23,3 3,8 3,8 0
Tetrahidrofurano 27,4 12,4 15,0 0 15,0
Diodometano 50,8 50,8 0 0 0
Aguadeinonizada 72,8 26,4 46,4 23,2 23,2

6.2.5.1 Estimativa da Energia Superficial

Os valores obtidos com a técnica Séssil dependem nao s6 da amostra sélida, mais
também das propriedades do liquido de prova que esta sendo utilizado e da teoria utilizada
para avaliar os parametros.

Existem varias teorias que diferem entre si pela formulagcdo e convencbes, porém, a
principal diferenca € o numero de componentes ou parametros.

Os métodos mais simples, que contém poucos parametros, simplificam o sistema de
tal forma que concentram a energia superficial em um ndmero, enquanto que métodos mais
complexos com maior quantidade de parametros sio utilizados para avaliar varios
parametros da energia superficial.

Como descrito, a energia superficial de sélidos e liquidos depende dos diferentes tipos
de interagbes moleculares, tais como, intera¢des dispersivas (Van der Waals), polar e
acido/base. Teorias que utilizam dois componentes sdo mais aplicadas em materiais de

engenharia sujeitos a interacéo de liquidos e sdlidos.
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a) Teoria paraum componente

A Teoria de Zisman é a teoria mais simples e comum utilizada em superficies nao-
polares. Isto significa que superficies de polimeros que foram submetidos a tratamentos
térmicos, tratamentos corona, limpeza com plasmas, ou polimeros que contém hetero-
atomos ndo sao validos para esta teoria. A teoria de Zisman também é mais util em
superficies de menor energia (FORCH, SCHONHERR e JENKINS, 2009).

Esta teoria define que a energia superficial é igual a energia superficial do liquido mais
alta que molha completamente o sdlido. Isto é, a gota dispersara tanto quanto possivel a fim
do molhar completamente a superficie para este liquido e alguns liquidos com menor
energia superficial, mais isto ndo ocorrera para liquidos com maior energia superficial.

Com isso, a melhor maneira de determinar a energia superficial através do método de
Zisman é adquirir um conjunto de pontos para varios liquidos sobre a superficie em analise
e plotar o grafico do cosseno do angulo versus a energia superficial conhecida do liquido.
Construindo o grafico de Zisman, pode-se extrapolar a maior energia superficial, real e
hipotética, que resultara no completo molhamento da amostra com o angulo de contato de
0°, como mostrado na Fig. 6.28. Neste método a precisdo dos resultados depende da

precisdo dos valores das energias superficiais dos liquidos sensores utilizados na analise.

1.10
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Figura 6.28 — Grafico de Zisman para o calculo da energia superficial de
polietileno.(FORCH, SCHONHERR e JENKINS, 2009).

b) Teorias para dois componentes

A teoria de Owens/Wendt divide a energia superficial em dois parametros: a energia
superficial devido a interacbes dispersivas e a energia superficial devido as interacoes
polares. Esta teoria é derivada da Relagdo de Young que relaciona o angulo de contato com

as energias superficiais do sdlido/liquido e com a tensdo da interface. A equacdo de
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Goodque retrata a tensdo da interface com as componentes polares e dispersivas da

energia superficial € dada pela Eq. (6.17), ou seja,

P [P
o, (cosB + 1) B Is VL b (6.17)

= + |og
2aP JopP

Note que a equagao tem a forma de y = mx + b, onde,

=O'L(C059+1); =\/075P;x=\/U_LP e b= [oP

2ol e

As componentes polares e dispersivas da energia superficial do sélido séao
determinadas pela inclinagao e intersecéo do grafico resultante, ver Fig. 6.29.

O principal problema para obter o grafico € que torna-se necessario conhecer
especificamente como obter as componentes polar e dispersiva. Para fazer isto, pode-se
reverter o processo testando um liquido sensor contra um solido padrdo que nao é capaz de
de ter interagdes polares, como por exemplo PTFE (Polytetrafluoretileno). Neste caso, a Eq.

(6.17) reduziria a,

(0,,(cosO + 1))?
72

P =

(6.18)

Desde que a tenséao superficial total do liquido é conhecida, a Eq. (6.18) determina o
componente dispersivo e a diferenga entre os componentes, total e dispersivo fornece o
componente polar.

Esta teoria é aplicada para superficies com baixa tensdo superficial e polaridade
moderada, tais como: PVC, poliamidas, poliéster, policarbonatos, poliuretanos e outros.

A teoria de Fowkes é derivada da teoria de Owens/Wendt, apenas multiplicando

ambos os lados da Eq. (6.17) por /a7, ou seja,

6 +1
%= \/:s” loF + [o? [P (6.19)

Portanto, a medida da energia superficial pode ser feita de forma idéntica a teoria de

Owens. Porém, épossivel fazer testes usando liquidos sem componente polar(sf = 0; 0, =
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aP) e a seguir utilizar liquidos que possuam componentes, polar e dispersivos. Em seguida,

lineariza-se as equagdes. Os liquidos recomendados diodometano e agua.

9.0 Water (75.67) o

86 Formamide (64.1°) /g/
//
8.2 4 e
Ethylene Glycol (46.7°) 7 ™
7.8 1 . G':yt:er;\ é:s;ls'; . \\
itromethane (16.5°
7.4 1 pd L ros7
Methyl Benzoate (3.9°) Os = s
oL (cos 0 +1) 7.0 4 Benzyl Alcohol (15.1%) // mJ/m
—oan -
2(a)" 6.6 7
.’/
6.2 e
e
584 os® =32.3

5.4 7 Overall Surface Energy = 38.0 mJ/m?
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Figura 6.29 — Grafico de Owens-Wendt para a determinagédo da energia superficial de Poli-
metil-metacrilato(FORCH, SCHONHERR e JENKINS, 2009).

Outro método que utiliza dois componentes é a teoria de Wu, também similar as
teorias de Owens/Wendt e Fowkes em que se divide a energia superficial em componentes
polar e dispersiva. A diferenca é que a teoria de Wu utiliza médias harménicas em vez de
médias geométricas para as tensdes superficiais conhecidas, e subseqlientemente o uso de
uma formulagdo matematica mais rigorosa.

A teoria de Schultz é aplicavel somente em sélidos com energias superficiais muito
altas. Além disso, esta teoria também ¢é similar as teorias de Owens/Wendt, Fowkes e Wu,
mas € projetada para situagdes onde medigcbes exigidas pelos outros métodos sé&o
impossiveis de serem efetuadas. Na classe de sélidos com alta energia superficial, por
exemplo, metais puros, a maioria dos liquidos molha completamente a superficie com um
angulo de contato igual a 0°, e desse modo, nenhum dado util pode ser acumulado. Nesta
teoria uma gota séssil do liquido sensor é depositada na superficie sélida enquanto o
sistema é submergido em outro liquido e ndo no ar. Como resultado a maior pressao
“atmosférica” devido ao contorno do liquido causa uma compressao da gota possibilitando
uma leitura do angulo de contato.

O método de Schultz é robusto, porém €& mais complexo, matematicamente e
experimentalmente. Além disso, os ajustes da cadmera sdo mais complicados devido as

propriedades de refracdo do contorno do liquido.

c) Teorias paratrés componentes
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Neste caso, o principal método é a teoria de Van Oss que separa a energia superficial
de solidos e liquidos em trés componentes. Isto inclui a energia superficial dispersiva, como
antes, e subdivide a componente polar como sendo a soma de duas componentes
especificas: a energia superficial devido a interagbes acidas e devido a intera¢des basicas.
Esta teoria é mais adequada para testes de energias superficiais de superficies inorganicas,
organometalicas e superficies contendo ions, como por exemplo, pigmentos, farmacéuticos

e papéis.

6.2.5.2 Estimativa Proposta da Energia Superficial

O caélculo da energia superficial das superficies de titanio com diferentes tratamentos
superficiais utilizadas nos ensaios “in vitro” de cultura de células foi abordado de acordo com
a Teoria de Fowkes descrita anteriormente utilizando dois componentes através da Técnica
da Gota Séssil. Foi construido um dispositivo experimental contendo uma pequena mesa
circular para a fixagdo da amostra, uma fonte de luz e uma camera fotografica (LINUX)
mostrado na Fig. 6.30.

Para a obtencao dos angulos de contato foram utilizados dois liquidos sensores, agua
deionizada e cloroférmio que possuem componentes dispersivos e polares, mostrados na
Tab. 6.2. Durante o processo experimental utilizou também um peso de 70 gramas no intuito
de que a gota colocada sobre a superficie do disco de titanio fosse sempre com o mesmo
volume. A Fig. 6.31 mostra o peso sobre a seringa no momento em que se deseja colocar a

gota na superficie.

Figura 6.30— Aparato experimental para a obtengcdo das imagens para o calculo do angulo

de contato. Em detalhe mostra a posicao fixa da agulha.
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A Fig. 6.32 mostra uma gota de agua deionizada e uma gota de cloroférmio sobre
superficies dos discos de titdnio. No Apéndice sdo mostradas todas as imagens de cada

grupo estudado com a agua deionizada e com o cloroférmio, além das superficies lisas.

Figura 6.31 — Dispositivo com o0 peso sobre a seringa.

O procedimento para obtengdo da medida do angulo de contato foi feita no software
de analise de imagens digitais (Imaged, “downloaded” do Nationallnstituteof Health,

Bethesda, MD, EUA, disponivel em http://rsb.info.nih.gov/ij). Neste software foram realizadas

seis medidas de angulo externo da gota sendo trés medidas do lado esquerdo e trés
medidas do lado direito da gota como mostra a Fig. 6.33 para a agua deionizada. Para o
cloroférmio foram feitas seis medidas de angulo interno da gota. Apds a aquisi¢cdo das
medidas foi feita a média aritmética para cada grupo sendo que para a agua foi obtido o

suplemento da média.

(b)

Figura 6.32 — Procedimento experimental na superficie do titanio, em (a) mostra uma gota

de agua deionizada e em (b) mostra uma gota de cloroférmio sobre a superficie do Grupo
04.
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Figura 6.33 — Medicao dos angulos de contato na agua e no cloroférmio.

Logo apos a realizacdo das medidas dos angulos e obtengédo das médias dos angulos
de contato foi calculada a energia superficial do sélido utilizando a energia superficial dos
liquidos sensores (agua deionizada e cloroférmio). Entdo, de acordo com a Tab. 6.2 tem-se

que,

‘ _— . mj mj mJ
Agua deionizada: ¢f = 264—; of = 46,4 —eo;, = 72,8 — (total)

L mj mj mj
Cloroférmio: P = 2335 of =38 —ea;, = 27,1 — (total)

Medindo os angulos de contato das gotas e utilizando as energias superficiais
definidas acima para os liquidos sensores, a energia superficial do sélido utilizado foi
estimada através da Eq. (6.19). Por exemplo, para o G01 foi obtido um 6 = 83,16° para a

agua deionizada e um 6 = 9,07° para o cloroférmio. Aplicando na Eq. (6.19) tem-se que:

Agua deionizada:

72,8[cos (83,16) + 1
[ <2 VYU _ [or Ja6a+ [ob. 264

40,77 = 6,81 /USP +5,14 /aSD (6.20)

Cloroférmio:

27,1[cos (9,07) + 1
[ (2 i ’051-3.\/3,8+ 0?.423,3

6,71 =1,95 /cff +4,83 /aSD (6.21)

De (6.20) e (6.21) tem-se um sistema com duas equacdes e duas incognitas,
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{40,77 = 6,81 /aSP +5,14 /ag

| 671 =195 /aSP +4,83 |g?

E resolvendo o sistema tem-se que:

b _ o p_ m/
Og = 2,19 WGO'S = 23,72 W
Como a energia superficial do solido pode ser estimada pela equagio g5 = a2 + o,

para o GO1 a energia superficial do sélido é de25,91 m—i
m

De forma analoga foram obtidas as energias superficiais para os outros grupos que

sdo mostrados no Capitulo VII.
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CAPITULO VII

RESULTADOS

A obtencdo de uma equacgdo de predigdo para o nivel de osteogénese em diferentes
condigbes superficiais sera feita através de métodos de similitude em engenharia utilizando
dados obtidos por ensaios “in vitro” de cultura de células.

Além da avaliagdo de todo o fendmeno de crescimento celular em diferentes
superficies, esta equacao permite fazer uma estimativa de um importante fator relacionado
com o fendbmeno da osseointegragdo que € a osteogénese de posse de variaveis medidas,
rugosidade e energia superficial. Neste caso, a partir de um valor padrao estabelecido pode-
se classificar uma nova superficie quanto a este efeito sem que necessariamente seja feito
um ensaio “in vitro” de cultura de células que, em geral, é oneroso e de alto custo.

Neste capitulo s&o apresentados todos os resultados dos ensaios de cultura de
células realizados e paralelamente, estes dados sao utilizados para definir uma medida ou
intensificacao da osteogénese. Esta medida é utilizada como variavel de referéncia para
definir uma equacido de predicdo do fenbmeno. Sao apresentados também todos os

resultados das caracterizacbes das superficies analisadas, rugosidade e energia superficial.
7.1. Caracterizacdo das Superficies

7.1.1. Medida da Rugosidade
As amostras foram avaliadas no Interferdbmetro a Laser para determinar os diferentes
parametros da rugosidade. Os valores médios e o desvio padréo de R, (rugosidade média),
R, (rugosidade média quadratica), R; (rugosidade total) sdo mostrados na Tab. 7.1.
Utilizando uma andlise de varidncia e um teste de Bonferroni com um nivel de
significancia de 95% (GraphPadSoftware, Inc. - Prism 5.0) verificou-se que para os valores
de Ra, Ry e Ri dos grupos quando comparados com os valores da superficie lisa (GRUPO

CONTROLE) sao estatisticamente diferentes. A Figura 7.1 mostra as médias com os
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desvios padrdes de R,, a Fig. 7.2 mostra as médias de R, e a Fig. 7.3 mostra as médias de
R:.

Tabela 7.1 — Resultados dos parametros de rugosidade obtidos na Interferometria a Laser.

Grupos R, £ DP (um) Rq = DP (um) R; = DP (um)
AMOSTRA LISA 0,58 + 0,21 0,72+ 0,26 4,32 +1,22
GO1 0,97 +0,15 1,21+£0,15 7,91+0,72
G02 1,08+0,16 1,32+ 0,27 9,54 +1,11
G03 0,97 £0,15 1,25+ 0,18 8,64 + 1,87
G04 0,79+0,04 0,99 £ 0,05 6,71+ 0,70
G05 0,91 +0,12 1,15+ 0,14 7,53+ 0,74
G06 0,79 £0,06 1,01+ 0,07 6,98 + 0,66
GO7 1,10 £0,14 1,38 + 0,19 8,34 + 1,21
GO08 0,88 +0,05 1,11+ 0,07 7,80 + 1,07
G09 0,85 £0,08 1,09 + 0,09 7,79 £0,75
G10 0,73 £0,16 0,95+ 0,21 6,36+ 1,27
G11 0,76+0,10 0,96 + 0,11 6,63 + 0,44
G12 0,53 £0,04 0,68 + 0,06 5,27 £ 0,79
G13 0,81+0,14 1,04+ 0,20 7,21 +1,31
G14 1,02+0,12 1,27 +0,13 7,78 + 0,63
G15 0,93 £0,12 1,19+ 0,16 7,43 £ 0,89
G16 0,68 +0,19 0,88+ 0,27 5,10 + 1,36
G17 0,80 £0,05 1,03 + 0,07 7,66 + 1,09
G18 0,98 +0,06 1,24 + 0,08 8,16+ 0,34

Na andlise da rugosidade realizada no interferdmetro a laser (LTM/UFU) foi extraido o
perfil da rugosidade de cada grupo juntamente com a topografia da superficie. As Figuras
7.4, 7.5 e 7.6 mostram trés perfis de rugosidade obtidos apds a interferometria no programa
UBSoft 1.9 conforme descrito no Capitulo VI. As Figuras 7.7, 7.8 e 7.9 mostram trés
topografias das superficies obtidas no programa UBSoft 1.9 utilizando uma area de 1 mm?
qualquer do disco. O restante dos perfis e das topografias sdo mostradas no Apéndice deste

trabalho.
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Figura 7.1 — Média e desvio padréo de R,.
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Figura 7.2 — Média e desvio padréo de R,.
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Figura 7.3 — Média e desvio padréo de R;.
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Figura 7.4 — Perfil de rugosidade do GRUPO 04.
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Figura 7.5 — Perfil de rugosidade do GRUPO 06.
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Figura 7.6 — Perfil de rugosidade do GRUPO 16.

Figura 7.7 — Topografia da superficie GRUPO 02.
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Cemo Mode

Figura 7.8 — Topografia da superficie GRUPO 10.

Demo Mode

Figura 7.9 — Topografia da superficie GRUPO 18.

Pode-se observar uma influéncia da granulometria utilizada para a realizagdo do
jateamento da superficie e consequentemente nos valores de rugosidade média, rugosidade
meédia quadratica e rugosidade total obtidos com a interferometria.

A superficie mostrada na Fig. 7.8 possui um aspecto mais uniforme, porém com uma
rugosidade média maior que da superficie mostrada na Fig. 7.9. Isto pode ser justificado
pelo tempo de jateamento sendo que no GRUPO 10 foi utilizado um tempo de 3” enquando
que no GRUPO 18 utilizou um tempo de 2”. Além disso, a presséo exercida no jateamento
no GRUPO 10 foi de 20 Bar enquanto que a pressdo do GRUPO 18 foi de 30 Bar, uma vez
que, a granulometria n&o foi alterada entre estes grupos. Porém, houve um condicionamento
quimico que suaviza os picos gerados pelo jateamento e no GRUPO 10, o ataque acido foi
com um acido F2 em temperatura ambiente e durante um tempo de 30’, enquanto que no
GRUPO 18 utilizou um acido F3 em uma temperatura de 60°C e um tempo de exposi¢ao ao

acido por 1 hora.
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As Figuras 7.10 e 7.11 mostram duas superficies observadas em um microscopio
eletrbnico de varredura (Hitachi S-4700, Tokyo, Japan - Chapel Hill Analytical and
Nanofabrication Laboratory (CHANL) da University of North Carolina).

2 A ST (P ‘.._' ,-‘ :," £ F \‘y"-"
¥ .-L \' 25, 2 . ﬂ i i"".l "‘.. ’|‘ %% 0 ‘I:l-..'l“ﬂ‘
1§-0W9:2-0|33m'><-115h6k'SEM TR AT o -‘\-,:L‘ g000m

Figura 7.10 — Topografia da superficie do GRUPO 04 através do MEV — CHANL/UNC com

um aumento de 1 500X.

] ,“-‘
»
10.0kV 12.1mm x5.01K SEM) .

Figura 7.11 — Topografia da superficie do GRUPO 14 através do MEV — CHANL/UNC com

um aumento de 5 000X.

7.1.2. Medida da Energia Superficial

O caélculo da energia superficial dos discos de titdnio em estudo foi feito conforme
descrito no Capitulo VI, utilizando os angulos de contato entre uma gota de um liquido
sensor e a superficie do disco. Os liquidos sensores utilizados foram a agua deionizada e o
cloroférmio. Utilizando a Teoria de Fowkes foi possivel obter a energia superficial dos discos
de titAnio como mostra a Tab. 7.2. Aplicando ANOVA e o teste de Bonferroni com 95% de
confianga, verificou-se diferenga significativa entre os valores das energias (P < 0,0001),

como mostra a Fig. 7.12, entre as energias obtidas com os angulos de contato. As Figuras



115

7.13, 7.14 e 7.15 mostram imagens das gotas de agua deionizada e de cloroférmio sobre os

discos de titanio estudados.

Tabela 7.2 — Média das Energias Superficiais do Titanio.

Energia Superficial

Grupos Energia Superficial (mJ/m?)  DP
G01 28,21 1,51
G02 26,76 0,13
G03 27,71 0,86
G04 33,81 4,64
G05 28,20 2,47
G06 29,03 1,73
GO07 29,61 2,17
G08 27,63 0,66
G09 30,38 1,31
G10 32,79 1,09
G11 31,36 4,59
G12 33,66 1,00
G13 26,92 0,07
G14 29,83 2,35
G15 27,15 0,32
G16 26,10 0,06
G17 27,55 0,22
G18 26,79 0,03
Energia Superficial
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Figura 7.12 — Média e desvio padrao da energia superficial calculada através da Teoria de

Fowkes.
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Figura 7.13 — Imagens obtidas no ensaio de energia superficial com a agua deionizada e

com o cloroféormio — GRUPO 02.

Figura 7.14 — Imagens obtidas no ensaio de energia superficial com a agua deionizada e
com o cloroférmio — GRUPO 08.

Figura 7.15 — Imagens obtidas no ensaio de energia superficial com a agua deionizada e

com o cloroférmio — GRUPO 16.

De forma similar, outras imagens das gotas tanto para a agua deionizada quanto para

o cloroférmio serao mostrados no Apéndice deste trabalho.

7.2 Medida ou Intensificacdo da Osteogénese
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Através dos ensaios “in vitro” de cultura de células foram avaliados os seguintes
parametros de analise celular: a proliferacao e viabilidade celular, a atividade de fosfatase
alcalina e a formacao de nodulos de mineralizagao. As Tabelas 7.1 e 7.2 mostraram os 18
grupos ou condigdes superficiais, em discos de titanio, avaliados neste trabalho.

A Tabela 7.3 mostra valores médios obtidos para os trés parametros de analise celular
representando-os através das respectivas nomenclaturas definidas no Capitulo V, ou seja,
medida da atividade de fosfatase alcalina (n4), proliferacdo e viabilidade celular (n;), e
nodulos de mineralizacao (n3).

A unidade para n:é expressa em umol/ug protein/min (micromol de timolftaleina por
micrograma de proteina por minuto). A unidade de 1, € numero de células e a unidade para
n3 é expressa em mm? (porcentagem da area corada com Alizarina Red S convertida na
area superficial superior do disco em contato com as células).

A Tabela 7.4 mostra novamente os dados organizados para a rugosidade R e a
energia superficial para os 18 grupos analisados. A Figura 7.16 mostra uma imagem real e

uma imagem processada no software ImagedJ para avaliar os nédulos de mineralizagao.

(a) (b)
Figura 7.16 — Superficie de titanio do GRUPO GO03 (a) real; (b) analisada no software

ImagedJ para determinagao dos nédulos de mineralizagao.

Inicialmente, a determinagdo de um valor quantitativo para a osteogénese é feita
normalizando as variaveis de influéncia pelo nimero total de células plaqueadas. Na
sequéncia, as variaveis sao adimensionalizadas. Finalmente, os pesos ou indices de
influéncia das variaveis medidas sido considerados para estimar um indice para a

osteogénese.
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Tabela 7.3 — Valores médios dos parametros celulares analisados nos ensaios “in vitro” de

cultura de células.

n1(MM/ pg protein /min) n2(células)
Grupos Na(mm?)
7dias 14dias 21dias | 7dias 14 dias
GO1 3,20 6,70 3,14 6.862 7.851 14,35
G02 2,56 8,46 4,50 6.266  10.357 11,91
GO03 3,65 7,59 7,25 5.988 6.613 23,58
G04 3,41 10,52 4,79 5.816  14.815 19,46
G05 2,73 6,56 2,90 7.892 13.476 21,18
GO06 2,41 7,25 4,40 8.480 8.422 18,21
GO07 2,04 6,36 2,39 5.343 6.267 20,56
G08 2,73 6,54 2,64 8.284 9.613 9,59
G09 3,25 6,27 2,43 6.666 9.089 20,01
G10 2,69 6,37 4,62 7.557 7.595 19,48
G11 2,39 7,97 4,48 7.058 7.119 24,29
G12 2,18 9,06 3,03 7.238 9.184 22,72
G13 1,18 3,23 2,20 6.290 11.184 16,18
G14 1,76 4,71 4,61 6.290 8.750 19,98
G15 2,01 5,14 2,65 6.086  10.333 20,97
G16 3,90 5,54 3,85 6.813 6.464 18,50
G17 2,16 5,74 2,11 7.557  10.797 20,15
G18 3,03 5,33 4,99 10.204 11.535 16,23

Portanto, tem-se que:

1°: Normalizag¢do pelo namero de células plaqueadas (ncel):

n

I

I3

__™ pmol
ncel ~h/mg/células
_
ncel
Uk mm?

ncel

células

(7.1)
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Tabela 7.4 — Valores de rugosidade R, e energia superficial para os 18 grupos. Valores com

desvio padrao.

Grupos

RugosidadeR, (um)

Energia Superficial (mJ/m?)

GO1
G02
GO03
G04
GO05
GO06
GO7
G08
G09
G10
G11
G12
G13
G14
G15
G16
G17
G18

0,97 £0,15
1,08+0,16
0,97 £0,15
0,79£0,04
0,91 £0,12
0,79 £0,06
1,10 0,14
0,88 £0,05
0,85 +0,08
0,73 £0,16
0,76+0,10
0,53 £0,04
0,81+0,14
1,02+0,12
0,93 £0,12
0,68 £0,19
0,80 +0,05
0,98 +0,06

28,21 £ 1,51
26,76 £ 0,13
27,71+ 0,86
33,81+ 4,64
28,20 £ 2,47
29,03 +£1,73
29,61 +2,18
27,63+ 0,66
30,38 + 1,31
32,79+ 1,09
31,36+ 4,59
33,66 + 1,00
26,92 £ 0,07
29,83+ 2,35
27,15+ 0,32
26,10+ 0,06
27,55+ 0,22
26,79 £ 0,03

2° Adimensionalizacéo das variaveis:

A variavel 7, ja é adimensional. Para a adimensionalizagcao da ALP (7;) utilizou-se

como um fator de quantificagao celular para os niveis de umol/ug protein/min da ALP o valor

maximo desta atividade no 7° dia, ponderada pela quantidade total de células plaqueadas,

ou seja,

Nfat=(ncel / max(ALP)7 gia)

(cel/(umol/ug protein/min))

(7.2)
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Para os nédulos de mineralizagao, considerou-se que na condi¢gdo étima as (nprol)
células proliferadas ocupariam a area total do disco de titdnio (A). Neste caso, é possivel
obter a relagdo do numero de células pela area do disco de titanio. Portanto, das

informacdes anteriores e da Eq. 7.1 tem-se que,

= 1 Nfat
ncel
a,=n
173 nprol (7.3)
ag=———r
ncel A

3°: Determinacao da intensificacdo ou nivel da osteogénese:

Utilizando a Eq. (5.1), com as variaveis de influéncia normalizadas definidas no 2°
passo e o0s respectivos pesos, estima-se um valor quantitativo para a osteogénese
considerando os resultados do ensaio “in vitro”.

Um valor especifico (¥;) indica que este valor adimensional mede ou estima uma
propor¢gdo da condicdo 6tima da osteogénese que, naturalmente, seria de 100% ou 1,
considerando os corpos de prova analisados. Considerando a formulagdo proposta é
possivel estimar os valores de ¥ para todos os grupos.

Foi desenvolvido um programa em ambiente Matlab® (vitro.m) para organizar todos
os dados do ensaio de cultura de células e caracterizagdo de superficie. No programa é
possivel gerar os graficos, calcular os niveis de osteogénese e obter os ajustes de curvas
necessarios para a obtengcédo da equacao de predicdo da osteogénese. A Tabela 7.5 mostra
os valores de ¥ de todos os grupos considerando os dados fornecidos na Tab. 7.4 e Eqs.
7.1, 7.2 e 5.1. Neste caso, as amostras de titdnio possuiam didmetro de 6 mm com area
superficial (A) de 28,27 mm?. A Figura 7.17 mostra como se comporta a variacdo deste
indice de osteogénese nos diferentes grupos de diferentes condigbes superficiais dadas por
7 condicdes de jateamento e 6 condigdes de ataque acido.

Observa-se que o nivel de osteogénese aumenta de 0,5 a 0,73 nos grupos de 1 a4 e
reduzindo nos demais grupos. O valor maximo é de 0,73 no grupo G04 e nos grupos de G06
a G18 os valores variam dentro de uma faixa de 0,4 a 0,64.

As Figuras 7.18 e 7.19 mostram a variagdo dos niveis da osteogénese em fungao dos
diferentes parametros de caracterizacdo das superficies dos 18 grupos, rugosidade e
energia superficial, respectivamente. Nestas figuras sdo mostradas as curvas ajustadas aos

dados experimentais que correlacionam, respectivamente, os valores dos niveis de
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osteogénese com os valores de rugosidadee energia superficial. Devido a nao linearidade
dos dados a melhor curva adaptada a todos os dados foi uma curva de Fourier. Neste caso,
a Tabela 7.6 mostra os valores das constantes de Fourier para cada curva especifica que foi
ajustada através do programa Matlab® (vitro.m). Deve-se ressaltar que alguns pontos
experimentais de grande desvio foram desconsiderados no momento do ajuste de curvas.
Este procedimento foi realizado com o objetivo de obter uma boa correlagéo entre os dados,
uma vez que, o objetivo era verificar a tendéncia dos niveis de osteogénese em face de

cada parametro de caracterizagao da superficie.

Tabela 7.5 - Valores de W para os 18 grupos.

Grupos indice de Osteogénese (¥)
GO01 0,51
G02 0,57
GO03 0,63
G04 0,74
GO05 0,66
GO06 0,58
GO07 0,41
GO08 0,47
G09 0,51
G10 0,58
G11 0,58
G12 0,58
G13 0,43
G14 0,49
G15 0,50
G16 0,52
G17 0,56

G18 0,65
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Nivel de osteogénese
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Figura 7.17 — Nivel de osteogénese estimada nos 18 grupos analisados.
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Figura 7.18 — Variacdo dos niveis de osteogénese estimados com a rugosidade. Nesta

figura mostra a curva de ajuste aos pontos experimentais através de uma fungao de Fourier.
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Figura 7.19 — Variagdo dos niveis de osteogénese estimados com a energia superficial.
Nesta figura mostra a curva de ajuste aos pontos experimentais através de uma fungéo de

Fourier.
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Tabela 7.6 — Coeficientes das funcdes de Fourier' ajustadas aos dados experimentais da

osteogénese quando comparada com a rugosidade superficial R, e a energia superficial.

Coeficientes ¥ x Rugos Y x Ener

ao 0,57 0,45
ay 0,01 -0,10
b1 -0,05 0,08
az 0,03 0,04
b2 0,04 0,11
as 0,04 0,11
bs -0,02 -0,19
as 0 -0,12
by 0 -0,09
as 0 0

bs 0 0

w 32,21 1,71

(1) : Fungiio de Fourier -Fungao(x) = @ + a;cos(xw) + bysin(xw) + a,coS(2xw) + bySin(2xw) + a;cos(3xw) +

bssin(3xw) + ascos(4xw) + bssin(4xw) + ascos(5xw) + bssin(5xw)

7.3 Determinacdo da Equacéo Preditiva

Uma metodologia que utiliza a técnica de similitude em engenharia, definida no
Capitulo V, foi utilizada para determinar a fungdo matematica que correlaciona as variaveis
de influéncia analisadas com o nivel de osteogénese. Neste modelo estas variaveis estao
sintetizadas através de dois parédmetros globais de caracterizagdo superficial, definidos
como condigdes de jateamento (J) e condi¢des de ataque acido (A).

Foram utilizadas 8 valores de J (incluso uma condicdo sem jateamento) e 8 valores de
A. Como mostrado no Capitulo V,um grupo especifico foi pré-definido em fungcdo de uma
combinagio entre J e A. Neste caso, foram gerados 18 grupos, ou seja, 18 condigbes
superficiais diferentes que foram caracterizadas através da rugosidadee energia superficial.
Estas condigbes foram planejadas de tal forma que uma determinada condigdo fosse
mantida constante enquanto modificava-se a outra condicdo. Neste aspecto, os diversos
valores dos niveis de osteogénese foram determinados utilizando ensaios “in vitro” para os
varios grupos, como especificado anteriormente. Deve-se observar que uma condicdo
especifica de jateamento é definida pela granulometria do pd, pressao, tempo e distancia.

As condi¢cbes de ataque acido foram modificadas em funcgao do tipo de acido, temperatura e
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o tempo de exposi¢ao ao acido. Portanto, considerando a metodologia definida no Capitulo

V, os termos adimensionais sdo:

Ty =]

(7.4)

7T3=A

A Tabela 7.5 mostra os diferentes niveis de osteogénese obtidos para as diferentes

condi¢cdes de jateamento e ataque acido. As Figuras 7.20 a 7.22 mostram estes pontos

considerandom;,m,, 75, respectivamente. Nas Figuras 7.20 a 7.22 sdo mostrados os ajustes

em cada curva especifica que foi determinada através do programa Matlab®. Na Tabela 7.7

o ponto J6, A8 nao foi considerado na estimativa do ajuste de curva, uma vez que, neste

caso € uma condi¢do no qual o valor do acido muda e ndo determina a sensibilidade desta

variavel na equacao final representada na Fig. 7.20.

As curvas ajustadas aos pontos experimentais, mostradas nas Figs. 7.20 a 7.22, com

os respectivos coeficientes de correlagao foram, respectivamente,

m; = 0,0008256 (m,)%87° + 0,423
m; = 0,01386 (m3)Y>>2 + 0,5085
7T1 = 2,4’4‘2 (7T3)0'04168 - 2,033

(R?=0,96)
(R*=0,97) (7.5)
(R?=0,96)

Seguindo a nomenclatura definida na secéo 5.3, utilizando os valores constantes,

(7.6)

06E

sl

Fi1

05

045

& pil x pi2

Ajuste

3 e il 4

45 5 85 B B.5 T

Figura 7.20 — Valores de m; x m,, mantendo m; constante, ou seja, com uma condigdo

especifica de ataque acido (A7).
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Tabela 7.7 — Niveis de osteogénese para os diferentes Tr-termos.

(S
S
N

>
0
w

¥ (m1)
0,51
0,57
0,63
0,74
0,66
0,58
0,41
0,47
0,51
0,58
0,58
0,58
0,43
0,49
0,50
0,52
0,56
0,65
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Figura 7.21 — Valores de m; X m3, mantendo m, constante, ou seja, com uma condigédo

especifica de jateamento.
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Figura 7.22 — Valores de m; x m3, mantendo um novo valor de m, constante, ou seja, com

uma nova condigcao especifica de jateamento.

De acordo com as equagdes componentes (Egs. 7.5) tem-se que,

m; = F(m,,T3): W = 0,0008256 (J)*879 + 0,423

m, = F(m;,m3): W =0,01386 (4)>*>? 40,5085

m, = F(,,m3): W = 2,442 (4)%94168 _ 2,033

Das Egs.7.8 e

7.9 tem-se que,

F(T;, 73) = 0,7925

F(T;,73) = 0,6153

(7.7)

(7.8)

(7.9)

(7.10)

(7.11)

Combinando as Eqgs. 7.7, 7.8 e 7.10 como uma fung¢éo produto descrita pela Eq. 5.11

pode-se estimar a equacgao preditiva geral, ou seja,

Y = 1,44E5AV522]2879 4 5 29F—4]2879 4 7 38E 341522 4 0,27

(7.12)

O teste de validade descrito na Eq. (5.13) pode ser feito assumindo que a Eq. (7.12)

seja valida também para um novo conjunto de dados. Supondo J = 2 (7;), tem-se que,
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0,01386 (4)"°°2 +0,5085 2,442 (A)%*1%% —2,033 (7.13)
0,7925 B 0,6153

Para avaliar o erro da estimativa da equacao preditiva determinou-se as curvas de
cada membro da Eq. 7.13, mostradas na Fig. 7.23. De acordo com a Fig. 7.23, observa-se
uma boa concordancia com um erro relativo maximo de 11%. Diante da n&o-linearidade do
fendbmeno, considera-se que a equacao preditiva estimada (Eq. 7.12) é valida nos intervalos
1<J<7e1<ALT.

—F— lado direito

CEFEIL o s s R - - - Ll
: : —&— lado esguerdo
(| DR o . .............. .............. .............. ...............
1 2 i 4 5 B 7
s

Figura 7.23 - Representacao grafica dos membros da Eq. 7.13 do teste de validade.

Utilizando a Eq. 7.12 € possivel estimar um nivel de osteogénese em amostras de
titdnio com diferentes superficies conseguidas com diferentes condigbes de ataque acido e
jateamento dentro da faixa de validade. Portanto, com diferentes combinagbées de J e A
estima-se um valor de osteogénese que pode ser comparada com um valor padrdo. Neste
caso, o valor padrdao adequado seria a superficie normalmente utilizada nos implantes
comerciais da empresa Neodent Implantes Osteointegraveis Ltda. Como esta condicdo nao
foi referenciada pela empresa, sendo, portanto desconhecida, neste trabalho a condicao
padrao para a superficie sera aquela para a qual o nivel da osteogénese seja maximo.

Avaliando a Eq. 7.12 observa-se que a condicdo de maximo é a condi¢&o limite para
os valores de A e J igual a 7, uma vez que, a equacao € de poténcia e positiva. Substituindo
estes valores na Eq. 7.12 obtém-se um valor de osteogénese unitario (¥ = 1) que sera entao
o valor tomado como padrdo ou referéncia para comparagdao de outras condigoes

superficiais quanto ao nivel da osteogénese.
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Esta condi¢ao padrao é conseguida com os seguintes parametros relativos a A,J igual

a’,

e Granulometria : 280 um

e Tempodeijato:2s

e Distancia do jato: 10 cm

e Presséo do jato: 30 bar

e Acido: F3

e Temperatura do acido: 60 'C

e Tempo no acido: 1h

Considerando as faixas dos parametros avaliados neste trabalho, os resultados acima
indicam que a pressao no jateamento parece ser mais importante do que a granulometria do
abrasivo, o tempo de aplicacao e a distancia do jato. Paralelamente, a temperatura de 60 °C
e um maior tempo de exposicdo do acido F3 sdo os fatores mais influentes na superficie
quando se avalia valores 6timos para a osteogénese. Na condi¢ao 6tima acima os valores

de rugosidadee energia superficial sao,

Ra = 0,98 +0,06pum
E. = 26,79+0,04 mJ/m?

Analises futuras utilizando a Eq. 7.12 em eventuais superficies a serem obtidas com
parametros diferentes daqueles avaliados neste trabalho devem automaticamente ser
enquadrados utilizando algum procedimento dentro das faixas operacionais analisadas aqui,
ou seja, eventuais combinagdes que se adaptam dentro do espectro de 1 a 7 para os

valores de J e A.

7.4. Anédlise de uma Nova Superficie de Titanio Baseada na Equacé&o Preditiva

As equagdes de Fourier definidas na Tab. 7.6 possibilitam fazer uma estimativa dos
niveis de osteogénese em superficies de titdnio em funcdo de valores medidos para a
rugosidade e energia superficial. Estas equac¢des foram estimadas ajustando-se curvas aos
dados experimentais de caracterizagdo das superficies. Finalmente uma superficie
especifica pode ser conseguida gracas a aplicagdo de variadas condigdes de jateamento e
ataque acido.

Este procedimento de medida é aceitavel considerando as possiveis variagdes nos

erros de medida, uma vez que, foi avaliada considerando ensaios “in vitro” de cultura de
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células. No entanto, um modelo mais robusto para a estimativa da osteogénese seria a
utilizacao da equacéo preditiva (Eq. 7.12).

O fluxograma mostrado na Fig. 7.24 indica como uma nova superficie de titanio
obtida, por exemplo, através de um novo produto poderia ser avaliada quanto a uma
estimativa de um nivel de osteogénese a ser gerada comparada com um valor padréo, sem
ter que realizar ensaios “in vitro” ou “in vivo”, apenas utilizando as metodologias propostas
neste trabalho. Neste caso, seriam conhecidos os valores de rugosidade superficial e/ou
energia superficial. Em caso de se conhecer apenas um destes parametros adota-se como
estimativa o valor isolado como referéncia, caso contrario, pode ser adotado um valor médio
como referéncia. Este valor pode entdo ser comparado com um valor padrao.

Outra possibilidade de se avaliar o nivel da osteogénese de um novo produto seria
através da equacado preditiva (Eq. 7.12). Neste caso, deve ser indicado um nivel de
tratamento superficial através de um indice para J e A. A Figura 7.25 mostra um fluxograma
indicando os passos basicos deste procedimento. Os valores devem situar-se de 1 a 7 e
podem ser escolhidos em fungédo das caracteristicas do jateamento (granulometria, tempo,
pressao e distancia) e caracteristicas do ataque acido (tipo de acido, temperatura e tempo).
Valores diferentes dos que foram estudados neste trabalho ndao poderiam ser analisados
diretamente, uma vez que, uma analise de sensibilidade especifica dos parametros destes
tratamentos nao foram avaliados. No entanto, se os valores destes parametros situarem-se
dentro das faixas estudadas, diferentes combinag¢des de J e A podem ser utilizadas com
algum critério, como por exemplo, indicando que o fator pressao no jateamento € o fator de
maior influéncia. Esta abordagem poderia ser a base de desenvolvimento de um software de
controle de qualidade do produto utilizando como referéncia o nivel de osteogénese
estimado comparado com um valor padrdo. Este software nao foi desenvolvido neste

trabalho, sendo sugerido como trabalhos futuros.
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CONCEPCAO DE UM
NOVO PRODUTO
Ou

(NOVA SUPERFICIE)

(Ra) (Es)
Calcular ¥, Calcular ¥,
(Tab. 7.6) (Tab. 7.6)

l l

Calcular média
Y= (lP1+ ‘1’2)/2

Figura 7.24 — Fluxograma indicando a possibilidade de estimativa do indice de osteogénese
conhecendo-se os parametros de rugosidade superficial e/ou espessura da camada de

oxido de titanio e/ou energia superficial.
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CONCEPCAO DE UM
NOVO PRODUTO
Ou

(NOVA SUPERFICIE)

v

Tratamentos de gateamento
e Ataque Acido

Selecionar J Selecionar A
1-7) (1-7)

Calcular ¥ (Eq. 7.12)

|

Comparar com padrao

Figura 7.25 — Fluxograma indicando a possibilidade de estimativa do indice de osteogénese

fornecendo valores de referéncia de J e A.
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CAPITULO VI

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A maioria dos implantes dentarios atuais se caracterizam por possuirem uma
superficie externa tratada ou modificada com processos de jateamento, ataque &cido e em
alguns casos, recobrimentos. O objetivo destes tratamentos € buscar condi¢cdes adequadas,
principalmente, em termos de rugosidades e microcavidades para que as células ésseas
possam aderir e formar uma rede de sustentacdo que possibilite uma adequada
osseointegracdo (MEFFERT; BLOCK e KENT, 1987; VIDIGAL JUNIOR e GROISMAM,
1997; WENNERBERG et al.; 1998; PIATTELLI et al., 1998).

O processo de osseointegracdo em diferentes condi¢cdes superficiais em titanio tem
sido bastante estudado, apesar de que alguns fundamentos celulares e quimicos ainda néo
estdo bem esclarecidos. Neste aspecto a osteogénese é de importancia fundamental no
processo de osseointegracao.

Sabe-se que as caracteristicas da superficie dosimplantes dentérios feitos de titanio
gquando em contato com o0 sangue originado da cirurgia de implantacdo funciona como um
receptor quimico e possibilita interacdes e importantes modificagfes celulares. Atualmente,
a forma de se avaliar a intensidade deste fendbmeno € através de ensaios “in vitro” ou
através de pesquisas clinicas em seres humanos ou animais.Nestes Ultimos casos, tais
estudos sdo de carater avaliativo ou macro onde, por exemplo, se comparam torques de
remogdo. Portanto, uma andlise direta do processo de osteogénese é de dificil execugédo e
custo relativamente alto.

Este trabalho prop6e uma alternativa a esta dificuldade através da utilizagdo de um
modelo matemético para estimar os valores de osteogénese para diferentes condi¢cdes de
superficie. O modelo proposto nédo foi formulado para avaliar os fenédmenos bioldgicos do
processo de osteogénese e sim fazer uma analise quantitativa do fendmeno quando
comparado com valores padronizados.Neste trabalho, as superficies de titAnio foram

avaliadas através da determinagdo das rugosidadese da energia superficial.
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De acordo com Gomi e Davies (1993) a rugosidade do substrato da superficie
influencia ambas a soma e a distribuicdo espacial do 0sso. Neste trabalho, foi observado
gue todos os valores de rugosidade da superficie estudados ficaram entre R, = 0,53 = 0,04
pum (G12) e R, = 1,10 £ 0,14 um (GO7). Sendo que estes valores extremos foram obtidos
com as mesmas condicbes de jateamento (J2), porém quando aplicado o acido F2 a uma
temperatura de 60°C, foi obtido o maior valor da rugosidade do que quando foi aplicado o
acido F3 em temperatura ambiente, uma vez que, o tempo de exposi¢ao ao ataque acido foi
0 mesmo, ou seja, 30'. Este resultado contradiz aos achados de Badenas (2004) que
afirmou que o tamanho das particulas de projecdo € a variavel mais importante para o
controle da rugosidade final de uma superficie jateada, de tal maneira que a medida que
aumenta o tamanho, aumenta a rugosidade. Deve-se destacar que em nosso estudo nao
foram comparados diferentes granulometrias, ou seja, foram utilizados duas granulometrias
(240 e 280 pm). Alguns autores mencionam que a rugosidade média seria na faixa R, =2 - 6
um gquando se trabalha nesta faixa de granulometria (BUSER et al., 1991; BUSER et al.,
1999; HACKING et al.,1999). Vale lembrar que estas superficies ndo sofreram um
condicionamento quimico com ataque acidoe isso pode ser levado em consideracdo ao
verificar o fato dos valores da rugosidade no nosso estudo ndo terem ultrapassado R, = 1,10
+ 0,14 um (GO07). Wennerberg (1996) obteve um valor de rugosidade fazendo analises de
histomorfometria em fémur de coelhos. Este valor 6timo foi estabelecido em R, = 1,5 um.
Aqui foi obtido um valor 6timo, ou seja, de maxima osteogénesecom R, = 0,98 + 0,03
pm.Este resultado estd de acordo com o trabalho de Badenas (2004) que reporta que a
maior adesao celular (MG63 — células derivadas de osteosarcomas) aconteceu sobre as
superficies de titanio jateadas com Al,O; e uma rugosidade de 0,87 um e estas células se
diferenciam tanto mais quanto maior € a rugosidade.

Em 1995, Martin et al. analisaram discos de titanio de grau |l com varias superficies:
(PT) superficies pré-tratadas com acido fluoridrico (HF), acido nitrico (HNO3) e lavadas; (EP)
superficies eletro polidas; (FA) superficies com jateamento de granulacdo fina e ataque
acido: acido cloridrico (HCI) e acido sulfurico (H,SOy); (CA) superficies com jateamento de
granulacdo grossa e ataque acido: HCl e H,SO,; (TPS) superficies com jateamento de
granulacdo grossa e revestida com plasma de hidreto de titanio. Os autores analisaram o0s
par@metros osteogénicos nas superficies dos discos de titdnio e em suas analises,
observaram que quando comparadas com culturas de células sobre o controle de plastico, o
namero de células foi reduzido nas superficies TPS e aumentado sobre as superficies EP,
enquanto que o numero de células sobre as outras superficies foi equivalente com o

observado sobre controle de plastico. Quanto a atividade de fosfatase alcalina em particular
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foram encontradas células isoladas que tendem a diminuir com o0 aumento das superficies
rugosas.

Segundo Baier e Meier (1988) e Uittoet al. (1992), a energia superficial do material do
implante influencia o comportamento celular levando a um efeito na configuracdo e

conformacdo de proteinas absorvidas sobre o substrato. Os valores da energia superficial

obtidos neste estudo variaram entre 26,76 a 33,81 % De acordo com a literatura, o valor da

energia superficial do titanio esta na faixa de 28 a 352 o gue comprova que os valores

m
py
obtidos neste estudo estdo de acordo com a literatura.Observa-se na Tab. 7.4 que ndo
houve uma variacdo muito grande da energia superficial para os diversos grupos. Para a
energia superficial maxima (G04) o nivel de osteogénese foi de 0,74 e para o valor minimo
(G02) o nivel da osteogénese foi de 0,57, ou seja, uma diferenca de 30%. Apesar deste
efeito ser ndo linear parece que uma maior energia superficial esta relacionada com maiores
niveis de osteogénese.

A linhagem de células osteoblasticas humana utilizada em nosso estudo sao células
aderentes sobre uma superficie para a realizacao do ensaio “in vitro” de cultura de células. E
por se tratar de células aderentes, ndo foi determinado o valor do parametro osteogénico,
adesdo celular. Varios autores (ASSIS et al., 2009; BOWERS et al., 1992; MALASPINA et
al., 2009; MICHAELS et al.,, 1989) confirmam que células osteoblasticas sdo células
aderentes.

Os niveis de osteogénese estimado para os 18 grupos estudados como foi mostrado
na Tab. 7.7. Neste caso, 0 grupo que teve o nivel de osteogénese mais préximo do valor
6timo foi o0 G04 sendo que este grupo foi jateado com uma granulometria de 240 um, por um
tempo de 3", uma distancia de 10 cm e com uma pressao de 20 Bar juntamente com uma
ataque &cido com o acido F2 em temperatura ambiente por um tempo de 30'. Nessas
mesmas condi¢cdes, com excecdo da granulometria e da temperatura do acido utilizado, o
grupo GO7 foi o grupo que ficou mais distante do nivel 6timo. Fazendo uma analise
estatistica entre estes dois grupos foi observado que em relacédo a rugosidade média, estes
dois grupos foram estatisticamente diferente (P < 0,01), o que pode justificar a diferenca do
nivel de osteogénese. Em relacdo a energia superficial, os dois grupos em questdo nao
tiveram diferencas significativas entre eles o que pode ser observado na Tab. 7.6.

Em implantodontia, a biocompatibilidade dos tecidos 6sseos para a superficie do
implante e os fatores ambientais locais assumem papel importante no processo da
cicatrizacdo. Mailhot e Borke (1998) apresentaram um método conveniente de isolamento e
de cultura “in vitro” utilizando células osteoblasticasintra-orais humanas, derivadas da

preparagdo do sitio local de um implante dentario. Os autores caracterizaram a
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fosfatasealcalina, a presenca de osteonectina, de osteocalcina e de um precursor
intracelular do colageno tipo I. Nesta ultima analise, colageno tipo | foi superior a 90% da
proteina da matriz 6ssea e observaram também que em todas as culturas testadas,
mostraram areas de calcificacdo de graus variados.

Com o nosso trabalho foram avaliados os niveis de ALP, nédulos de mineralizacéo e
proliferacédo e viabilidade celular nos ensaios “in vitro” de cultura de células. Observou-se
que estes parametros sofreram influéncia das condi¢cdes superficiais. O valor de ALP foi
considerado como o paradmetro mais importante na determinacdo da osteogénese. Neste
caso, o valor maximo de ALP encontrado foi para o Grupo G04 (n; = 10,52 pM/ pg
protein/min) considerando a ALP em 14 dias. Neste mesmo periodo, foi observado uma
maior proliferagdo para este Grupo G04 (n, = 14.815 células). Por outro lado, o grupo que
houve uma maior &rea para os nédulos de mineralizagéo foi 0 GrupoG11 (ns = 24,29 mm?)
apos 28 dias de cultura.

De acordo com os estudos de Linckset al. (1998), o nimero de células em superficies
de titdnio puro de grau Il com rugosidade variando de 0,22 um a 4,24 um foi reduzido
guando comparados com o0 numero de células sobre o plastico, enquanto que foi
equivalente sobre as superficies de liga de titanio. ApGs 24 horas de cultura a atividade de
fosfatase alcalina teve uma significancia maior sobre as superficies mais rugosas. Portanto,
0s autores sugeriram que a rugosidade e a composicao da superficie podem desempenhar
um papel mais importante e que o melhor projeto para um implante € uma superficie de

tithnio puro com uma micro topografia aspera.



CAPITULO IX

CONCLUSOES

Este trabalho propés uma nova abordagem para estimar o processo de osteogénese
em implantes dentérios utilizando uma formulacdo mateméatica obtida por métodos de
similitude e validada por ensaios “in vitro”.

As superficies de titanio Grau IV avaliadas foram obtidas com diferentes condig8es de
jateamento e ataque acido totalizando dezoito grupos de analises. As superficies foram
caracterizadas através das medidas de rugosidadee energia superficial.

Os parametros osteogénicos determinados nos ensaios “in vitro"de cultura de células
osteoblasticas foram a proliferacéo e viabilidade celular, a medida de fosfatase alcalina e os
nédulos de mineralizacdo. Utilizando estes parametros foi definida uma nova variavel para
estimar o nivel de osteogénese considerando pesos relativos.

De todos os estudos realizados foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

- Os niveis de rugosidade e energia supeficial influenciam nos parametros celulares e
consequentemente no nivel de osteogénese;

- Osvaloresméaximosda osteogénese forampara R, = 0,98 +0,06um;Es = 26,79+0,04
mJ/m?;

- A condi¢do padrdo adotada que corresponde ao valor maximo da osteogénese foi
influenciada principalmente pela pressdo de jateamento (30 Bar), tipo de acido, maior
temperatura e tempo de exposicao ao acido;

- Utilizando a equacédo preditiva é possivel estimar os niveis de osteogénese de uma
nova superficie de titdnio, dentro de faixas especificas de jateamento e ataque acido,

evitanto ensaios “in vitro”e “in vivo” que, em geral, sdo demorados e de alto custo.
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Sugestbes para trabalhos futuros:

- Reavaliagdo do modelo de similitude utilizando variaveis especificas controladas
(rugosidade, espessura da camada de Oxido, energia superficial, etc.) obtidas com
tratamentos controlados;

- Desenvolvimento de um software de controle de qualidade com os modelos
desenvolvidos neste trabalho;

- Desenvolvimento de modelos matematicos do processo celular de crescimento
Gsseo em implantes dentarios;

- Avaliacdo de nanoestruturas quanto ao processo de osteogénese.
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