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Resumo

O sucesso dos enxertos 0sseos como material aloplastico apresenta-se, ainda,
limitado, devido a sua ndo capacidade de efetiva osseointegracdo. Neste
estudo, sintetizamos nanocristais de TiO, com tamanho médio de 21
nanometros através de uma via Umida, por co-precipitacdo. Verificamos suas
propriedades fisicas, quanto a estrutura, tamanho e grau de pureza, por
espectroscopia micro Raman (RAMAN) e Difracdo de Raios X (DRX). Por
microscopia Otica avaliamos a resposta inflamatoria, através de implantes intra-
0sseos em cobaias guinea pigs, (cavia porcellus), como recomendado pela
Federacdo Dentaria Internacional (FDI). Dez cobaias foram utilizadas nos
periodos experimentais de quatro e doze semanas. Cada animal recebeu dois
implantes. De cada implante foram confeccionados 24 laminas com 144 cortes
histoldgicos, corados com hematoxilina-eosina e analisadas as respostas
inflamatorias, por dois observadores independentes. Verificaram respostas
ausentes/suaves em ambos os periodos, devido a baixa variabilidade celular e
aposicao Ossea direta e estrutural respeitando e contornando o material, sem
apresentar uma superficie de separacao visivel, sem sinais de rejeicao.
Caracteristica observada em todas as amostras. Por analise da nanotopografia,
com Microscopia de Forca Atbmica (AFM), evidénciamos a integracéo entre o
osso neoformado e o material implantado. Assim, através da metodologia
empregada foi possivel evidenciar os fenbmenos da osseointegracdo e

biocompatibilidade em um material aloplastico em escala hanométrica.
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Abstract

The success of alloplastic bone grafts is still limited because of inadequate
osseointegration. In this study, TiO, nanocrystals (21 nanometers) were
synthesized by wet-chemical co-precipitation Their structure, size and purity
were determined by Raman spectroscopy (RAMAN) and x-ray diffraction (XRD).
Optical microscopy was used to evaluate inflammation arising from
intraosseous implants in guinea pigs as recommended by the World Dental
Federation (FDI). Ten guinea pigs were used receiving two implants each. Half
of the guinea pigs were observed at four weeks and the rest at twelve weeks.
24 slides were prepared with 144 histological cuts, stained with hematoxylin-
eosinand and analyzed for inflammation response by two independent
observers. It was determined that inflammation was absent/mild at both time
periods due to low cellular variability and direct and structural bone apposition
on and around the material without visible separation or signs of rejection.
These characteristics were observed in all samples. Nanotopography analysis
and Atomic Force Microscopy (AFM) showed integration between the new bone
and the implanted material. Therefore, through the methodology used, it was
possible to evidence osseointegration and biocompatibility in alloplastic material

at the nanoscale.
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1. Introducéao

O sucesso da terapia com implantes dentarios resultou nos ultimos anos
em um grande avanco na qualidade de vida de milhares de pessoas em todo o
mundo. Nao apenas a odontologia, mas toda a ciéncia da reparacdo e
regeneracdo Ossea tem se beneficiado dos conceitos da osseointegracdo
(Nickeng et al 2008; Kuboki et al 1999)

A partir da primeira evidéncia da osseointegracdo tem havido uma
grande evolucdo na area das ciéncias dos materiais provenientes de
experimentos com o0s mais diversos materiais e técnicas, visando o
desenvolvimento de novos materiais biocompativeis que possam substituir o
orgao e os tecidos dentarios com maior previsibilidade e seguranca. (Ring,
1985)

Pesquisadores em todo mundo tém se envolvido na busca de novas
evidéncias para explicar o sucesso do titanio como material de eleicéo, por
apresentar propriedades mecanicas e quimicas compativeis com o tecido
0sseo. Através de técnicas de caracterizacdes estruturais tem-se mostrado que
uma camada de Oxido de titdnio, anteriormente formada por oxidag&o passiva,
permanece em contato intimo e direto com o tecido conjuntivo 6sseo vital, sem
a interposicao de tecido fibroso e com uma espessura da ordem nanométrica
(Hench et al, 1984; Adell et al, 1981; Albrektsson, 1983.)

O primeiro cientista a reconhecer a eminente revolucédo cientifica devido
a nanomanipulacdo foi o Americano Richard Feynman, ganhador de dois
prémios Nobel, que apds sua palestra na American Physical Society, em 29 de
dezembro de 1959, com o tema “Ha bastante espago vazio la em baixo”,
mostrou que ndo existem razdes fisicas que impecam a fabricagcdo de
dispositivos através da manipulacdo de atomos individuais. Ele propds que
essa manipulacdo era possivel e que atingiria todos os campos do
conhecimento. (Feynman, 1960)

Entretanto, hoje sabemos que o0s nanomateriais ndo sdo uma
exclusividade do século XX, pois o homem tem feito 0 uso de nanomateriais
desde a antiguidade, quando os artifices se utilizavam de argila para confeccéo

de utensilios domésticos ou em vidros para criar efeitos de vitrais coloridos. O
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vaso de Licurgo é considerado como a primeira evidencia da nanotecnologia,
datado do século IV depois de Cristo. (Freestone et al, 2007)

Os avancos na nanotecnologia que surgiu em 1959 ndo foram notados
até o inicio da década de 80, devido a auséncia de equipamentos que
permitissem a nanomanipulagdo, como o microscopio de varredura por sonda
(SPM) , por tunelamento (STM), de campo proximo (NFM) e o de forca atbmica
(AFM) Esses equipamentos tem sido os olhos e dedos dos cientistas para o
desenvolvimento de materiais em escala nanométrica. Para entendermos o que
significa nano tecnologia, precisamos saber que o prefixo nano é derivado de
uma palavra grega (nanos) que significa “an&o”. Na ciéncia o termo técnico
nano € usado para definir qualquer unidade de medida equivalente a um
bilionésimo, nesse caso, de um metro, equivalente a distancia ocupada por
cerca de 5 a 10 atamos, de modo a formar uma linha reta. (Drexler 2006)

A palavra tecnologia também derivado do grego (téchne) que significa
arte, oficio, pratica e (l6gos) também do grego, que significa conhecimento,
estudo, ciéncia, que pode ser resumida em aplicacdo do método cientifico com
objetivos préaticos e comerciais. De forma clara, nanotecnologia pode ser
conceituada como a habilidade de manipulacdo de atomos na escala
compreendida entre 0,1 e 100 nm, com objetivo de criar estruturas maiores,
fundamentalmente com uma nova organizacéo estrutural e, normalmente com
fins comerciais. (ASTM E2456)

A nanotecnologia € uma ciéncia nova, multidisciplinar, que inclui
conhecimentos da biologia, fisica, quimica, matematica, engenharia,
computacgdo e outros ramos da ciéncia. Uma vez que tenhamos o controle das
caracteristicas de tamanho, sera também possivel melhorar as propriedades
dos materiais, além das propriedades ja conhecidas. A reducao controlada das
dimensdes dos materiais até a escala nanométrica, possibilitara que tenhamos
novos materiais com propriedades Unicas, como 0s nanotubos de carbono, e
fios e pontos quanticos, filmes finos, estruturas baseadas nas moléculas de
DNA, emissores de laser, entre outros. Essas novas formas de materiais e de

dispositivos serdo precursores de uma idade revolucionaria para a ciéncia e



tecnologia, contanto que possamos descobrir e utilizar completamente essas
novas propriedades dos nanomateriais. (Schoen et al 2003)

E para entendermos o que é um biomaterial precisamos saber que uma
das definicbes correntes diz que Biomaterial € qualquer substancia (outra que
ndo droga) ou combinagcdo de substancias, sintética ou natural, que possa ser
usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte de um
sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6érgdo ou funcéo do
corpo (Helmus et al 1995) ou que pela definicdo classica de Wiliams que diz
que um biomaterial é parte de um sistema que trata, aumenta ou substitua
qualquer tecido, 6rgao ou fungéo do corpo. ( Williams, 1987)

O trabalho em questdo envolveu sintese e caracterizacdo de um
nanobiomaterial para enxerto 6sseo aloplastico. Os métodos padronizados
para a avaliacdo de suas propriedades bioldgicas sdo recomentados pela FDI
(1980) e aceitos pela ANSI/ADA (1984). Para tanto, foram realizados testes de
avaliacdes histologicas, por microscopia 6tica em que evidenciamos sua
biocompatibilidade. E por andlise da nanotopografia por Microscopia de Forca
Atbmica (AFM), demonstramos sua intima relacdo com o tecido 6sseo. Assim,
através da metodologia empregada demonstramos o potencial dos nanocristais
de Di6xido de Tithnio como material a ser utilizado nas terapias 6sseas

reconstrutivas e do seu emprego concomitante aos implantes osseointegrados.
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2. Revisao de Literatura

Achados arqueol6gicos comprovam a preocupacao humana na busca de
materiais que pudessem substituir ou reparar dentes e 0ssos. Os astecas,
romanos e chineses ja usavam o0 ouro por volta do ano 5. Implantes de ferro
foram encontrados na Europa, e foram datados como sendo do ano 200.
Outros achados arqueoldgicos evidenciam que no ano 600 trés incisivos
inferiores foram substituidos por conchas marinhas em uma mandibula de uma
pessoa viva. Essa mandibula foi encontrada em uma escavacao no Vale Ulloa,
em Honduras, em 1931 e apds a realizacdo de exames radiograficos, 0s
resultados comprovavam a formacdo de o0sso compacto em torno dos
implantes. Essa mandibula de origem Maya € considerada a primeira evidéncia
dos implantes enddsseos e pode ser encontrada no Peabody Museum of
Archaeology and Ethnology Harvard University. (Ring, 1985)

Dressman, em 1892 quando utlizou gesso (CaSO4. Y2 H20),
conhecido como Gesso Paris para preenchimento de cavidades éOsseas foi
considerado o primeiro a utilizar um material ceramico para o reparo e
substituicdo do tecido 6sseo perdido.

Urist e McLean, 1953 descrevem que sobre a osteogénese, tem se
conhecido por séculos que a cicatrizacdo de fraturas inicia-se pela proliferacéo
de células do peridsteo e do endosteo. Sabe-se que as reacdes do peridsteo ,
na formacdo Ossea, é tipicamente intramembranosa enquanto as reagdes do
endosteo € classificada como tipicamente aposicional. Em ambos, a nova
formacdo Ossea é claramente originada de células descendentes dos
osteoblastos. Entretanto, recentes investigacbes experimentais apresentam
uma forte evidéncia da existéncia de outro mecanismo de osteogénese descrita
como um processo de formacdo Ossea por inducdo. Ressaltam ainda que a
teoria da inducdo € como a solucdo de um mistério, de como 0 novo 0sso é
guiado em direcdo as linhas de fratura, pois a osteogénese ndo ocorre em
todas as dire¢Oes , mas direcionado para o espaco da fratura. E concluem que

a reparacdo 0ssea sempre ocorre pela formacao preliminar de fibrose, sendo o
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processo como um todo um exemplo dos diversos meios para um fim comum
que é a unido da fratura.

Nikulin e Ljubovic , em 1956 fizeram um estudo experimental que
comparava a reparacao do tecido 6sseo sem e com o enxerto do biomaterial.
Com os resultados eles afirmaram que ndo houve ganho em se utilizar o0 gesso
como material de preenchimento, pois 0 mesmo n&o produziria nenhuma
reacao adicional as que normalmente ocorrem quando o 0sso é fraturado.

Spangberg, em 1969 introduziu um método conveniente e simples para
a implantacdo na mandibula de cobaias. O implante é colocado no triangulo
0sseo formado entre os incisivos e a parte inferior da sinfise que une as duas
metades da mandibula. Esta area pode ser alcancada através de uma incisdo
extra-oral na pele e camada muscular submandibular. Quando a area é
atingida, o periosteo é removido e uma cavidade é preparada em cada lado da
sinfise. A cavidade deve ser preparada de maneira tal que seu tamanho final
seja obtido através de brocas com diametros crescentes, come¢ando com uma
esférica menor, com rotacdo de 2000 a 3.000 rpm, e irrigacdo constante com
solucdo salina esterilizada. A broca seguinte € espiral, a qual se segue uma
broca de fissura de diametro equivalente ao do implante. O autor desenvolveu
um veiculo especial feito de Teflon®, com ranhuras externas para retencéo na
cavidade 6ssea, a fim de carregar o material a ser estudado. O veiculo tem a
forma de um copo, com diametro externo de 2 mm, interno de 1,3 mm e
comprimento de 2 mm. Ao preenché-lo com o material, deve-se tomar cuidado
para ndo contaminar a sua superficie externa, pois a mesma serve como
controle negativo da técnica. Apos o preparo da cavidade, a mesma € irrigada
com solucdo salina e o copo com o material € inserido, tendo sua abertura
direcionada para o 0sso. Quando a cavidade é feita apropriadamente, o copo
se acomoda de maneira justa e as ranhuras se preenchem rapidamente com
0sso neoformado, mantendo-o em posicdo durante todo o experimento,
independentemente das reacdes tissulares que possam ocorrer. Apos a
colocacdo dos implantes, os tecidos moles sao recolocados em posicdo e
suturados. O autor concluiu que, apdés a analise dos resultados, foi possivel

estabelecer uma classificagdo dos materiais em ordem crescente de toxicidade
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e que os resultados mostraram que o quadro histolégico variava largamente
entre os diferentes materiais testados, enquanto que as variacbes entre
implantes do mesmo material eram muito pequenas.

Langeland e Cotton, em 1980 recomendam trés niveis de avaliacdo dos
materiais utilizados na terapia intrarradicular: teste inicial in vitro, por meio de
teste em cultura de células, teste secundario em animais de pequeno porte in
vivo, subcutédneo ou intra-0sseo e o teste de uso em primatas subumanos e
humanos. Publicado como o teste de biocompatibilidade recomendado pela
Federacdo Dentaria Internacional.

Adell et al, em 1981 relataram que a escolha do titanio como material
para ser utilizado como implante se deu por suas propriedades mecanicas
compativeis ao tecido 6sseo. E, em teoria, uma potencial capacidade de
adesao, ligacdo quimica, entre o 0sso e a camada de 6xido de titanio estaria
presente em sua superficie. O titdnio poderia ser considerado um material
ceramico e nao propriamente um metal, devido a uma camada de 6xido estavel
presente em toda a sua superficie. Nesse estudo longitudinal em humanos por
15 anos, com seu inicio em 1965, os pacientes se submeteram a um
protocolo com acompanhamento até o ano de 1980. Foram instalados 2768
implantes dentarios feitos em titdnio em formato de parafusos cilindricos, em
410 pacientes, e apos o periodo de observacdo de 15 anos, mostrou um
sucesso clinico de 89% nas maxilas e 100% em mandibulas .

Albrektsson et al, em 1981, descreve seis requisitos para assegurar a
osseointegracao e que pela primeira vez é evidenciado o contato osso-implante
através de imagens de microscopia de transmissao eletrbnica. Seus achados
reforcam as primeiras evidéncias da osseointegragcéo e sugere que exista uma
adesao quimica entre 0 0sso e 0 oxido de titanio, agora ao nivel da microscopia
eletronica.

O documento n° 41 da ANSI/ADA, publicado em 1982 aceita e aprova
as normas da FDI sobre a padronizagdo de técnica para se avaliar a

biocompatibilidade in vitro e in vivo de materiais dentarios.
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Branemark et al, em 1983 descreveram o0 sucesso de 91% em
acompanhamento de 5 a 9 anos de 3000 implantes instalados em mandibulas
edéntulas de 400 pacientes. Acredita-se que a principal razdo para 0s
resultados séo o estabelecimento do selamento biolégico pelo tecido gengival e
a osseointegracdo que € definida pelo contato direto do 0sso vivo e o implante.
E fizerem ainda analises de radiografias, microscopia de transmisséo eletrénica
(MET) e microscopia eletrénica de varredura (MEV) , evidenciando a
ancoragem direta entre o implante de titanio e o tecido 6sseo.

Albrektsson, em 1983 avaliaram o fenbmeno da osseintegracdo através
do acompanhamento clinico de 2895 implantes instalados em humanos, dos
quais 38 implantes estaveis foram removidos e sua interface analisada através
de exames de raios X, microscopia transmissao eletrbnica e microscopia
eletrdnica de varredura . Através de imagens do MEV pode notar a relacdo
estreita entre 0 0sso e o titanio. Nas imagens do MET pode notar a relacao
direta entre o 0sso e o implante, ao nivel da microscopia eletrbnica, o que
sugere que exista uma ligacdo quimica diretamente entre 0 0sso e o titanio.
Ressaltou ainda que a superficie do titdnio se torna instantaneamente revestida
com uma camada de éxido. Assim, ndo é o metal ou componentes metélicos
que, diretamente, sdo expostos aos tecidos adjacentes em um implante de
titnio, mas essa camada de Oxido que € estavel e com espessura de 100
angstrons, ou seja, 10 nanometros, impedindo o contato direto entre 0 0SS0 e 0
metal. E conclui que a importancia desse fato para o estabelecimento da
osseointegracdo duradoura nao deveria ser desconsiderada, muito embora
seja necessario que se tenha mais conhecimento a ser adquirido para se obter
uma melhor compreensdo da ligacdo quimica entre o titanio e o 0sso.

Parsegian, em 1983, afirma que ap0s a imediata instalacdo do implante,
a primeira camada de biomoléculas que se deposita em sua superficie sdo as
moléculas de 4gua. E ainda que as biomoléculas ligam-se as superficies dos
implantes num meio biologico através das interacdes de Van der Wall, ligacdes
de hidrogénio, ibnicas e covalentes.

Kasemo, em 1983, relata que em meios fisioldgicos a camada de oxido

presente na superficie do implante € altamente protetora, prevenindo o contato
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entre o meio e o metal titAnio. Devido a essa caracteristica é possivel que ndo
exista o contato direto entre o titanio e os tecidos, mas entre os tecidos e a
camada de oxido anteriormente formada.

Thomas e Cook, em 1985, observaram que as condi¢cdes iniciais da
superficie do implante determinam, de forma decisiva, a natureza e as
propriedades da camada de agua e outras biomoléculas que geralmente séo
adsorvidas nela. E que esse fato influenciara o comportamento das células que
alcancam a superficie do implante, pois acreditam que as propriedades
quimicas e fisicas iniciais das camadas atbmicas mais superficiais dos
implantes sejam os fatores-chave nesse processo.

Parr et al, em 1985 ressaltaram que para se conseguir sucesso a longo
prazo na cirurgia de instalacdo dos implantes de titanio é preciso que o
material tenha como caracteristicas fundamentais a biocompatibilidade,
resisténcia ao desgaste, resisténcia a corrosdo e resisténcia mecéanica a
fratura. Descreveu ainda que sobre as ligas de Ti, a mais comum contém 6%

de aluminio e 4% de vanadio e é conhecida como Ti Al V e apresenta o
6 4

3
modulo de elasticidade de 114x10 GPa que é mais proximo do médulo de

3
elasticidade do osso de 16.5 x 10 GPa que qualquer outro material utilizado na

fabricacdo de implantes endosseos, com excec¢do do Ti cp cujo o médulo de

elasticidade € de 103.4 x 103 GPa. Esta propriedade permite uma maior
distribuicdo das forcas na interface osso-implante.

Willians, em 1987 publicou uma definicdo de biomaterial como sendo a
habilidade de um material desempenhar uma resposta tecidual apropriada em
uma aplicagcdo especifica. O termo biomaterial foi definido na Conferéncia do
Consenso em Biomateriais para aplicacdes clinicas realizada em Chester,
Inglaterra, de 03 a 05 de margo 1986.

Kasemo et al, em 1987 discorreram sobre o uso do titdnio como um
biomaterial para implante, que na natureza, devido a sua alta reatividade,
sempre se encontra recoberto por uma camada de Oxido.

Zitter e Jr , em 1987, afirmaram que a camada de TiO2 € impermeavel

ao oxigénio, e por isso previne a troca de elétrons e qualquer reacao redox em
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sua superficie. Assim, os produtos da corrosdo se apresentam na forma de
oxidos e ndo como ions.

Fraker, em 1987 relata que o titanio, elemento quimico Ti, registrado na
tabela periddica, tem nimero atdbmico 22 e peso atbmico 47,9, representando o
nono elemento mais abundante na natureza e o quarto elemento metalico mais
abundante na crosta terrestre. E que o titanio puro € considerado um material
mole ndo-magnético e é produzido comercialmente aquecendo o minério rutilo
(TiOZ) e ilmenita (FeO-TiOZ).

Gross, em 1988, faz uma ressalva acerca dos biomateriais, destacando
um importante aspecto que deve ser analisado e que diz respeito a
biocompatibilidade do titdnio, e como o meio bioldgico responde aos estimulos
induzidos pelo material estranho, e de forma concomitante, como esse material
implantado responde fisica e quimicamente ao ambiente biologico.

Baier e Meyer, em 1988, destacam que a natureza da superficie do
implante de titAnio pode ser descrita avaliando sua composicao quimica,
morfologia e energia superficial. Relatam ainda que essas propriedades, de
forma geral, determinam a resposta biolégica de um material implantado, que
por sua vez, pode também envolver fatores fisicos como o formato, rugosidade
da superficie e movimentos interfaciais relativos.

Kasemo e Lausamaa, em 1988, ressaltam que o conhecimento das
propriedades quimicas e fisicas das superficies dos implantes de titanio é de
fundamental importancia para avaliar a sua biocompatibilidade. Essa
importancia é devida a varios tipos de interagées quimicas, como as forcas de
Van-der-Walls, entre outras, que estdo na dependéncia da microestrutura da
superficie e em escala atbmica.

Meffert em 1992, avalia que o desenvolvimento dos implantes
odontologicos deu origem a uma diversidade de sistemas com diferentes
geometrias, materiais e rugosidades.

Ollenick em 1993, considera que as propriedades fisicas e quimicas,
como composicao do material, sua resisténcia a corrosdo e suas propriedades

mecanicas € o que caracteriza o biomaterial.
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Hench e Wilson, em 1993, relataram que quando se tem um material
bioativo implantado no osso, uma série de reac¢des bioquimicas e biofisicas
ocorrem na interface do implante e do tecido 6sseo. E essas reacodes
geralmente resultam em uma interacdo nessa interface, sendo essa, uma
ligacdo de natureza quimica e néo fisica.

Meachim e Williams, em 1993, afirmam que o estudo das propriedades
da superficie dos implantes de titanio assumem especial relevancia para sua
biocompatibilidade, uma vez que a mesma pode adsorver a&tomos e moléculas
estranhas.

Kasemo e Lausmaa, em 1994 inferem que um material feito pelo homem
e inserido no tecido humano por um procedimento cirargico é altamente
perturbador para o organismo, pois o foco da resposta biolégica e por
consequéncia o foco de interesse cientifico € a interface entre o material
estranho e os tecidos. Relatam que a interacdo priméaria ocorre em escala
molecular e envolve a adsorcao de proteinas e reacfes de biomoléculas como
a agua, ions, dissolucdo atbmica, mudando sucessivamente e interferindo no
processo de cicatrizacdo permanentemente na superficie dos biomateriais. E
concluem que a falta de compreensao dos processos primarios € ainda um
grande obstaculo para o desenvolvimento de melhores e novos biomateriais e
gue novas técnicas de caracterizacdo e a combinacdo de técnicas em alta
resolucao permitirdo interagir do mundo micrométrico ao mundo nanomeétrico.

Weingart et al, 1994 sugerem que as particulas finas podem ser
transportadas pelos fagocitos para os linfonodos regionais, onde poderiam ser
encontradas mas sem sinais de inflamacéo ou reacao de tipo corpo estranho.

Cypher e Grossman, em 1996 descrevem que a cicatrizacdo do enxerto
0sseo € processo sequencial que envolve inflamacdo, revascularizacao,
osteogénese, remodelacdo e incorporacdo ao esqueleto para formar uma
estrutura mecanicamente eficiente

Hall et al, em 1999 afirmam que ndao encontraram nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre o vidro bioativo e nenhum outro material de

reparo em defeitos infra-0sseos ao redor de implantes na mandibula de cées. E
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encontraram que o DFDBA (Demineralized Freeze-Dried Bone Allograft)
produziu melhor altura 6ssea do que o vidro bioativo.

Sousa, em 2000 relata que a compatibilidade biologica dos cimentos
obturadores que tém sido conduzido, utilizando diversos métodos distintos na
experimentacédo direta em dentes humanos e em animais. Todavia, em virtude
das dificuldades na conducdo de um estudo histolégico, bem como na
avaliacdo comparativa da resposta dos tecidos perirradiculares em animais e
humanos, fez-se necessario empregar uma metodologia padronizada na
conducéo e avaliacao dos testes secundarios “in vivo”, em animais de pequeno
porte, pois esses testes bioldégicos comparativos e padronizados assumiram
uma importancia fundamental na busca do material ideal.

Cooper et al, em 2000 concluiram gque um aumento na rugosidade da
superficie de implantes de titanio cp (comercialmente puro) melhora a
integracdo do osso devido a quantidade de osso formado na interface, com
aumento da osteoconducdo e da osteogénese. Superficies usinada foram
utilizados como controle.

Wheeler et al, em 2000 estudaram o tamanho critico de defeitos 6sseos
tratados com vidros bioativos e encontraram que todos os defeitos enxertados
apresentaram mais o0sso do que os defeitos controles que nao foram
preenchidos.

Griffon et al, em 2001 observaram que os defeitos 6sseos em ovelhas
preenchidos com misturas contendo de 50% a 100% de vidro bioativo contiam
menos 0sso e mais tecido fibroso do que nos defeitos preenchidos com
alloenxerto, autoenxerto ou alloenxerto combinado com 50% de biovidro.

Sul et al, em 2002a investigaram as propriedades da superficie oxidada
formada pelo aumento da voltagem até a quebra do dielétrico dos implantes
usinados de titanio comercialmente puro. Um total de 40 parafusos e 5 placas
foram divididos em 5 grupos com voltagens de 100V, 200V, 280V, 380V e
grupo controle. O ganho médio em espessura na camada de 6xido de titanio foi
de 200 a 1000nm. Concluiram que € possivel alterar, por anodizacdo a

espessura da camada de oOxido de titanio e sugerem que estudos futuros
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podem ser realizados para obter uma resposta biolégica em como o0 aumento
na espessura da camada de TiO, poderd influenciar a resposta biologica.

Sul et al, em 2002b avaliaram diferentes espessura da camada de oxido
de titanio sobre implantes Ticp (Titanio comercialmente puro) de 17 a 200 nm e
sobre implantes teste de 600 a 1000nm. Investiga¢cBes de rotina histoldgica da
reacdo tecidual ao redor dos implantes e testes enzimaticos de atividade de
fosfatase alcalina e acida demonstraram resultados semelhantes em ambos,
teste e controle. Entretanto, a osteocondutividade foi mais acentuada em volta
dos implantes testes, o que permitiu inferir que parametros como espessura da
camada de 6xido, distribuicdo e tamanho dos poros e a cristalinidade podem
representar fatores que indicariam resultados histomorfométricos mais fortes ao
tecido O6sseo quando a camada de Oxido de titanio foi maior que 600
nanometros.

Kasemo, em 2002, relata que a ciéncia das superficies bioldgicas é uma
ampla area interdisciplinar em que se investigam as propriedades e processos
nas interfaces e se produz as superficies biofuncionais. E que o desafio
cientifico € mapear as estruturas, a adesdo, a dindmica e a cinética das
biomoléculas na superficie, de forma similar ao que tem sido feito para as
moléculas simples nas Ultimas trés décadas. Afirma que as superficies
biofuncionais sdo chamadas de design avancado e sdo preparadas para serem
reconhecidas pelos sistemas bioldgicos e isso, requer uma re-combinacéo
quimica, fisica, topogréafica, entre outras, para que seja possivel interagir com
proteinas em escala nanomeétricas e com células em escala micrométrica.

Andersson et al, em 2003 informam que a superficie nanoestruturada e o
conhecimento de como as células in vivo interagem com o0 tamanho
nanometrico das estruturas e objetos os levaram a estudar o impacto da
nanotopografia na morfologia celular e na producao de citocinas. Seus achados
sugerem que sobre trés diferentes superficies de mesma composicao
quimica, TiO,, a morfologia das células epiteliais e a producdo de citocinas
apresentaram-se dependentes de sua nanotopografia.

McAuliffe, em 2003 estima que 500.000 procedimentos de enxerto 6sseo

sejam realizados nos Estados Unidos a cada ano e no mundo todo esse
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ndamero pode ultrapassar 1 milhdo de procedimentos. Informa ainda que os
enxertos 0sseos podem ser usados para fornecer suporte mecanico, preencher
vazios 0sseos apods traumas ou ressecclOes cirargicas ou melhorar a
cicatrizacdo 6ssea em muitas circunstancias clinicas e locais anatdmicos.

Shirtliff e Hench, em 2003, afirmam que devido as limitacbes dos
biomateriais, esta surgindo uma terceira geracdo de biomateriais que tem como
foco principal melhorar a capacidade de regeneracdo dos tecidos devido a
estimulacdo de genes que desencadeiam uma resposta biologica de reparo do
tecido doente ou danificado.

Sousa et al. (2004) realizaram um experimento para avaliar as
propriedades biologicas de trés materiais dentarios utilizados em cirurgia
apical. O estudo seguiu os critérios adotados pela FDI e ADA. Foram
realizados implantes intra-6sseos em 30 guinea pigs, sendo 10 cobaias para
cada material testado. Apos a cirurgia ser realizada e esperados os tempos de
observacdo de 4 e 12 semanas, os animais foram sacrificados, tiveram suas
mandibulas dissecadas e preparadas para analises histologicas. A lateral do
copo de teflon serviu como controle negativo. Apos as analises qualitativas da
intensidade de resposta inflamatéria classificaram-na em auséncia de
reacdo,ou reacdo suave, reacdo moderada e reacdo severa, segundo 0s
critérios mencionados para classificar o material como biocompativel para estar
em contato com os tecidos vivos.

Cancian et al, em 2004 encontraram reparacéo total de defeitos criados
em mandibulas de macacos em intimo contato com particulas remanescentes
de vidro bioativo em 180 dias.

Liu et al, em 2004 relatam a descoberta do titdnio, em 1790, na
Inglaterra pelo quimico William Gregor ao analisar uma amostra de areia da
regido do vale de Manaccan na Cornualha, e que possui ainda variedades
alotrépicas e € encontrado sob mais de uma forma, a temperatura ambiente.
Quimicamente, o titdnio € um elemento de transi¢cdo pertencente ao grupo 4B
da tabela periédica. Possui a camada de valéncia incompleta, o que confere a
sua alta reatividade. Devido a essa alta reatividade, quando exposto, o titanio

reage com o oxigénio formando espontaneamente um filme uniforme de 6xido
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sobre a sua superficie (passivacdo espontanea). Geralmente, o 6xido mais
estavel é o TiO,.

Karageorgiou e Kaplan, em 2005 descreveram que a porosidade e
o tamanho dos poros dos arcabolgcos (scaffolds) para crescimento de
tecido 6sseo, desempenham um papel fundamental na formacéo éssea
tanto in vitro quanto in vivo. E sugerem que exista um tamanho de poro
que possa ser seletivo na formacdo O0ssea. Acreditam que 100 pm seja
um diametro critico, devido ao diametro dos sistemas de harvers.

Giannoudis et al, em 2005 apresenta uma atualizacdo sobre os
enxertos O0sseos disponiveis para aplicagdes clinicas. Afirmam que o
autoenxerto ainda é considerado a melhor fonte para a substituicdo de
tecido 0Osseo, por apresentar caracteristicas como fatores de
crescimento, células osteogénicas e um arcabouco que promove a
conducdo da cicatrizacdo 6ssea, no entanto, limitacdes como 0 aumento
da morbidade, dificuldades de areas disponiveis continuam sendo 0s
seus maiores impedimentos, além disso, banco de ossos ainda possuem
riscos de transmissdo de doencas. Nesse sentido, faltam, ainda,
substitutos 0sseos sintéticos que promovam a proliferacdo e
diferenciacdo celular para uma efetiva osteogénese.

Moreira-Gonzalez et al, em 2005 concluiram que o uso de
granulos do biovidro (bioglass) para grandes reparos e defeitos
craniofaciais nao sdo aconselhaveis, baseando-se no estudo do tamanho
critico de reparo em defeitos na calvaria de coelhos.

Goto et al, em 2005 avaliaram um cimento 0sseo contendo
nanoparticulas de TiO, que foi preparado em trés proporcdes, utilizando o
Poli metil metacrilato (PMMA) , e suas propriedades mecanicas e
osteocondutividade foram avaliadas. Os cimentos foram inseridos em tibias de
ratos e avaliados ap6s 6 e 12 semana. As tibias foram removidas para

avaliacdo de osteocondutividade por microscopia eletronica de varredura

(MEV). Foi observado aposicéo 6ssea diretamente sobre o material.
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Sousa et al. (2006) realizaram um estudo para avaliar as propriedades
biolégicas de cimentos obturadores endodénticos seguindo o0s critérios
estabelecidos pela FDI para implantes intra-0sseos. Para o experimento, foram
utilizadas 30 cobaias de guinea pig divididas em trés grupos, sendo 10 animais
para cada um dos cimentos. O experimento foi observado por periodos de 4 a
12 dias, logo ap0s as cobaias foram sacrificadas e o processamento histolégico
realizado. O critério de avaliacdo adotado foi uma andlise qualitativa em que se
examinava a intensidade da resposta inflamatoria e a classificava em auséncia
de reacao ou reacao leve, reacdo moderada e reacao severa. O teste permitiu
classificar os materiais segundo sua biocompatibilidade.

Choi, em 2006 afirma que todos os implantes de titanio tém uma camada
oxidada. Em seu trabalho, preparou camadas de o6xidos de titanio com
diferentes espessuras, geralmente conseguido com tratamento térmico ou com
o implante colocado como um anodo em uma célula galvdnica com um
eletrdlito apropriado. ApOs a passagem de corrente através da galvanizacao, o
oxido de superficie vai crescer a partir do estado nativo de alguns nm de
espessura de 1 a 5 milimetro ou mais. Uma correlacdo positiva foi encontrada
entre 0 aumento da altura e incorporacdo do implante quando investigaram
Implantes oxidados em diferentes voltagens. A microscopia eletbnica de
varredura e interferometria Optica foram utilizados para caracterizar a
topografia. A rugosidade média (Ra) foi o Unico parametro avaliado. Implantes
oxidados com 500 volts tiveram uma Ra de 5,2 milimetros, com 550 volts
apresentaram uma Ra de 3,8 mm, e implantes com 400 volts tiveram uma Ra
de 0,8 mm e 300V teve um Ra de 1,7 mm. Eles concluiram que oxidados
através de corrente galvanica com uma voltagem de 500 e 550 volts aumenta
o torque de remocdo e o contato do 0sso ao implante, em comparagcdo com
300 e 400 volts.

Precheur, em 2007 discorreu sobre a fisiologia da substituicdo
Ossea e argumentou que a formacdo Ossea ocorre quando 0S
esteoblastos secretam moléculas de colageno e substancia fundamental.
As moléculas de colageno polimerizam e formam fibras colagenas e os

sais de célcio precipitam em volta da substancia fundamental e ao longo
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das fibras colagenas formando assim um material ostedide. Quando o0s
osteoblastos tornam-se presos no material ostedide e sdo chamados de
ostedcitos. Relatou a classificacdo da formacéo 6ssea no enxerto em trés
tipos de crescimento 0sseo: Osteogénese; osteoinducdo e
Osteoconducdo. A osteogénese € a formacdo de novo 0sso pelos
osteoblastos derivados do material do proprio enxerto. Osteoinducéo é a
capacidade de um material de induzir a formacdo de osteoblastos do
tecido circundante ao local de acolhimento do enxerto que resulta em
crescimento 0sseo. E a osteoconducédo é a capacidade de um material
suportar o crescimento do 0sso sobre uma superficie. E uma
caracteristica  adicional que muito embora, ndo seja diretamente
responsavel pela formacdo Ossea, mas que seria extremamente
desejavel aos enxertos seria a osseointegracdo, que é a capacidade de
se ligar quimicamente ao 0sso, como auxilio na incorporacédo do enxerto.
Conclui que existe uma enorme quantidade de produtos para serem
utilizados na substituicdo ou como enxertos e a compreensao de todo o
processo bioquimico ainda amadurece entre os pesquisadores, e que ha
uma grande esperanga no desenvolvimento de um material ideal para o
enxerto e substituicdo de 0sso autdgeno.

Le Gue'hennec et al, em 2007 concluiram que os tratamentos de
superficie de rugosidade faz aumentar a osseointegracdo. Muito embora o
papel exato da quimica e topografia nos eventos iniciais da ossointegracéo
ainda sejam mal compreendidos. E conhecido que ndo apenas a formag&o
0ssea pode ser estimulada por um aumento da rugosidade superficial, mas a
reabsorgcdo 6ssea também pode ser prevenida.

Kokubo et al, em 2007 afirmaram que os materiais bioativos utilizados
clinicamente sdo a base de silicato ou fosfato. Entretanto, recentemente, varios
tipos de materiais bioativos com diferentes propriedades mecanicas estéo
sendo desenvolvidos com base titanio. Um material bioativo com propriedades
mecéanicas semelhantes as de osso cortical humano foi obtido através da

dispersdo de nanoparticulas na fase anatase. Essas nanoparticulas foram
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misturadas com polimetilmetacrilato (PMMA) e foi obtido um material bioativo
com propriedades de auto organizacgao.

Mendes et al, em 2007 investigaram a influéncia de nanocristais de
fosfato de calcio na capacidade de ligacdo ao tecido 6sseo. Implantes com
duplo ataque acidos Ticp e TigA4V e implante sem tratamentos de superficie
foram inseridos em ratos. Os implantes de liga demonstraram maior for¢a de
tracdo do que o Ti cp, e os implantes revestidos com fosfato de caélcio
apresentaram maior forca de tracdo do que os implantes nao-revestidos. MEV
foi o Unico método para investigar as diferentes topografias de superficie.
Embora a quimica e topografia possam ter contribuido para o resultado,
nenhuma prova da ligagdo quimica foi encontrada . Os autores concluiram que
as estruturas nanométricas tiveram um efeito positivo sobre o0 0sso
neoformado.

Meirelles et al, em 2008 modificaram implantes cilindricos, com
deposicdo de particulas nanométricas de CaP e de TiO,. Para diferenciar a
influéncia da estrutura nanométrica e de sua influéncia quimica sobre a
interface osso/implante foi utilizado um modelo animal e constataram que
houve a formagcdo de um novo 0sso evidenciado tanto para implantes
modificados com particulas nanométricas de CaP quanto para particulas
nanomeétricas de TiO,.

Kang et al, em 2009 ressaltam que as modificacdes quimicas nas
superficies dos implantes tem sido uma estratégia para o desenvolvimento dos
implantes dentarios. Investigaram a morfologia e a composicdo quimica de
diferentes marcas de implantes e demonstraram que a diferenga nos processos
de fabricacdo altera as prorpiedades quimicas da superficie dos implantes. Em
suas analises foram detectadas incorporacdes de ions de fosforo e ions de
flior modificando a camada de TiO

Chiang et al, em 2009 mostraram que uma multicamada de Tio, pode ser
rapidamente produzida sobre a superficie do titanio, usando um tratamento de
anodizacao eletroquimica simples. E esta nanorede de camada de Oxido de
titAnio tem uma boa interacdo com proteinas em nanoescala favorecendo uma

diferenciacdo em direcéo a linhagem osteogénica in vitro e in vivo.
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Ann Wenneber e Thomas Albrektsson, em 2009 afirmam em uma
revisdo sistematica que existe um numero crescente de modificacbes na
superficie dos implantes. Eles sdo introduzidos apesar de uma maioria de
estudos comparar superficie usinada “lisa” com as novas superficies rugosas,
mas ndo é claro se, em geral, uma modificacdo da superficie torna uma
superficie melhor que outra. Para aumentar a confusdo, ndo € apenas a
topografia da superficie que € alterada mas também sua superficie quimica,
pois geralmente uma alteracdo na topografia resulta em uma mudanca na
estrutura quimica e vice-versa. Em uma revisao sistematica perceberam que
um grande numero de investigacdes experimentais demonstraram que a
resposta do osso € influenciada pela topografia da superficie devido a
rugosidade superficial média (Sa) do implante. Superficies lisas (Sa<0.5 mm) e
minimamente rugosas (0,5< Sa <1 mm) mostraram superficies 0sseas
inferiores as superficies mais rugosas. E contrariamente, superficies
moderadamente rugosa (Sa>1-2 mm) apresentaram uma resposta 0ssea, em
alguns estudos, mais intensa do que em superficie rugosa (Sa>2 mm).

Kokubo et al, em 2009 relatam que todos os materiais bioativos
desenvolvidos até 1990 foram baseados em fosfato de calcio. Posteriomente,
foi revelado que materiais que apresetam adesdo ao tecido 6sseo vivo, o faz
com formacdo de apatita, iduzida por varios grupos funcionais na superficie
desses materiais. Com base nesses resultados, materiais bioativos foram
preparados quimicamente, formando titanato de sédio na superfice do titanio
através de tratamentos com NaOH. O metal titanio, poroso, foi capaz de exibir
osteocondutividade e osteoindutividade.

Hanawa, em 2010 afirma que a biofuncionalizacdo de uma superficie é
um processo que muda a composicdo, estrutura e a morfologia do material. A
modificacdo na superficie da camada de 6xido de titdnio pode influenciar a
adsorcdo de proteinas e adesdo de células, plaguetas e bactérias. E essa
maior mobilizacdo de biomoléculas promove maior formagdo Ossea e
aderéncia aos tecidos.

Shimono et al, em 2010 fizeram uma revisdo sistematica sobre os

potenciais beneficios dos fatores de crescimento para 0 aumento 0sseo e
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posterior instalacdo de implantes dentarios. Diferentes niveis e qualidades de
evidéncias foram verificadas e avaliadas, revelando que os fatores de
crescimento rhBMP-2, rhPDGF e PRGF podem estimular o aumento 6sseo
local em diversas condi¢cdes, no entanto, o potencial de rhBMP-2 tem
encontrado maior suporte cientifico, embora o ndmero de investigacdes e o
baixo nimero de tratamentos relatados na literatura possibilita afirmar que a
generalizacdo desta abordagem ainda é limitada neste atual momento.

Makihira et al, em 2010 sugere que o0s ions Ti sdo em parte
responsaveis pela infiltracdo de mondcitos na cavidade oral, elevando a
sensibilidade de células epiteliais da gengiva para os microorganismos. Em
conjunto, estes dados indicam que os ions Ti podem estar envolvidos na
citotoxicidade e inflamacao nas interfaces de implantes dentarios e do tecido
gengival.

Ehrenfest et al, em 2010 informam que desde a apresentacdo do
conceito da osseointegracdo, as caracteristicas da interface entre 0 0sso e o
implante e de suas possiveis formas de melhora-las tem sido de grande
interesse cientifico. Entretanto, formas ndo padronizadas de analises sdo um
grande empecilho para que se possa ter uma andlise comparativa entre os
diversos trabalhos. Apresentam diversas técnicas de caracterizacdo de modo a
esclarecer e identificar as diversas superficies dos implantes e as
caracteristicas da osseointegracdo, desde a composicdo quimica quanto a
aspectos topogréaficos como rugosidade e porosidade, tanto em escala
micrométrica quanto em escala nanometrica.

Tapash et al, em 2011 comprovam que ions metélicos sao liberados a
partir do implante e tém sido detectados nos tecidos proximos aos implantes
de titdnio. A liberagdo constante desses elementos, mesmo em pequenas
quantidades, pode causar irritacdo local dos tecidos ao redor do implante.

Branemark, em 2011 ressalta que a osseointegracao deve ser definida
em varios pontos de vista e com relacdo as escalas do interesse cientifico. Do
ponto de vista do paciente, deve perceber uma unido fixa, estavel, sem dor,
inflamac&o ou afrouxamento, entre o implante endésseo e seu componente

protético. Do ponto de vista da biologia macroscopica e microscopica deve ser
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percebido como uma intima aposicédo 6ssea de osso neoformado e reformado
em congruéncia com as fixagOes, incluindo as irregularidades de sua
superficie, de tal forma que a analise por microscopia otica ndo evidencia a
interposicao de tecido conjuntivo fibroso e que propicie uma conexao estrutural,
funcional e direta, capaz de suportar cargas funcionais normais sem iniciar um
mecanismo de rejeicdo. Do ponto de vista biomecanico macroscopico nao deve
haver movimento relativo progressivo entre a fixagdo e 0 0sso vivo por toda a
vida do paciente. Também é necessario que as deformacgbes sejam da mesma
magnitude, comparativamente ao o0sso. Do ponto de vista biofisico
microscépico, implica que na microscopia Otica e eletrbnica, 0s componentes
identificaveis do tecido em uma fina zona ao redor da superficie da fixacédo
sejam identificados como componentes 6sseos e medulares normais. Isso
implica que o tecido mineralizado em contato com a superficie do implante
esteja na ordem nanométrica, de forma que nao exista material coladgeno de
forma significativa entre essa interface. Uma definicdo alternativa sobre a
osseointegracdo, ainda segundo Branemark é que seja uma conexao
estrutural e funcional, direta, entre 0 0sso vivo, organizado, e a superficie de
um implante submetido a carga, dependendo de sua capacidade de reparo e
remodelacdo. A osseointegracdo significa a incoporagcdo de um componente
nao biolégico no esqueleto humano, com capacidade de suportar carga
funcional ilimitada, internas e externas da estrutura e funcdo. A
osseointegracdo bem sucedida exige que o tecido 6sseo aceite a presenca da
ancoragem protética e se adapte a transferéncia de carga funcional, mas nao
reaja & presenca do componente n&o biologico, iniciando fendmenos de

rejeicdo, mesmo que a longo prazo.
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3. Proposicao

A presente pesquisa teve como obijetivo:

Avaliar a biocompatibilidade de nanocristais de dioxido de titanio, seguindo
parametros definidos pela FDI, ANSI/ADA verificando a resposta inflamatoria
provocada pelo intimo contato do nano material testado com o tecido 6sseo e
a nanotopografia da interface dos nanocristais de TiO, com 0sso neoformado

através da Microscopia de Forca Atdmica.
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4. Material e Métodos

4.1 Sintese de nanocristais de o6xido de titanio (TiOy)

O método Pechini tem se destacado com um processo alternativo e
eficiente para a obtencdo de nanopds de alta pureza e homogenidade quimica,
em que se pode controlar o tamanho das particulas além de nao precisar de
uma aparelhagem sofisticada e apresentar baixo custo

Os reagentes utilizados para a sintese de TiO, foram isopropoxido de
titanio 1V (Ti[OCH(CH3)2 ]4) 97% PA (Aldrich), acido citrico monohidratado
(C6H8O7.H20) 99,5% PA (Nuclear) e etileno glicol (C2H602) 99,5% PA
(Vetec).

Para a sintese do p6 de TiO,, inicialmente foi obtido o citrato de titanio
por meio da reacao de acido citrico com o isopropéxido de titdnio, com relacao
3:1 em mol. Posteriormente, o sistema foi aquecido a 70 °C, resultando em
uma solucdo limpida e estavel. Apés a sintese do citrato, foi adicionado o
etileno glicol para promover a polimerizacdo pela reacdo de poliesterificacédo
entre o citrato de titanio e o etileno glicol. A relagdo molar entre o acido citrico e
o etileno glicol foi fixada em 60:40%, em massa. Apos a polimerizacédo a 120 °C
formou-se uma resina limpida e bastante viscosa. A resina foi levada a mufla a
uma temperatura de 400 °C por 1 h onde ocorreu a formagdo do “puff’
(polimero pirolisado) e a liberacdo de parte da matéria organica. Apos esta
etapa, o material foi desaglomerado por moagem em almofariz de agata e
peneirado em malha 200 (74 ym). O material foi novamente calcinado a 500 °C
por 24 horas para completa eliminagcdo da matéria organica e oxidacao do

cation metalico, para a formacéo dos nanocristais de TiO;

4.2 Caracterizacdo do nanocristal de 6xido de titanio (TiOy)
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As caracterizagdes foram feitas por micro-Raman e Difracdo de Raios-X.
O espectro de micro-Raman foi obtido, utilizando como fonte de excitacdo a
linha 514,5 nm de um laser de argbnio. O difratogramas de raios-X (DRX) foi
registrado com um XRD-6000 SHIMADZU, usando radiacdo monocromatica
Cu-Ka1 (A = 1,54056 A), para confirmar a formagdo dos NCs de TiO, , bem
como a estrutura cristalina e tamanho médio. Todas as caracterizagdes foram
feitas a temperatura ambiente. A (Fig. 1) mostra 0 espectro micro-Raman de
nanocristais de TiO,. Observa-se neste espectro modos Raman ativos tipicos
somente de nanocristais de TiO; nas fases anatase e rutile, em que certifica a
nao existéncia de outros tipos de nanoestruturas. Os modos Raman ativos em
torno de 144, 197, 399, 513, 519 e 639 cm™ correspondem aos nanocristais de
TiO, de fase anatase. J4 os modos Raman ativos em torno de 448 e 608 cm™
correspondem aos nanocristais de TiO, de fase rutile. Diante destas
observacdes, confirmou-se a existéncia de nanocristais nas fases anatase e
rutile. Pode-se, também, afirmar que ndo existem outras nanoestruturas,
garantindo, desta forma, alto grau de pureza dos nanocristais de TiO,. O
espectro micro-Raman da (Fig. 1) foi obtido a temperatura ambiente, 27°C,

utilizando como fonte de excitagdo a linha 514,5 nm de um laser de argodnio.
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Figura 01- Espectros micro Raman de nanocristais de TiO;

A (fig. 02) mostra o Difratograma de Raio X - DRX de nanocristais -NCs
de TiO, empregados nesta pesquisa. Observa-se neste difratograma a
presenca somente de nanocristais de TiO; nas fases anatase e rutile. Os picos
de difracdo de Bragg em torno de 27.5, 36.1, 38.7, 41.3, 44.1, 53.9, 56.7 sdo
tipicos de cristais de 6xido de titanio, com estrutura tetragonal de fase rutile
(JCPDS: 1:21-1276). Ja os picos de difracdo em torno de 25.3, 37, 37.9, 38.6,
48.1, 54.5, 55.2 sdo tipicos de cristais de 6xido de titanio, com estrutura
tetragonal de fase anatase (JCPDS: 1:21-1272). Pode-se observar, também,
gue nao existe evidéncia de pico extra de difracdo de Bragg. Estes fatos dao
fortes evidéncias de que as nanoparticulas de TiO,, além de apresentar uma
estrutura tetragonal com duas fases. O tamanho médio dos NCs de TiO, foi
determinado pela formula de Scherre T = (KA/BcosB), onde K é o fator de forma,
A é o comprimento de onda de raios-X, B é a largura da meia altura da
intensidade maxima de um pico de difracdo de Bragg, dada em radianos, e 6 é
angulo de Bragg. Portanto, tomando como base o pico de difracdo de Bragg
(100) do difratrograma da (fig. 01) localizado em torno de 26=25,4°, o célculo
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do tamanho médio foi realizado considerando os gréos esféricos (K = 0.9),
calculando o valor de B a partir de um ajuste gaussiano, sendo 6=12,7°, e
utilizando A = 1,54056 A, obtém-se um diametro T em torno de 21 nm, para
esses NCs de TiO2. Nao foi detectado nos difratogramas nenhum tipo de
impureza, ou seja, observou-se apenas os padrbes de difracdo caracteristicos

do TiO, de estrutura tetragonal com duas fases.

Nanocristais de TiO,: 21 nm
300K
—~ TiO, NCs: anatase
3 S TiO, NCs: rutile
< T
o4 :
(@]
wl T — IJ\M T £1 'j\‘r JJM'
20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 (graus)

Figura 02- Difratograma de Raiox dos nanocristais de Tioz

4.3 Obtencao do composto de nanocristais de TiO;

O composto foi obtido pela manipulagédo dos nanocristais de TiO, com
soro estéril (solucéo fisiologica a 0,9% de cloreto de sodio, (Equipex - Brasil)
em uma placa de vidro e cuidadosamente inserido em um copo de teflon®
(Politetrafluoretileno; DuPont, HABIA, Knivsta, Sweden), com dimensao interna
de 1,3 mm de diametro com aproximadamente 0,9 mm® de volume interno,

evitando-se a entrada de ar e formacao de bolhas no material inserido.
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4.4 Teste de Biocompatibilidade

O teste de biocompatibilidade foi conduzido por meio da realizacdo de
implantes intra-0sseos em mandibula de coabias (guinea pigs), de acordo com
0os critérios estabelecidos pela Federacdo Dentéaria Internacional e a
Associacdo Dentaria Americana (Fig. 3). Para tanto, foram utilizados 10
animais pesando aproximadamente 800g, mantidos em gaiolas durante o
experimento, em ambiente de temperatura controlada (22 °C), com controle de
luz em ciclos de claro-escuro de 12 horas, recebendo racéo e agua ad libitum.
Trabalho previamente aprovado pelo CEUA (Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais) da Universidade Federal de Uberlandia - N° 101/10.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com 0,6 ml de
solucé@o anestésica contendo cloridrato de quetamina (100mg/ml) (Francotar®
-Brasil) e cloridrato de xilazina a 2% (0,5mg/ml) (Dorcipec® -Brasil), na
proporcao 2:1 respectivamente. Realizou-se a tricotomia e desinfeccdo da area
com iodopolividona a 10% (Riodeine®-Brasil), (Fig. 3A) e a injecao de
aproximadamente 0,3 ml de cloridrato de lidocaina a 2% com epinefrina (1:
100.000) (Lidocainal00® -Brasil) na mucosa sinfiséria, proxima a area dos
implantes, para evitar o desconforto local (Fig. 3B). O osso da sinfise
mandibular foi exposto cirurgicamente em condicfes de assepsia, fazendo-se
uma incisao reta, envolvendo pele, musculo e peridsteo, no plano mediano com
aproximadamente 10,0 mm de extensdo. Com 0 0SSO exposto, procedeu-se a
confeccdo de duas cavidades cilindricas com dimensdes padronizadas de 2,0
mm de diametro por 2,0 mm de profundidade, em angulo de 90° em relacéo a
superficie 0ssea, e de forma simétrica a rafe mandibular, sob irrigacdo de soro
fisiologico estéril. Copos de teflon® preenchidos com a pasta de TiO, foram
introduzidas nas cavidades ésseas de forma a deixar a abertura do copo em
contato direto com o tecido 6sseo. Cada animal recebeu dois implantes
localizados proximo a regido sinfisaria, um de cada lado desta (Figs. 3C e D).
As perfuracbes foram realizadas com brocas de haste longa, em peca reta,

cilindricas picotadas com 2,0 mm de didametro, com limitadores de profundidade
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(Fig. 3E), utilizadas em um motor cirargico elétrico em baixa rotacdo (2.000
rpm). Em seguida, o retalho mucoperiosteal foi reposicionado e suturado com

monofilamento estéril de nylon 5-0 (Shalon® -Brasil).

Fig. 3. Metodologia de implantes intra-0sseos, onde se observa: A- tricotomia e
desinfeccdo com alcool iodado, B- Instalacdo de campo cirtrgico fenestrado e
anestesia infiltrativa, C e D- Lojas dsseas e posicionamento dos implantes, E-
Brocas especiais e copos de teflon®
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4.5 Avaliacdo da respostainflamatéria

A avaliacao da resposta tecidual foi baseada na observagao qualitativa e
semiquantitativa de fendmenos celulares e teciduais relacionados ao processo
inflamatorio e reparos encontrados no tecido imediatamente situados na
interface com o material implantado e a distancia deste. Foram designados dois

avaliadores independentes para verificarem a intensidade de:

1) Neutrofilos;

2) Macrofagos;

3) Linfécitos;

4) Plasmacitos;

5) Células Gigantes de Corpo Estranho;
6) Material Disperso;

7) Cépsula;

8) Neoformacao Ossea;

9) Necrose tecidual,

10) Reabsorgéo Ossea.

Todos os elementos teciduais citados anteriormente foram avaliados por meio

de escores de intensidade caracterizados como:

(+) ausente ou suave;
(++) moderado;

(+++) intenso.

4.6 Procedimentos laboratoriais
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4.6.1 Preparo Histologico

As reacdes teciduais ao material implantado foram realizadas nos
periodos de 04 e 12 semanas poés-implantacdo do material. Para tanto, as
cobaias foram eutanasiadas com aprofundamento anestésico. As mandibulas
foram dissecadas e o0 0sso adjacente a area dos implantes foi seccionado em
blocos de 10,0 mm. Estes blocos foram imersos em soluc¢do formol tamponado
(10%) por um periodo néo inferior a 72 horas para sua fixacdo. Em seguida, o
material foi desmineralizado com a utilizacdo de solucao de &cido nitrico 5,0%.
Os fragmentos foram desidratados mergulhando os espécimes em solucédo de
alcool etilico, em concentracdes crescentes de 50%, 70%, 90% e absoluto.,
diafanizados e processados para inclusdo em parafina. Sec¢des histoldgicas
semi-seriadas com espessura de 5,0 um, em numero de 144, em 24 laminas,
foram obtidas com a utilizacdo de micrétomo (Lupe® modelo MRP 03 —Brasil)
desparafinada, processadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E) para

realizacdo da leitura qualitativa e semiquantitativa dos fenémenos teciduais.

4.6.2 Critérios histolégicos

As laminas foram coradas com eosina e hematoxilina em cortes,
escolhidos em intervalos regulares nas 24 laminas totalizando 144 cortes para
cada modelo animal. A interface na abertura do copo, entre o material que esta
sendo testado e 0 osso foi a area avaliada. Como controle, foram observadas
as interfaces laterais entre o copo de teflon e o 0sso contiguo, pois esta area
reflete o trauma causado pelo procedimento cirargico durante a insercdo deste
copo, sendo este material considerado inerte.

Foram anotadas as seguintes observacoes:

1- A presenca ou auséncia de necrose;

2- A frequiéncia e intensidade de células inflamatdrias agudas e cronicas —
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neutrofilos, linfécitos, macrofagos, mastocitos, plasmaocitos e células gigantes
de corpo estranho;

3- A possivel reabsorcéo do material e o preenchimento do copo por 0Sso;

4- Atividade osteolitica, osteoclastica ou osteoblastica;

5- Degeneracédo e desintegragdo de células inflamatorias;

6- Transporte do material a distancia em vasos e células;

7- AlteracBes em vasos e nervos.

As reacdes inflamatoérias foram classificadas em suave, moderada e severa.

-Reacdao inflamatoéria suave: A designacéo de inflamacéo suave foi dada
aos espécimes que mostraram poucas células inflamatérias, na maioria
linfocitos e plasmocitos e o tecido 0sseo com caracteristicas histologicas

identificaveis;

-Reacdao inflamatéria moderada: A designacéo de inflamacédo moderada
foi dada aos espécimes que mostraram acumulo focal de células inflamatérias,
mas sem tecido necroético. Entretanto, poderia haver desarranjo das
caracteristicas histoldgicas do tecido 6sseo;

-Reacdo inflamatdria severa: Esta designacao foi dada aos espécimes
que mostraram substituicdo do tecido Gsseo por tecido inflamatério. Foram,
também, avaliados a extenséo e o tipo necrotico, por exemplo, liguefacdo ou

coagulagéo.

4.6.3 Requisitos histologicos

O plano de corte histologico deve passar pela abertura do copo,
incluindo toda a interface entre o material e o 0sso. Os cortes histolégicos ndo
devem conter artefatos histologicos que prejudiqguem a avaliacéo.
Experimentos, testes ou controles que resultaram em cortes que nao

preencheram estes requisitos foram repostos.
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4.6.3.1 Critério de avaliacao

A severidade da resposta celular decidiu a aceitabilidade ou ndo dos
materiais. Esta foi alcancada através do registro dos achados, de acordo com o
critério FDI e ANSI/ADA a seguir:

a)- Reacdo inflamatéria suave:

Aos 30 dias apds a realizacdo do implante ha auséncia ou minima
inflamacé&o presente. O tecido 6sseo esta organizado, com inflamacgéo na area
de abertura do copo, comparavel com aquela ao longo das paredes externas
do copo. Auséncia de reabsorcdo 6ssea. Aos 90 dias a reacdo tecidual, na
abertura do copo, € comparavel aguela ao longo de sua periferia. O tecido esta
bem organizado com total regeneracdo Ossea, auséncia completa de

inflamacéao e, possivelmente presenca de algumas células de corpo estranho.

b)- Reacao inflamatéria moderada:

Aos 30 dias de implante, ha alguma inflamacéo na entrada do copo e
nenhuma ou minima, na sua periferia. O tecido adjacente ao material testado
tera mantido sua estrutura, contendo linfécitos, plasmadcitos, macréfagos e
ocasionalmente células gigantes de corpo estranho, mas sem acumulo de
neutréfilo. Reabsorcdo 0ssea suave podera estar presente. Aos 90 dias ha a
presenca de algumas células inflamatorias, linfécitos, macrofagos e
ocasionalmente células gigantes de corpo estranho na entrada do copo. O
tecido estd bem organizado, com total regeneracdo Ossea e linfécitos,
plasmaocitos e células gigantes de corpo estranho espalhadas, mas sem

reabsorcéo do 0sso.
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c)- Reacdo inflamatoria intensa:

Aos 30 dias ha uma reacédo inflamatéria distinta na abertura do copo,
quando comparada com sua periferia. O tecido esta pobremente organizado e
contém acumulo de neutrofilos. Reabsorgdo 6ssea poderd estar presente. Aos
90 dias ha uma reacao inflamatéria distinta na abertura do copo, com 0SSO
regenerado e tecido fibroso ao longo de sua periferia. O tecido, na abertura do
copo, esta organizado, mas contém acumulo de linfocitos, plasmécitos e

macréfagos (inflamacéo cronica). Reabsorcao 6ssea podera estar presente.

4.6.3.2 Interpretacao

A interpretacdo dos resultados foi realizada através da andlise dos dados
obtidos demonstrando a aceitacdo ou rejeicdo do material, baseando-se no
seguinte:
-Nenhuma ou suave reacao inflamatéria nos dois periodos: aceitavel.
-Reacdo moderada aos 30 dias, que diminui aos 90 dias: aceitavel.
-Nenhuma ou suave reacao inflamatéria aos 30 dias, que aumente no
periodo subsequente para moderada ou severa: ndo aceitavel.
-Reacdo moderada aos 30 e 90 dias: ndo aceitavel.

-Reacbes severas em qualquer periodo: ndo aceitavel.
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5. Resultados

5.1 Avaliacdo de biocompatibilidade dos nanocristais de TiO,

O numero de implantes intra-0ssseo e a avaliacdo da reacao tecidual
encontram-se expressos has Tabelas 1 e 2, considerando os dois periodos de

observacéo (30 e 90 Dias).

Material Periodo NUmero de
Experimental (Dias) implantes
30 10
TiO,
90 10
30 10
Controle
90 10

Tabela 1- Periodo Experimental e Numero de Implantes Intradsseos
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Critério Histologico Implantes NCs TiO, Controle

30 Dias / 90 Dias 30 Dias / 90 Dias
Neutrofilos + + + +
Macro6fagos + + + +
Linfécitos + + + +
Plasmacitos + + + +
Células Gigantes ++ + + +
Material Disperso ++ ++ + +
Capsula + + + +
Tecido Osseo Remodelado +++ +++ + +
Tecido Necrosado + + + +
Reabsorcéo + + + +
Reacdo Inflamatoria + + + +

+ Ausente/Suavet; ++ Moderado; +++ Intenso.

Tabela 2- Avaliacdo Reacéo Inflamatoria apds 30 e 90 dias

5.2 Controle Negativo — Zona de teflon® avaliado em 30 e 90 dias

Considera-se que a resposta biolégica provocada pela interface do copo
de teflon®, ndo adjacente ao material estudado, como uma reagéo inflamatoria
de baixa agressividade, sendo entéo, padronizada como controle negativo para
essa metodologia. Nessa interface, tecido Osseo-teflon®, observou-se uma
resposta inflamatéria do tipo granulomatosa inespecifica (tipo corpo estranho),
expressa pela presenca de uma delicada camada de células gigantes
multinucleadas, tipo corpo estranho e eventuais macréfagos mononucleares,
em toda a superficie externa do copo. Esta reacdo caracteriza-se como uma
evolugcéo dindmica do processo de reparo de 30 para 90 dias,mostrado na

tabela 2, evidenciado pelo tecido conjuntivo denso com moderado numero de
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fibroblastos, onde podemos observar ainda uma baixa densidade de vasos
sanguineos hiperémicos e discreto edema. O tecido 0sseo adjacente
apresentou-se com caracteristicas de normalidade, estavel , sem sinais de
reabsorcdo ou necrose, que segundo os critérios de observacdo FDI ANSI/ADA
é classificado como resposta inflamatéria ausente ou suave. Estes achados
foram observados em ambos os periodos de observacéo, sendo uma constante

para todos os animais avaliados.

5.3 Nanocristais de dioxido de titanio apés 30 dias

As classificacbes das respostas inflamatdrias observadas aos 30 dias
estdo apresentadas na Tabela 2, onde estas apresentaram, em sua totalidade,
como resposta inflamatéria ausente/suave.

A Figura 4 mostra a interface entre o material estudado e o tecido 6sseo
em diversos aumentos caracterizado pela presenca de uma faixa delicada de
tecido conjuntivo denso em dimensdes similares a faixa de tecido adjacente ao
teflon®. Neste periodo, como observado na figura (4A e B), o tecido foi
composto por discreta deposicdo de fibras, e maior riqueza de fibroblastos,
vasos sanguineos hiperémicos e edema . A resposta inflamatéria, quando
presente, foi unanimemente discreta. Todavia, foram observadas variacdes
qguanto a constituicdo celular. Em todos os espécimes pode-se perceber a
presenca de baixa reacdo inflamatéria crénica granulomatosa inespecifica (tipo
corpo estranho). Evidenciaram-se, areas condensadas de matriz osteogénica
(ostedide) ou osso neoformado, com caracteristicas organizacionais de 0sso
maduro, com evidentes inclusbes celulares. Nas figuras (4C e D ) observa-se,
tanto na matriz ostedéide como no osso neoformado, células inclusas que
apresentam caracteristico halo perinuclear claro, e presenca, em quantidades e
frequéncias variadas, de material particulado apresentando a coloracédo negra
na imagem histologica, dado a sua densidade o6ptica. Além disto, foi também
observado na figura (4C) presenca de material em espacos medulares,
distantes da interface tecidual com o implante, dispersos em seu interior, em

granulacdo variada, mas sem estar acompanhada de resposta inflamatéria
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aparente. Pode-se também perceber na figura (4B) elementos de conjuntivo
(fibroblastos, macréfagos mono e multinucleados e vasos sanguineos) no
interior do copo, a distancia do tecido 6ésseo, em densidade variavel, associado
a matriz hialina, tanto contornando o TiO, quanto em sua intimidade. Nestas
areas também foi notoéria a presenca de material ostedide, organizado e em
organizagdo, e areas com caracteristica de tecido 0sseo maduro, e em
processo de maturacdo. Digno de nota, que encontramos diferencas
histolégicas quando o material ostedide estd em contato com o TiO, ou
separado deste por delicada faixa de material fibrilar ou mesmo de células
gigantes multinucleadas entre a borda do copo de teflon® como evidenciado
na Figura (4E). A figura (4F) mostra a area circulada em (E) em maior
aumento, evidenciando ostedcitos aprisionados na matriz oestedide com
aspecto de normalidade onde também percebemos fragmentos do material em
seu interior e com crescimento 6sseo na intimidade do material, respeitando
suas irregularidades. Segundo os critérios de observacdo FDI ANSI/ADA, a
classificacdo da resposta inflamatdria € ausente ou suave. Este periodo de
observacédo se refere a todos os espécimes de todos os animais. Nao foi
encontrando resultados discrepantes, todavia, histologicamente semelhantes.
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Fig. 4. TiO, 04 semanas . (A) Visdo geral da area do implante (H&E
Magnificacdo original 40x). (B) Delicada camada de células gigantes
multinucleadas e eventuais macréfagos mononucleares entre 0 material teste e
o copo de teflon® (H&E Magnificacao original 100x). evidenciado com maiores
detalhes em (D). (C ) O circulo amarelo evidencia um infiltrado celular com
baixa variabilidade e discreto edema, com moderado nimero de fibroblastos e
tecido conjuntivo denso ndo modelado e evidencia de organizacdo ostedide
lamelar (H&E Magnificacao original 200x). (D) Nota-se os limites de contorno e
crescimento 0sseo, onde se evidencia o tecido ostedide em intimo contato com
0 material teste, e uma fina camada de células gigantes multinucleadas, tipo
corpo estranho em contato com a parte interna da parede lateral do copo de
teflon® (H&E Magnificacdo original 400x). (E) Presenca de tecido conjuntivo
com areas condensadas de matriz osteogénica ou 0sso neoformado,
apresentando morfologia organizacional em forma lamelar com inlusGes
celulares (Magnificagao original 400x). (F) Detalhe em maior aumento de E
(circulo amarelo), mostrando parte de material intimamente aderido a superficie
Ossea, apos destacamento deste pelo processamento histolégico. (H&E
Magnificagéao original 1000x).
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5.4 Nanocristais de dioxido de titanio apés doze semanas

As caracteristicas histologicamente identificadas sdo semelhantes as
descritas no periodo de observacdo de quatro semanas, Tabela 2, entretanto,
evidencia-se um processo progressivo de reparo do tecido conjuntivo ésseo
com uma clara dinamica de organizacao lamelar mais definida, como mostra a
(fig 5). Pode-se evidenciar na interface do implante, a presenca de uma faixa
de tecido conjuntivo, de espessura variada, apresentando caracteristicas de
tecido conjuntivo, ndo modelado, com deposi¢cdo maior de fibras que se deu
focalmente, ou em toda a extensdo da interface. Nestas areas, houve uma
reducdo aparente de fibroblastos. Ainda permaneceu, todavia, um numero
discreto e moderado de vasos hiperémicos e edema. Foi possivel identificar
uma predominancia de reagéo inflamatoria cronica granulomatosa inespecifica
(tipo corpo estranho) com a presenca de macréfagos mono e multinucleares .
Estas células, em geral, dispunham-se linearmente ao longo do material. Em
algumas éareas, contudo, o tecido conjuntivo também contornou e invadiu o
interior do copo de teflon®, observado em (Fig 5A). Neste periodo, foi possivel
reconhecer a deposicdo de tecido 0Osseo neoformado, com células
osteoblasticas e ostedcitos presentes no interior da matriz 6ssea com aspecto
de maturacdo progressiva, com as mesmas caracteristicas ja observadas em
quatro semanas, mas mais objetivamente definida na figura (5C). Um achado
frequente foi a incorporagdo do TiO, na matriz 6ssea, primariamente na area
celular, figura (5C e D). Em varios pontos, foi possivel observar claramente um
padrdo de neoformacdo 6ssea aposicional que invadia o interior do copo de
teflon®, a distancia do leito receptor com total remodelamento do tecido 6sseo,
que cresce e se desenvolve na intimidade do material, com uma aposicéo
direta de tecido 6sseo, sem a interposi¢céo de tecido conjuntivo fibroso entre o
material e 0 0sso neoformado vistos nas figuras (5A e B). Nestas éareas, a
neoformacéo Ossea respeitou as irregularidades superficiais, se amoldando a
elas, contornado-as intimamente. Este tecido neoformado, ndo apresentou

evidéncias de células clasticas ou necrose, evidenciado pelas figuras (5C e D).
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A classificacdo da resposta inflamatéria também se caracteriza por ser ausente

ou suave, histologicamente semelhantes em todos espécimes avaliados.

A Fig. 5. mostra um plano histolégico de um mesmo espécime apos 12
semanas em diversos aumentos em microscopia 6tica (MO). Em A observa-se
uma visdo geral do implante inserido no tecido 6sseo (H&E Magnificacdo
original 40x). Em B nota-se a fragmentacdo do material com invaséo de tecido
conjuntivo e com baixa variabilidade de células inflamatérias (H&E
Magnificacdo original 100x). Em C percebe-se o material sendo incorporado
pelo tecido 6sseo, com presenca caracteristica de ostedcitos em seu interior e
crescimento 6sseo na intimidade do material, respeitando suas irregularidades
microscoépicas (H&E Magnificacdo original 200x). Em D evidencia a deposicdo
aposicional de osso neoformado na intimidade do material implantado, sem
apresentar uma superficie de separacao visivel entre eles e sem sinais de
rejeicao.
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5.5 Caracterizacdo da interface entre 0os nanocristais e 0 0SSO
neoformado por meio de microscopia de forgca atbmica

As imagens de AFM foram registradas em temperatura ambiente, 27°C,
utilizando o modo contato de um Atomic Force Microscope SHIMADZU SPM-
9600 (Scanning Probe Microscope).

A figura (6A) mostra a imagem de AFM correspondente a uma area de
(4 x 4) um sobre uma lamina histologica apés 12 semanas posicionada na
interface dos nanocristais de TiO, (esquerda) com o0 0sso neoformado
(direita). Observa-se, na (Fig. 6A), o indicio do fenbmeno da osseointegracao
na interface entre as superficies dos nanocristais de TiO, com 0 0SSO
neoformado. A (Fig. 6B) mostra a nanotopografia correspondente a figura (6A),
evidenciando fortemente o fendbmeno da osseointegracdo, uma vez que nao
existiu uma descontinuidade nas linhas de perfil analisadas. E essa analise nos
sugere que ocorreu deposicao e crescimento de tecido 6sseo neoformado na
intimidade do material testado. Percebemos ainda que a maxima diferenca de
altura entre as duas superficies € 570 nm, correspondendo ao grau de
empacotamento e organizacao dos nanocristais de TiO, sendo maior do que
do tecido 6sseo neoformado. As figuras (6C e D) mostram, respectivamente,
imagens de AFM em 2-D e 3-D em uma area de (40 x 40) nm da regido a
esquerda da interface como mostra a figura (6A), onde observamos a
existéncia de nanocristais de TiO, e a confirmagdo referente ao tamanho
médio de 21 nm que foi determinado anteriormente no difratograma de Raios-
X.

Diante dessas observacbes e com base nas imagens de AFM,
principalmente em sua interface , além das observagbes nas imagens de
microscopia oOptica (MO), podemos afirmar que temos uma forte evidéncia do
fenbmeno da osseintegracdo entre as superficies dos nanocristais de TiO,

com a superficie do osso neoformado.
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Fig. 6. (A) Imagem de AFM 3-D sobre a interface dos nanocristais de TiO, com
0 0sso neoformado. (B) nanotopografia correspondente a imagem de AFM em
(A). (C) e (D) imagens de AFM 2-D e 3-D das superficies de nanocristais de

TiOs.
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6. Discussao

A necessidade de um material para a substituicdo dos tecidos 6sseos €
tdo grande quanto a necessidade de substituicdo de um elemento dentario.

Em nosso estudo propusemos a sintese de nanocristais de diéxido de
titAnio e sua avaliacdo pelo teste de biocompatibilidade, que mostrou ser
biocompativel nos dois periodos de avaliacdo e mais, que a presenca do 6xido
de titdnio favoreceu o crescimento 6sseo para o interior do copo de teflon®,
demonstrando uma alta seletividade celular e uma forte evidéncia de
osteogénese e ainda, uma carateristica até entdo ndo presenciada nos
materiais aloplasticos que € a osseointegragdo, caracterizada tanto ao nivel da
microscopia Otica quanto ao nivel da microscopia de for¢ca atbmica. Nossos
resultados conflitam com alguns conceitos sobre sua passividade, entenda-se
material bioinerte, mas ao contrario, nossas evidéncias apontam fortemente
para uma intensa atividade fisicoquimica e celular entre os nanocristais de
oxido de titanio e o tecido 6sseo neoformado.

Historicamente, sabemos que diversos pesquisadores se atentaram para
0 tema, apds os primeiros resultados obtidos por Dressman, em 1892, quando
se fez uso de conhecido gesso paris na tentativa de substituir tecido 6sseo
perdido em casos de infec¢cédo, mas que posteriormente foi desaconselhado por
Nikilin et al, em 1956, que experimentalmente constatou que quando se
deixava a ferida cirargica cicatrizar com o material de enxerto ou somente com
o0 coagulo sanguineo os resultados eram semelhantes. Logo, ndo traria
nenhum beneficio a adicdo de gesso paris, sulfato de calcio hidratado, nas
deficiéncias 0sseas.

Durante séculos, estudiosos do tema da cicatrizacdo éssea, segundo
Urist et al, em 1953, conheciam 0s processos de osteogénese por aposicao
O0ssea ou por substituicdo, mas o fato de misteriosamente 0 0sso crescer de
forma direcionada e orientada sempre os intrigavam. Foi quando entdo surgiu
uma teoria com base experimental que evidenciava fortemente que o tecido

0sseo poderia ser induzido a crescer por alguns fatores internos, induzindo as

-B3 -



células osteoblasticas a secretarem matriz 6ssea. E atualmente tem se
discutido ainda as influéncias dos fatores de crescimento 6sseo como forma
alternativa que induziria o tecido 0sseo a se reparar favoravelmente, mas
apesar da rhBMP-2 (recombinant human Bone Morphogenic Protein-2) os
melhores resultados experimentais, entre os fatores de crescimento,
generalizagbes sobre o tema nao sdo recomendadas, segundo Shimono et al
2010.

A importancia dos substitutos ésseo no mundo de deve ao enorme
namero de procedimentos cirargicos que sao realizados. Cerca de um milhao
de procedimentos de enxertos 6sseos sdao realizados em todo o mundo,
segundo McAuliffe, em 2003, mas segundo Giannoudis et al, em 2005, o
enxerto 6sseo autdégeno continua sendo o padréo ouro dos enxertos, devido as
baixas taxas de insucesso, por rejeicdo, mas sao cirurgias, que as vezes muito
invasivas e com uma limitada quantidade de material e sitios cirargicos
disponiveis, além de aumentar a morbidade do paciente e custos operatoérios.
Alternativas, como bancos de ésseos ainda encontram resisténcia devido a
possibilidade de transmissdo de doencas. E substitutos 6sseos aloplasticos,
sintéticos, surgem como uma alternativa mais desejavel, muito embora varios
materiais disponiveis atualmente ainda encontrem posicdes divergentes, entre
0s pesquisadores, quanto a sua indicacao.

Hall et al, em 1999, utilizando vidro bioativo, em defeitos infra-0sseos em
mandibulas de caes, ndo encontrou diferenca ao redor dos implantes, quando
da sua utilizacdo. Wheeler et al, em 2000, trabalhando com coelhos, encontrou
mais tecido 6sseo neoformado em defeitos dsseos preenchidos com vidro
bioativo do que nos sitios de controle. Griffon et al, em 2001, trabalhando com
ovelhas, conclui que o vidro bioativo teve o pior desempenho que enxerto
autdgeno ou alégeno. Cancian et al, em 2004, observou a reparacao total dos
defeitos Osseos preenchidos com vidro bioativo em macacos. Moreira-
Gonzalez et al, em 2005 em estudo do tamanho critico de defeitos 6sseos em
calvaria de coelhos preenchidos com vidro bioativo, ndo aconselha o seu uso.
Essa diversidade de opinido, em parte se deve a falta de padronizacdo do

modelo experimental. Esses pesquisadores trabalharam com cées, ovelhas,
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macacos e coelhos, sendo que os que trabalharam com coelhos, um utilizou a
calvéaria, o outro o fémur, o que reflete claramente uma mudanca nos padrdes
experimentais com respostas divergentes e sem a possibilidade de qualquer
comparacao entre 0s seus resultados.

Para que se evitasse a inutilizacdo de um trabalho cientifico, quando da
utilizacdo de um modelo animal, Spangberg, em 1969, propds que os testes
biolégicos secundarios, in vivo, pudessem ser padronizados em um Unico
modelo animal, para que fossem minimizadas as variantes ndo delineadas nos
estudos, e que principalmente, os testes servissem de comparacdo, qualquer
que fosse o periodo de avaliacdo ou o material testado. Langeland et al, em
1980 elaborou as recomendac¢des da Federacdao Dentaria Internacional em que
propés um protocolo a ser cumprido pelo pesquisador, baseado nos trabalhos
de Spangberg, em 1969, e publicou o Technical Report n° 9, passando ent&do
a ser as normativas internacionais para testes secundarios em modelo animal.
E em 1982 a Associacdo Dentaria Americana e o Instituto Nacional do Padrdo
Americano ADA/ANSI publicou o Document n° 41, confirmando a padronizagdo
dos testes e a metodologia aprovada pela FDI.

Sousa, em 2000, relata a dificuldade de se conduzir um experimento de
compatibilidade biologica em modelo animal, fazendo-se entdo necessario que
se empreguem metodologias padronizadas para que se torne possivel o
modelo experimental de comparacéao, pois na busca de um material ideal, é de
fundamental importadncia seguir critérios padronizados, e aceitos
internacionalmente, haja vista que Sousa et al, em 2004 e 2006 publicaram
testes de biocompatibilidade, com metodologia padronizada segundo FDI
ANSI/ADA o que possibilita empregar o modelo de comparagdo entre 0s
resultados obtidos e em novos trabalhos.

Entretanto, a falta de padronizacdo nos trabalhos cientificos ndo é um
privilégio exclusivo dos estudos de biocompatibilidade, outrossim, tem sido
evidente nos trabalhos que avaliam os critérios de sucesso na implantodontia.
Ann Wenneber et al, em 2009 publicaram uma revisdo sistematica sobre os
efeitos da topografia da superficie dos implantes de titanio na osseointegracao

e que entre outras conclusdes, uma em especial mereceu bastante atencao,
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que devido a falta de padronizacdo nas caracterizacbes das superficies, em
que parametros como rugosidade média (Ra) e rugosidade superficial média
(Sa) ndo puderam ser equacionadas, pois em alguns trabalhos uma superficie
era classifica como rugosa e em outros como lisa, além de uso inadequado de
técnica de caracterizacdo, como somente a microscopia eletrbnica de
varredura, sem parametros de perfilometria para classificar em liso ou rugoso,
mas a partir desse consenso, foram padronizadas critérios de rugosidade para
gue haja a possibilidade de comparacéo entre os trabalhos cientificos, o que foi
fortemente evidenciado no trabalho de Ehresnfest et al, em 2010, que sugerem
como devem ser futuros trabalhos com o intuito de melhorar as publicactes e
aumentar significativamente o conhecimento cinetifico, para isso formas
padronizadas de analises e técnicas de caracterizacbes tornaram-se
imprescindiveis na identificacdo das superficies, composicdo quimica,
porosidade tanto em escala micrométrica quanto em escala nanométrica.

Sobre os critérios de sucesso da implantodontia de Albrektsson et al, em
1981, dois deles merecerdo nossas consideracbes. Sendo eles, a
biocompatibilidade, e a superficie do implante. E indiscutivel o sucesso da
implantodontia moderna proposta por Per Ingvar Branemark como nas
publicacdes de Adell et al, em 1981 em que mostra que a escolha do metal
titnio, se deveu as suas propriedades mecéanicas compativeis com o tecido
0sseo, como demonstrado por Parr et al, em 1985 em que mostrou que O
maddulo de elasticidade do titanio é compativel com o médulo de elasticidade do
tecido 0sseo. Entretanto Adell et al, em 1981 fez algumas consideracdes a
composicdo do implante de titanio, que por ser revestido por uma cada de
oxido de titanio, sendo esse considerado um material ceramico, sups que ndo
ocorreria 0o contato do metal com o0 0sso, mas sim com a camada de oxido e
ainda observou uma potencial capacidade de adesao e ligacdo quimica entre a
superficie e o tecido 6sseo. O que também foi observado por Albrektsson et al,
em 1981; Branemark et al, em 1983; Albrektsson em 1983.

Sobre o oxido de titanio, Kasemo, em 1983, afirma que possivelmente
nao exista o contato direto entre o titdnio, metal, e os tecidos, mas sim entre 0s

tecidos e a camada de Oxido, anteriormente formada. E reforcando a
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importancia da superficie, Parsergian, em 1983, ressalta sua importancia
bioguimica no meio biolégico, uma vez promove adsor¢cdo de proteinas,
biomoléculas, e interacdes fisicoquimicas, como ligacdes de hidrogénio, ibnicas
e covalentes e interacdo de Van der Walls, reforcado ainda pelos trabalhos de
Thomas et al em 1985 que ressalta que a natureza do biomaterial e suas
condicdes iniciais de energia de superficie e morfologia determinariam a
resposta biolégica segundo Baier et al, em 1988; Gross, em 1988; Kasemo et
al, em 1988

De acordo com Zitter et al, em 1987; Fraker, em 1987; Kasemo et al, em
1988; o titanio é um biomaterial, que na natureza, devido sua alta reatividade
quimica, sempre se encontra recoberto por uma camada de Oxido e que o
produto de sua corrosdo sempre forma o6xido e nao ions, formando uma
camada protetora, passivada sobre a superficie do implante. E quando esse
implante € colocado em contato com o0 tecido 6sseo ocorre uma série de
reacdes bioquimicas e biofisicas em sua interface, o que sugere, segundo
Hench et al, em 1993, que a natureza da ligacdo do implante € quimica e nao
fisica, também suportado por Ollenick, em 1993. E Kasemo, em 1994 ressalta
que a instalacdo de um implante é um evento altamente pertubador para o
organismo, provocando uma série de reacdes bioquimicas que irdo alterar o
meio em que se encontra o implante, permitindo que as rea¢cfes acontecam em
sua superficie, com adsorcdo de proteinas, biomoléculas, dissolu¢do idnica,
entre outros, mudando de forma sucessiva e permanentemente o processo de
cicatrizagdo com interferéncias em escalas micrométricas e nanométricas. Tao
intensa e permanente € a interacdo com a superficie do implante que ao
contrario do que de previa, a camada de Oxido de titdnio ndo tdo estavel, a
ponto de ndo sofrer o processo de corrosao, fato esse observado no trabalho
de Weingart et al, em 1994 em que sugere que particulas finas de TiO, sejam
transportadas por fagoécitos para linfonodos regionais, mas sem sinais de
inflamacg&o ou contrario do trabalho de Makira et al, em 2010 que mostra que
ions titanio liberados constantemente pelo implante eleva a sensibilidade das
células epiteliais da gengiva, sendo citotdéxico e causando inflamacéao no tecido

gengival, e esclarece que o 6xido é tolerado pelo organismo, mas o ion de
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titanio, liberado em uma condi¢cdo de auséncia de oxigéncio ou baixa tensao,
ou causado por trincas e rachaduras na superficie do implante metélico de
titAnio pode ser nocivo a longo prazo, também comprovado por Tapash et al,
em 2011 que mostra que ions metalicos de Ti causam irritacdo local e
periimplantite.

A preocupacdo em alterar a superficie dos implantes ainda tem sido uma
constante entre os pesquisadores. E essa preocupacdo os tem tentado
aumentar a camada de Oxido de titanio sobre os implantes de titanio,
demonstrando que seria possivel com a quebra do dielétrico dos implantes
de titanio, e formar uma camada maior de 6xido sobre a superficie e que
resulta no aumento da quantidade de tecido 6sseo em volta dos implantes.
Tem se percebido que as alteracbes quimicas, com incorporacdo de ions,
nanoparticulas de fosfato de calcio e anodizacdo tem aumentado a resposta
0ssea e a seguranca de se oferecer um tratamento que néo ira causar o mal ao
paciente (Sul et al, em 2002a,b; Choi em 2006;Meireles et al em 2008; Kang et
al em 2009; chiang et al, em 2009; Kobubo et al em 2009)

Vemos que a nanotecnologia tem contribuido fortemente para o
desenvolvimento de novos materiais, com novas propriedades, e essa nova
classe de materiais tem interferido em genes, proteinas, moléculas e células
em escala nanométrica até a escala micrométrica, considerada como a terceira
geracdo de materiais,tem se mostrado um campo fértii para novas
investigacdes, uma vez que podemos interagir com a constru¢do de materiais
biofuncionais que terdo uma funcdo especifica, mas que em alguns casos
apenas a mudanca do tamanho da particula, do tamanho de um poro de um
arcabouco, scaffolds, ou da topografia da superficie de micro para nano, tem
mostrado alteracdes em padrOes e respostas celulares ( Kasemo, em 2002;
Andersson et al, em 2003; Shirtliff et al 2003; Karageorgiou et al 2005; Goto et
al, 2005).

Nosso objetivo com esse trabalho foi demonstrar que o principio da
osseointegracdo, que é interacdo entre o Oxido de titanio e o tecido ésseo,
pode ser transportado aos materiais de enxerto 6sseo, pois nossa premissa €

utilizar apenas o0s nanocristais de dioxido de titdnio na terapia 6sseo
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reconstrutiva e uso concomitante com os implantes dentarios. Uma vez que
tenhamos o seu mesmo constituinte, o dioxido de titanio, tanto como material
de preenchimento quanto na superficie dos implantes, deslumbramos
interacbes de natureza quimica que unir-se-do0 em um bloco Unico e
integrado, implante e enxerto, possibilitando com que novas terapias, 0sseos
regenerativas e reabilitadoras possam ser oferecidas aos pacientes. Nossas
idéias encontram consonancia com os trabalhos de Precheur em 2007, que
deslumbra que no desenvolvimento de novos materiais para enxerto 0sseo a

osseointegracdo seja uma qualidade desejavel para um material ideal.
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7. Concluséao

Nos limites da metodologia empregada, concluimos que do ponto de
vista biolégico ndo foi observado potencial de agressividade, quando em
contato com o tecido O0sseo vital, e de acordo com nossos resultados, o0s
nanocristais de TiO, podem ser classificados como um Biomaterial.
Evidenciamos o fenbmeno da osseintegragcdo com nanocristais de Didxido de
Titanio, tanto ao nivel da Microscopia Otica (MO) quanto ao nivel da

Microscopia de Forca Atbmica (AFM).
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