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Resumo

AVALIACAO IN VITROE IN VIVO DE LIGAS POROSAS DE
Ti-13Nb-13Zr OBTIDAS POR METALURGIA DO PO

Tamiye Simone Goia
RESUMO

Estudos do titanio e suas ligas, como biomateriais, visam melhorar problemas
relacionados com a interface osso-implante que podem determinar a qualidade, o
tempo de reparagao déssea e, por conseguinte o sucesso clinico do implante. O
objetivo deste estudo foi avaliar, em ratos, a osteointegragcdo de implantes
macroporosos produzidos pelo método da metalurgia do p6 (MP), com adicao
controlada de gelatina. Foram utilizadas, como grupo controle, amostras de titanio
comercialmente puro (Ticp) e amostras da liga Ti-13Nb-13Zr obtida pelo processo
de MP, sinterizadas a 1150°C / 14 horas (10° mBar). Para a obtencdo das
amostras porosas, foi adicionado até 15% em peso de gelatina aos pés metalicos
(Ti, Nb e Zr), as amostras foram tratadas termicamente em forno a vacuo (102
mBar) a 300°C / 90 min e sinterizadas. Foi feita a caracterizagao fisica dos pos
metdlicos, da liga sinterizada e amostras porosas. A caracterizagdo biologica
iniciou-se pelo teste “in vitro” de citotoxicidade, de acordo com a norma ISO-
10993-5 (1993), que permitiu a utilizacdo dos implantes em teste “in vivo’. A
avaliacdao da osteointegracdao foi realizada em ratos Wistar, macho, em um
periodo de 28 dias. As analises morfologicas, microscopia éptica e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), avaliaram qualitativamente a osteointegracao.
Como conclusdo, a metodologia inédita do processo de MP modificado pela
adicdo de gelatina, propiciou com éxito a obtencdo de implantes metdlicos
porosos. A gelatina por ser um colageno, nao interferiu na caracteristica final de
nao-citotoxicidade dos implantes. O tamanho dos poros obtidos por esta técnica
permitiu a nutrigdo e manuten¢ao necessaria para a sobrevivéncia das células,
comprovando que o0s poros e canais formaram uma rede de alta
interconectividade comprovando assim o aspecto de osteointegracdao e

osteoconducéao da liga porosa.



Abstract

IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF POROUS
Ti-13Nb-13Zr ALLOYS OBTAINED BY POWDER METALLURGY

Tamiye Simone Goia

ABSTRACT

Studies of titanium and its alloys commonly used as biomaterials, aim to improve
bone-implant interface related problems which may determine the quality, the
bone repairing time and therefore the clinical success of the implant. The goal of
this study was to evaluate, in rats, osteointegration of macroporous implants
produced by powder metallurgy (PM) method, with controlled addition of gelatin.
Were used as control group, samples of commercially pure titanium (cpTi) and
samples of the Ti-13Nb-13Zr alloy obtained by the PM process, sintered at 1150°C
/ 14 hours (10 mBar). To obtaining the porous samples, at most 15% in weight of
gelatin was added to metallic powders (Ti, Nb and Zr), the samples were thermally
treated in vacuum oven (102 mBar) at 300°C / 90 min, and sintered. Physical
characterization of metallic powders, sintered alloy and porous samples were
made. The biological characterization began by in vitro cytotoxicity essay
according with norm 1SO-10993-5 (1993), which allowed uses the implants for in
vivo testing. The osteointegration evaluation was performed in Wistar rats, males,
for 28 days period. The morphological analyses, optical microscopy and scanning
electron microscopy (SEM), evaluated qualitatively the osteointegration.
Concluding, the unpublished new methodology of PM process modified by addition
of gelatin, propitiate with success the obtaining of porous metallic implants. The
gelatin as a collagen did not interfered in the final non-cytotoxic implant
characteristic. Porous size obtained by this technique allowed the nourishing and
necessary maintenance to cell survival, proving that the pores and channels
formed a high interconnectable network showing thus the osteointegration and
osteoconduction feature of the porous alloy.
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Introducéao

INTRODUCAO

A busca por saude e qualidade de vida s&o fatores que impulsionam o
desenvolvimento dos biomateriais. Os implantes metélicos sdao amplamente
utilizados na Medicina ortopédica como também na Odontologia com o principal
motivo de restabelecer funcdo. Os possiveis insucessos destas proteses podem
estar relacionados com diversas causas tais como o tipo de material escolhido, a
forma de confeccao, o design e a superficie do material, incluindo o procedimento
cirurgico para sua colocacdo e hospedeiro. Todos estes fatos mobilizam uma
pesquisa multidiciplinar com o propdésito de aumentar a taxa de sucesso dos

implantes, visando o bem-estar do paciente.



Introducéao

1.INTRODUCAO

O tecido 6sseo é o principal responsavel por fornecer ao organismo
estabilidade e sustentagado, sendo, desta maneira, o érgao receptor de todos os
sistemas de implantes ortopédicos e dentais, e um dos responsaveis pelo
sucesso de procedimentos de dispositivos implantados e protéticos. Além de ser
um tecido de sustentacdo altamente especializado, é capaz de modificar a sua
propria arquitetura para atender a fatores fisicos e hormonais. O processo de
remodelacdo 6ssea exige uma interacado entre as células presentes no tecido,

como osteoblastos e osteoclastos

. No processo de reparo, o peridésteo e o
enddsteo sdo responsaveis pela nutricdo e manutencdo do fornecimento de
osteoblastos, permitindo a regeneracao e cicatrizagao do tecido 6sseo % 3.

A pesquisa na area de biomateriais busca atender as necessidades de
dispositivos que irdo substituir ou reparar tecidos (6rgaos) perdidos e/ou
lesionados. No caso de um implante enddsseo, o material deve apresentar como
caracteristicas: biocompatibilidade, habilidade de suportar e transferir cargas,
cinética de superficie controlada, indutividade e condutividade na cicatrizacao,
homeostase de tecidos peri-implantares, devendo ser passivel de esterilizagdo e
ter longevidade “in situ” * > . Hoje, polimeros, metais e ceramicas sdo utilizados
na Implantodontia oferecendo variedade de propriedades mecénicas, fisicas e
quimicas, atendendo aos requisitos desejaveis para uma reabilitacdo duradoura ’.
Em geral, a andlise da biocompatibilidade de um material é realizada por meio de

dois tipos de ensaio: “in vitro” e “in vivo® ®

. Ambos apresentam limitagbes, sendo
que os experimentos “in vivo” se mostram mais proéximos da aplica¢ado clinica em
humanos, mesmo com as diferencas metabdlicas significativas entre as espécies
9, 10.

Clinicamente, o sucesso de um implante metdlico depende de varios
fatores. A topografia da superficie do implante € um desses fatores e esta
relacionado ao processo de reparacdo 6ssea ao redor do implante. Embora
implantes de superficie usinada tenham sido utilizados por muitos anos, estudos
demonstram que a modificacdo do padréo topografico tende a aumentar, ndo sé o
contato direto entre 0 0sso e o implante, mas também a resisténcia de unido da

11, 12,

interface 3 Dentre as modificagbes topogréficas existentes, o implante

poroso permite a ocorréncia do fendbmeno de invasdo tecidual no interior dos
2
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poros “Bone Ingrowth” '*. Os implantes porosos devem apresentar porosidade
interconectada, com espagos que permitam a manutencao vascular necessaria
para a mineralizacdo continua do tecido ésseo. Desta maneira, tanto os poros,
como os canais de interconexdo, devem apresentar tamanho suficiente que
permita a infiltragcdo das células responsaveis pela formacéo da matriz tecidual no
interior do material "> 161718,

InUmeros estudos vém sendo realizados com o objetivo de verificar
questdes relacionadas ao tamanho ideal de poros, grau de porosidade e a
influéncia destes no aumento da resisténcia de unido da interface osso-implante
poroso. Alguns autores concordam que Sao necessarios poros de
aproximadamente 100um, outros afirmam que poros com aproximadamente 30um
ndo impedem a ocorréncia do crescimento ésseo '°. A producdo de estruturas
porosas tem sido proposta por varios métodos, tais como: aditivos organicos,
liofilizagao, replicacdo de esponjas poliméricas, entre outros .

Uma das técnicas de processamento de materiais metalicos que permite a
obtencao de uma estrutura porosa € a metalurgia do pé (MP). Com esta técnica é
possivel utilizar material particulado de hidretos metalicos, processa-los com a
composicao desejada e realizar a sinterizagdo, em temperatura e tempo de
patamar adequado. A sinterizacdo promove a unido das particulas formando
agregados de alta resisténcia mecanica. E vantagem desta técnica a producéo de
pecas com formato e dimensdes préximos aos finais “Near-net shape”, evitando a

2 A manipulagdo de materiais na forma de particulada

etapa de usinagem
permite a adicdo de componentes para alcancar uma satisfatéria homogeneidade
e porosidade controlada. E o caso de materiais ceramicos que s&o acrescido de
gelatina para obter tais caracteristicas estruturais > 2.

O titdnio e suas ligas sdo os principais metais utilizados para implantes
devido as caracteristicas de alta resisténcia mecéanica, alta resisténcia a corrosao,
baixo peso e propriedades ndo magnéticas. O titdnio comercialmente puro (Ticp)
€ amplamente utilizado, porém suas caracteristicas de modulo de elasticidade
(~100GPa) em relagdo ao tecido 6sseo (10~30GPa) deixam a desejar * 2> 28,
Sua rigidez promove a concentracdo de tensdes no tecido désseo adjacente
aumentando o efeito de reabsorcao, e conseqientemente diminui o tempo de vida
do implante. As ligas titanio-aluminio-vanadio (Ti-Al-V) sdo vastamente utilizadas

em implantes ortopédicos, mas o acumulo dos elementos aluminio e vanadio no
3
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organismo podem causar desordens neurolégicas e irritacdo do sistema
respiratorio, respectivamente 2’.

Por estas razdes, outras ligas de titdnio vém sendo pesquisadas para
atender os quesitos de baixo moédulo de elasticidade, elevada resisténcia a
corrosdo e nenhum potencial toxico. Neste contexto, a liga de titanio-niobio-
zircoénio (Ti-13Nb-13Zr) apresenta valores de modulo elastico de ~80 GPa,
resisténcia mecéanica da ordem de 1.300 MPa, resisténcia a corrosao superior as
ligas Ti-Al-V e todos seus elementos biocompativeis. Estas caracteristicas
despertaram o interessa pela liga no meio biomédico e permitiram a

comercializagdo como material de implantes ortopédicos no inicio da década de
90 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34
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O conhecimento de diversas &reas correlatas ao estudo de biomateriais faz-se
necessario, a fim de relacionar e explicar as possiveis interferéncias de um
material sintético no sistema biologico. Neste capitulo, salienta-se a importancia
do conhecimento e elucidacao da interacdo dos implantes metalicos com o tecido
06sseo (responsavel pelo suporte de tais implantes), abordando aspectos
organicos, funcionais e fisioldgicos. Outros fatores que serao destacados para dar
maior embasamento tedrico a este trabalho, referem-se a forma de obtencéo de
ligas porosas, variacoes de processamento, bem como caracteristicas que

influenciam na melhoria da osteointegracao, tal qual a porosidade do implante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tecido de sustentacao altamente especializado, capaz
de modificar a sua propria arquitetura para atender a fatores fisicos e hormonais.
A manutencao deste tecido, como no processo de remodelagao 6ssea, exige uma
interacdo e o trabalho conjunto entre as células ésseas como: osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos . A nutricio e fornecimento de células
osteoprogenitoras sdo responsabilidades do peridsteo e endosteo, que em um
processo de reparo, permitem a formagdo do tecido ésseo imaturo. Por
proporcionar as caracteristicas de osteointegracéo, o 0osso é o 6rgao receptor de
todos os sistemas de implantes ortopédicos e dentais, mantendo a estabilidade e
sustentagdo do organismo. O conhecimento da sua estrutura e propriedades sao

extremamente importantes quando se pretende desenvolver um biomaterial *> .

2.1.1 Fungdes do tecido 6sseo

O esqueleto, do ponto de vista biomecanico, € um sistema constituido por
0sso0s individuais e por tecidos que permitem a ligacéo entre eles. O 0sso € um
tecido altamente complexo sendo caracterizado pelo seu alto conteldo de
minerais, que combinados com a matriz organica oferecem ao organismo as
principais funcbes de protecdo e sustentacdo. Outra fungdo importante do
esqueleto é o funcionamento como alavanca e apoio para os musculos,
aumentando a coordenagdo e a forca do movimento proporcionado pela
contragao do tecido muscular ™.

Para atender a funcao de suportar cargas, 0 0sso apresenta caracteristicas
biomecéanicas de rigidez e dureza. A matriz inorganica ou mineralizada é
responsavel por estas qualidades por conter principalmente ions fosfato e calcio,
formando cristais de hidroxiapatita (HA). Esta estrutura inorganica permite ao

esqueleto dar sustentacdo ao sistema musculoesquelético mantendo a forma do
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corpo; dar protecao aos 6rgaos internos vitais e medula éssea; e transmitir forgas
de contragdo muscular durante o movimento. Mecanicamente, 0s 0ss0s sao muito
resistentes as forcas de compressdo, mas sao frageis as forgcas de tensado e
deformagao " %.

A matriz orgéanica, compostas de fibras coldgenas, complementa as
caracteristicas de flexibilidade e elasticidade ao osso. Trata-se de um tecido
conjuntivo especializado, formado por ostedcitos, matriz extracelular de fibra
organica (90% colageno) e uma substancia fundamental. Essa substancia é
produzida pelos ostedcitos servindo de cimentagado para o colageno mineralizado;
na qual é formada por glicosaminoglicanos [GAG] que s&o polissacarideos
protéicos em forma de proteoglicanos. A agua representa 25% do total da
constituicdo éssea, dos quais 85% encontram-se na matriz organica das células e
hidratagcdo em torno dos cristais *’.

Do ponto de vista metabodlico, o 0sso € um reservatorio de calcio que
trabalha para manter a hematopoiese (formacdo de células sanglineas) e
homeostase do corpo. O calcio presente no organismo esta majoritariamente no
0sso representando 98% do total, sendo os 2% restante encontrados na
circulacdo sangiinea. O 0sso possui a caracteristica de ser auto-reparador, no
qual 40% do osso trabecular e 10% do osso cortical sdo reciclados anualmente.
Esta habilidade capacita o 0sso a se adaptar a sua massa, forma e propriedades
as mudancas mecanicas e metabdlicas %°. O osso funciona também como uma
linha de defesa, absorvendo toxinas e metais pesados minimizando seus efeitos
adversos nos outros tecidos do corpo “°.

Portanto, o esqueleto além de proteger os 6rgdos internos, facilita a agéo
muscular e 0 movimento corporal devido as propriedades mecanicas e estruturais.
O esqueleto esta entre as mais rigidas estruturas do corpo, é um dos tecidos mais
dindmicos e metabolicamente ativos, ricamente vascularizado e com enorme
capacidade de auto-reparacao por meio da "remodelacao 6ssea". Ele pode alterar
as suas propriedades e configuragdes em resposta as "exigéncias mecanicas", as
quais podem afetar sua morfologia conforme o aumento do uso ou desuso, de

acordo com a intensidade e freqiiéncia exigida (exemplo: astronautas e atletas) .
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2.1.2 Classificagdes do osso

A variacao de tamanho e forma dificulta a classificacdo dos ossos do corpo
humano. No geral eles podem ser divididos entre os grupos do esqueleto axial e
esqueleto apendicular. O esqueleto axial € composto por 80 ossos, englobando
cranio, coluna vertebral e costelas. O esqueleto é composto por 126 0ssos que
configuram os membros superiores e inferiores *’.

Pela variacao consideravel de tamanho e forma, quatro categorias gerais
classificam os 0ssos quanto ao formato*’:

e Ossos longos (ou tubulares) sdo formados por uma diafise constituindo o
corpo do 0sso (porcdo mais central), duas epifises (nas extremidades) e a
metafise ou disco epifisario (que representa a area de crescimento ativo).
Compdem a estrutura do esqueleto apendicular.

e Ossos curtos (ou cubdides) sao representados somente pelos ossos do
carpo e do tarso, por terem um formato proximo a de um cubo. Possuem
funcao de absorver impactos.

e Ossos planos (ou chatos) sdo achatados, como é o caso das escapulas,
costelas e alguns ossos do cranio. Possuem a fungdo de proteger os
orgaos internos e os tecidos moles, além de proporcionarem inser¢oes de
musculos e ligamentos.

e Ossos irregulares possuem formas diferentes e fungcdes especificas, como

€ o caso das vértebras.

Além da forma, os ossos podem ser classificados em relacao a porosidade,
como 0sso cortical e osso trabecular. O osso cortical também conhecido como
compacto, lamelar ou denso, apresenta uma alta densidade com apenas 10% de
porosidade, onde se encontram os ostedcitos, canaliculos e vasos sanguineos. O
0sso trabecular (esponjoso), tem densidade bem baixa com porosidade variando
entre 50 a 90%, propiciando valores de modulo de elasticidade e tensdo maxima
de compressdo 10 vezes menores que o 0sso cortical (Figura 1) 437 .

A distribuicdo da quantidade de osso cortical e trabecular em um tecido
0sseo variam conforme a fungcdo de cada um deles no sistema. Por exemplo, em

um osso longo a diafise é constituida principalmente por osso cortical, enquanto
8
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que a epifise e a metafise sdo compostas majoritariamente por 0sso esponjoso
com uma fina camada exterior de osso cortical '. Em uma pessoa adulta
aproximadamente 80% da massa do esqueleto é representada pelo osso cortical,
responsavel pelo suporte e protecdo do esqueleto. Os restantes 20% de massa

6ssea dizem respeito ao 0sso esponjoso 2.

0440
cortical

oss0
trabecular

Figura 1. Morfologia do osso cortical e do osso trabecular.

E importante ressaltar que os o0ssos corticais e trabeculares sao
anisotropicos, oferecendo diferentes graus de resisténcia e rigidez em resposta as

forcas aplicadas em diferentes diregdes .

2.1.3 Tipos de organizacao 6ssea

Os o0ssos corticais e trabeculares sado constituidos dos mesmos tipos
celulares e moléculas da matriz extracelular, secretados pelos osteoblastos. O
que os distinguem é a organizacao estrutural para atender os requisitos
fisioldgicos “°.

O tecido 6sseo esponjoso apresenta espagos medulares mais amplos,
sendo formado por varias trabéculas, que dao aspecto poroso ao tecido

9



Revisao Bibliografica

semelhante a um favo de mel. O tecido ésseo compacto praticamente nao
apresenta espagos medulares, existindo, no entanto, além dos canaliculos,
proveniente das lacunas preenchidas por ostedcitos, um conjunto de canais que
sao percorridos por nervos € vasos sanglineos: canais interostednicos e canais
das osteonas. Por ser uma estrutura inervada e irrigada, os 0ssos apresentam
grande sensibilidade e capacidade de regeneracdo. Pela diferenca entre os
esforcos que 0 0sso esta sujeito, a substituicdo metabdlica € oito vezes maior no

0SSO esponjoso que no compacto " 6.

Trajeto helicoidal
das fibras— |/
colagenas

Lamelas cirfunferenciais
i externas

circunferenciais
internas

Canal de :
Volkmann sanguineo

Periésteo

i

\
K
-

>

Endésteo /

Figura 2. Microestruturas do osso .

e

Canal de Havers

Os canais de Volkmann partem da superficie do osso (interna ou externa),
possuindo uma trajetoria perpendicular em relacdo ao eixo maior do osso. Esses
canais comunicam-se com o0s canais de Havers, que percorrem 0O 0SSO

longitudinalmente e que podem comunicar-se por projecoes laterais. Ao redor de
10
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cada canal de Havers, sdo observadas varias lamelas concéntricas de substancia
intercelular e de células ésseas, matriz mineralizada. Cada conjunto deste,
formado pelo canal central e por lamelas concéntricas é denominado sistema de
Havers, sistema haversiano ou osteona (Figura 2) ' “°.

A atividade de remodelagdo dssea varia conforme a idade e o status
reprodutivo. Quando crianca, a formacédo de 0sso novo no peridsteo é superior a
destruicdo éssea do enddsteo promovendo o aumento real no didmetro externo
do osso. No adolescente, existe 0 crescimento dsseo tanto no peridsteo quanto
no enddsteo, promovendo um aumento na massa 6ssea total. No adulto jovem, a
perda déssea endosteal comega a superar a deposicdo dssea indicando um
decréscimo na massa 0ssea, resultando no estreitamento do osso cortical e
expansdo da cavidade medular. Esse efeito esta relacionado com a idade e pode

ser intensificado com doencas, como a osteoporose “°.
2.1.4 Composicao do 0sso

A matriz 6ssea consiste em 65% de cristais de HA correspondendo a parte
inorganica, € 35% de material organico. Grande parte do material organico
corresponde ao colageno tipo I, ao lado de outras macromoléculas, como
proteoglicanos, proteinas envolvidas na mineralizacao (osteocalcinas), proteinas
ligantes de calcio (osteonectina, sialoproteina), proteinas de adesao celular
(osteopontina, fibronectina, etc.), citocinas, fatores de crescimento e enzimas,
além da agua. A matriz éssea que precede a mineralizacdo é chamada ostedide,
que consiste num conjunto de fibras coldgenas embebidas em substancia
fundamental (um gel e complexos de glicoproteinas/proteina). A substancia
fundamental também contém numerosos fatores organicos (citocinas, fatores de
crescimento) que ajudam a controlar a ativagcao celular, maturacdo da matriz e
mineralizagdo. Durante a mineralizagdo, pequenos cristais de HA séo
densamente acondicionados em uma série ordenada, de acordo com a orientagao
das fibras colagenas. Dependendo das condicbes ambientais, 0 osso se forma
como uma estrutura nitidamente ordenado, tanto em nivel molecular quanto

macroscopico *.
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A matriz inorganica contém grandes quantidades de cations e anions

2+ 3- 2-
principalmente o Ca , PO4 , CO3 ; € outros ions em pequenas quantidades,

2+ 2+ - -
como Mg , Fe , F e CI. Devido ao aporte celular, também estdo presentes

+ +
pequenas quantidades de Na e K, acido ascorbico, &cido citrico e

polissacarideos. Estes elementos desempenham fung¢des importantes, por

2+
exemplo, os ions Mg , estéo relacionados com o processo inicial da calcificagao,

2+
o metabolismo e a fisiologia do corpo humano; os ions Fe sao indispensaveis a

vida e contribuem para a prevencao da carie dentaria, assim como os ions F *.
. )
Os ions Na e Cl existem no sangue e nos fluidos fisiolégicos e estdo associados
2-
com a homeostasia; os ions CO3 existem inevitavelmente nos tecidos

calcificados regulando o pH dos fluidos fisiol6gicos na forma de tampao de
bicarbonato e estdo relacionados com a resisténcia a carie dental 2% *,

Os ions célcio e fosfato tém o papel principal na formagcédo de sais,
primeiramente fosfato tricalcio e HA — ambos presentes na fragdo mineral amorfa
— enquanto que a fragdo mineral cristalizada é praticamente constituida por HA 2%
45_

A estrutura cristalina da HA é formada por &tomos dos elementos quimicos
calcio, fésforo, oxigénio, e hidrogénio; distribuidos em um arranjo cristalino

hexagonal como mostra a Figura 3 *°.

- . ) &
0 =1L S el
Y "o %" 5
st 2 A%80 0
e a a AML
. ., *
Q@ %o

Figura 3. Rede cristalina da HA *: Ca10(PO4)6(OH)

o
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Devido a similaridade quimica da HA sintética com a fase mineral dos
tecidos 6sseos, e a sua biocompatibilidade, ela é largamente utilizada. No geral, a
HA é bioativa, por interagir com o organismo induzindo a proliferacao celular.
Pode ser classificada como osteocondutora, por favorecer o crescimento 6sseo
em locais que ela se encontra; e em alguns casos como osteoindutora, permitindo
o crescimento de tecido 6sseo em outros tecidos 2°.

A superficie da HA permite a interagcéo de liga¢des do tipo dipolo, fazendo
com que as moléculas de agua e, também, proteinas e colageno, sejam

adsorvidos na superficie, induzindo, assim, a regeneracao tecidual 2.

2.1.5 Células 6sseas

A nutricdo das células é um fator muito importante para a sobrevivéncia,
manutencdo e remodelacdo constante do tecido. Os o0ssos apresentam na
superficie externa e internamente, um tecido conjuntivo de revestimento
denominado periosteo e enddsteo respectivamente. Estas membranas sao
vascularizadas e fornecem ao tecido ésseo as células osteoprogenitoras,
importantes para o crescimento dos 0ssos e reparo de fraturas. Além disto, nas
regides articulares encontram-se as cartilagens fibrosas. Por ser uma estrutura
inervada e irrigada, 0os 0ssos apresentam grande sensibilidade e capacidade de
regeneragdo. No interior dos 0ssos, a medula 6ssea vermelha € constituida por
células e fibras reticulares, e é responsavel por formar células do sangue e
plaguetas (tecido reticular ou hematopoético). A medula amarela que aparece
com o0 passar dos anos, ndao tem a mesma fungcdo de producdo de células
sanguineas por ser constituida majoritariamente por tecido adiposo “°.

O mesénquima perivascular origina, entre outras ceélulas, a célula
osteoprogenitora, que se diferenciarda em pré-osteoblasto e, posteriormente em
osteoblasto. Os osteoblastos se localizam na superficie dos ossos, sintetizando,
organizando e transportando os diversos componentes da matriz éssea.
Inicialmente essa matriz ndo é mineralizada, chamada osteoide, que sofrera o
processo de mineralizacdo mediado pelo proprio osteoblasto, garantindo a dureza
e rigidez caracteristicas do osso. Quando o osteoblasto esta totalmente envolto
por esta matriz mineralizada, este passa a ser chamado de ostedcito. Algumas
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células derivadas de mondcitos sanguineos se diferenciam em osteoclastos e sdo

responsaveis pela reabsorcdo da matriz 6ssea *° (Figura 4).

Osteoclasto Mesénquima Matriz neoformada
(ostedide)

OsteoPlasto

Figura 4. Composicdo do tecido 6sseo .

Os ostedcitos estao localizados em cavidades ou lacunas dentro da matriz
0ssea e nao apresentam capacidade proliferativa, mas tém um papel fundamental
na manutencdo da integridade da matriz 6ssea. Destas lacunas, juncoes
estabelecidas entre os prolongamentos de células adjacentes, tornam a difusao
de nutrientes possivel gracas a comunicacdo entre os ostedcitos. Uma das
principais fungdes do ostedcito é usar a fase de mineralizagdo da matriz como
reservatorio de calcio e participar nos processos de formagédo, absorgéo,
reparacdo de microfraturas .

Os osteoblastos sdo as células formadoras de tecido 6sseo e, portanto,
responsaveis pela estruturacdo do esqueleto *° Sintetizam a parte organica da
matriz 6ssea, composta principalmente por colageno tipo |, glicoproteinas e
proteoglicanas. Também concentram fosfato de calcio, participando da
mineralizagdo da matriz. Durante a alta atividade sintética, os osteoblastos s&o
cubdides ou piramidais, apresentando um nudcleo grande, e destacam-se por
apresentar muita basofilia (afinidade por corantes basicos). Possuem sistema de

comunicagao intercelular semelhante ao existente entre os ostedcitos .
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Os osteoclastos desempenham importante funcao durante os processos de
formacdo, manutencdo e remodelacdo do tecido 6sseo. Sdo células moveis,
gigantes e multinucleadas (de 4 a 50 nucleos), extensamente ramificadas,
formadas a partir da fusdo de células progenitoras mononucleares da linhagem
dos mondcitos/macréfagos. Nos osteoclastos jovens, o citoplasma apresenta uma
leve basofilia que vai progressivamente diminuindo com o amadurecimento da
célula, até que o citoplasma finalmente se torna aciddfilo (com afinidade por
corantes acidos). Sao encontrados normalmente nas superficies 6sseas e através
da sua acdo enzimdtica, escavam a matriz déssea, formando depressdes
conhecidas como lacunas de Howship . Devido seu tamanho e a atividade
metabdlica, um Unico osteoclasto pode reabsorver a matriz 6ssea depositada por
100 osteoblastos, justificando seu numero reduzido, mesmo em d&reas com

intensa atividade de reabsorgao *°.

2.1.6 O processo de reparacao 6ssea

O ostedide (osso primério ou embrionario) normalmente é encontrado no
esqueleto dos fetos, nas placas de crescimento e nos focos de consolidacao de
fraturas. Esse tecido 6sseo primario € sintetizado rapidamente e resiste a forcas
oriundas de todas as direcdes. Durante o crescimento, o ostedide é substituido de
modo gradual pelo osso lamelar (osso secundario ou adulto), que é depositado
mais lentamente, sendo mais resistente do que o ostedide. No tecido 6sseo
adulto, as lamelas se organizam em quatro diferentes orientacées. Trés delas
estdo presentes apenas na regido cortical do osso, sdo: as lamelas
circunferénciais (internas e externas), concéntricas e intersticiais. O quarto tipo de
lamela é chamado lamela longitudinal, e esta presente no osso medular *°.

No processo de formagao de matriz éssea, o fluido tecidual apesar de estar
supersaturado de ions calcio e fosfato, ndo sofre processo de calcificacdo. A
presenga de macromoléculas impede que 0s minerais adquiram sua estrutura
cristalina. Na matriz 6ssea, entretanto, o osteoblasto secreta fatores que facilitam
a deposicao de grandes quantidades de minerais. Além disso, para que a matriz
seja mineralizada, é preciso que ocorra o aumento de ligacdes cruzadas entre as
fibras colagenas e a remocao enzimatica dos proteoglicanos, com a conseqliente
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liberacdo de calcio. Os ions calcio liberados irdo se ligar as fosfoproteinas
especificas do tecido 6sseo, que simultaneamente se ligam as moléculas de
colageno. O componente inorganico da matriz 6ssea acumula-se nao apenas
entre as fibrilas de colageno, mas, na verdade, 70 a 80% do mineral 6sseo sao

localizados dentro da prépria fibrila *°.

2.2 Biomateriais

A substituicdo anatémica de partes do corpo, perdida ou danificada, tem
relatos histéricos desde a antiguidade egipcia, cujas proteses de madeira foram
descobertas em mumias. A descricdo mais antiga de uma prétese foi feita em 484
a.C, no relato de Herd6doto que conta sobre a amputagado do pé de um soldado
persa aprisionado pelo inimigo, e mais tarde a substituicdo por um membro de
madeira. Proteses de ferro foram construidas para os soldados durante a Idade
Média com os mesmos artificios que faziam as armaduras. No séc. XIX as
préteses de madeira voltaram a ser utilizadas por serem muito mais leves que as
de metal, e algumas ja com movimento articulado .

As guerras tiveram grande influéncia no desenvolvimento desta area pelas
inUmeras incidéncias de membros amputados. O governo americano depois da
Guerra Civil Americana incentivou a pesquisa na area protética, ao mesmo tempo
que a descoberta de anestésicos (como o cloroférmio e o éter) permitiram a
realizacao de cirurgias mais demoradas, pela possibilidade de preparar melhor os
membros amputados para a colocagao das préteses 2.

No limiar do séc. XX foram realizados com sucesso implantes sintéticos na
assisténcia a vitimas de fraturas. Depois da Segunda Guerra Mundial, houve um
grande avango nos estudos da biomecéanica do movimento humano, melhorando
o desenho dos membros artificiais. Nos anos 60 e 70 desenvolveu-se a primeira
geracao de materiais para utilizag&o no interior do corpo humano. Procuravam-se
materiais inertes, que minimizassem a resposta negativa do corpo humano a
esses objetos estranhos. Em meados dos anos 80 surgiu a segunda geracao de
materiais, como os biovidros, ceramicos e compdsitos. Estes biomateriais foram

16



Revisao Bibliografica

utilizados em varias préteses ortopédicas e dentais. A recuperacao das funcoes

fisiolégicas dos 6rgdos internos é uma conquista recente na area médica .
2.2.1 Requisitos e aplicacdes dos biomateriais

O recente crescimento da populacao idosa no mundo aumenta a demanda
de biomateriais para confeccdo de protese, em particular os de uso na
substituicdo de tecidos duros danificados como: proteses de quadril e implantes
dentais %°. Os implantes biomédicos sdo usados para resolver defeitos que néo
podem ser corrigidos pelo processo de cicatrizacdo natural. O sucesso de um
implante requer materiais com caracteristicas especificas, de acordo com a
aplicacdo para o qual é concebido *’. A utilizacdo de materiais artificiais em
aplicagdes clinicas tem crescido muito nos ultimos anos, tornando-se cada vez
mais complexa e diversificada %°.

As propriedades e os requisitos sdo de fundamental importancia para a
escolha mais adequada de um biomaterial. A caracterizacdo quimica, fisica,
mecanica e bioldgica do material proporcionam o desenvolvimento e a viabilidade
do uso. Biomaterial é definido como o material que é concebido para estar em
contato com sistemas biol6gicos com o objetivo de diagnosticar, tratar, aumentar
ou substituir qualquer tecido, érgdo ou funcdo do corpo. Dentre os materiais
usados encontram-se: metais (ago inoxidavel, platina, ligas Co-Cr-Mo ou titanio e
suas ligas), ceramicas (alumina, zirconia, HA, fosfato tricalcico, biovidros e
vitroceramicas), polimeros sintéticos (poliuretanos e poliésteres) ou naturais
(proteinas) e compositos (resultado da combinagdo de alguns dos materiais
anteriores) 2% 8,

Por estarem em contato com fluidos bioldégicos e tecidos vivos, os
biomateriais devem apresentar certos requisitos fundamentais, como,
biocompatibilidade e biofuncionalidade. A biocompatibilidade representa as
caracteristicas de um biomaterial em n&o provocar reagOes alérgicas ou
inflamatorias exacerbadas, tdéxicas ou carcinogénicas; quando implantados ou em
contato com o tecido vivo. Um material biocompativel necessita desempenhar sua
funcdo em um periodo desejavel, caracterizando biofuncionalidade ** *°. Outros
requisitos relevantes estdo relacionados as propriedades mecanicas adequadas,

mecanismos de processamento, material passivel de esterilizacdo e custo
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acessivel. Assim, a selecao de um biomaterial deve ter inicio com a identificacao
das propriedades requeridas para a aplicagdo em questao *°.

Além das propriedades anteriormente descritas, uma caracteristica
importante de um biomaterial, apds implantacao, é o tipo de resposta bioldgica
produzida pelo tecido hospedeiro na interface do material. Seguindo uma
classificacdo que se refere apenas a reacbes teciduais in vivo, existem trés
mecanismos que permitem classificar os biomateriais de acordo com o
comportamento fisiolégico °': biotoleraveis, bioinertes e bioativos.

Os materiais biotoleraveis sao tolerados pelo organismo, sendo isolados
dos tecidos adjacentes devido a formacao de uma cépsula de tecido fibroso. Os
materiais bioinertes provocam uma resposta bioldgica sutil sendo tolerados pelo
organismo, podem favorecer a formacdo de uma capsula fibrosa minima ou
praticamente inexistente °'.

Os materiais bioativos permitem ligagdes de natureza quimica entre o
material e o tecido, tendo como consequéncia o crescimento do tecido sobre o
material. O mecanismo de ligacdo, a sua forca e espessura da zona de ligacao
variam de acordo com cada material, podendo-se classificar a bioatividade de
acordo com a velocidade de desenvolvimento da ligacao interfacial. Em implantes
06sseos uma interface mineralizada assegura a ligacao entre o tecido vivo e o
material de implante, devido a inducao da superficie do material a formacao de
uma camada de apatita carbonatada biologicamente ativa, criando um ambiente
compativel com a osteogénese (crescimento 6ésseo). A bioatividade dos materiais
pode ainda ser dividida em osteoindutiva e osteocondutiva. A superficie de um
material osteoindutivo é colonizada por células osteogénicas. Enquanto um
material osteocondutivo apenas fornece uma superficie ao longo da qual o osso
migra °'.

Os materiais reabsorviveis ap6s certo periodo sofrem degradagédo pelo
organismo sendo substituidos por tecido adjacente. Os produtos de degradacao
devem ser metabolicamente aceitaveis e a velocidade de degradagao deve ser
semelhante a de reparacdo, pois 0 material necessita manter a resisténcia e
estabilidade durante o periodo de substituicdo por tecido. Tem-se especial
interesse nestes tipos de materiais para aplicagées clinicas, uma vez que evita
uma nova intervencao cirrgica %°.
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2.2.2 Efeitos fisiologicos dos biomateriais

A resposta inflamatdéria frente a um biomaterial € o primeiro passo para o
sucesso da integracdo do mesmo com o organismo. A inflamagdao pode ser
conceituada como um conjunto complexo de fenémenos celulares e vasculares
especificos a qualquer estimulo, com objetivo de recuperar a homeostase do
organismo como um todo °*. Tudo que possa agredir o organismo pode ser
considerado como eventual agente etiolégico da inflamacgéo. Dentre as causas
enddgenas sao citadas as reagdes derivadas de degeneragdes ou necroses
teciduais e as derivadas de alteragdes na resposta imunolégica. As causas
exogenas incluem desde a acado lesiva de alguns agentes fisicos, de agentes
quimicos inorganicos e organicos, assim como de agentes biolégicos infecciosos
10_

A cirurgia de implantagcdo de préteses representa um estimulo traumético,
induzindo uma resposta inflamatéria. Dependendo da natureza e caracteristicas
do biomaterial que compde a prétese, assim como a topografia e forma, sao
observadas diferentes intensidades e duracdo da resposta inflamatéria '°. O
tecido de granulacao e células gigantes do tipo "corpo estranho” poderao compor
a reagdo quando o organismo reconhecer o implante como um corpo estranho.
Por outro lado, se o implante for de material mais inerte e interagir
adequadamente com os tecidos conjuntivos de sustentacdo da interface, a
resposta inflamatdria podera ser minima, com a rapida reabsor¢gédo por apoptose
das células inflamatérias, geralmente sé gerando uma cépsula de tecido
conjuntivo fibroso de espessura viavel .

Os biomateriais apresentam reagdes biolégicas variadas e complexas com
o hospedeiro. Induzem respostas que podem formar uma interface com varios
tipos de tecidos e células para o desenvolvimento e manutencao da estabilidade
biomecanica. Pode proporcionar a ocorréncia de uma sequéncia de eventos que
envolvem a adesao, migracao e diferenciacao celular; desencadeando fendmenos
fisico-quimicos na superficie ao redor do implante ™.

A interacao células/biomateriais pode determinar a liberacao de

mediadores solUveis como proteinas, citocinas e a ativacdo de macréfagos e
linfécitos. No tecido 6sseo, esses mediadores atuam no processo de remodelagao
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do 0sso, destacando-se a interleucina 1 (IL-1), que estimula o desenvolvimento de
osteoclastos e promocao da proliferacdo e manutencao das células ésseas; a
linfotoxina e o fator de necrose tumoral (TNF) possuem fungdes semelhantes e

sinérgicas com a IL-1'°.

2.2.3 Avaliagdo da biocompatibilidade

A biocompatibilidade é uma propriedade fundamental dos biomateriais, pois
€ 0 que definira se o material desenvolvido podera ser utilizado em sistemas
biologicos (vivos) ou ndo. Sendo assim, fica evidente a necessidade de estudos in
vitro e in vivo que caracterizem o comportamento desses materiais antes da
utilizacdo dos mesmos em seres humanos. A escolha correta de modelos animais
sao imprescindiveis para coletar informacdes sobre as reacdes bioldgicas frente a
um implante. Devido a complexibilidade dos animais mamiferos e seus eventos
celulares a interpretacdo de resultados em nivel celular, se tornam dificultadas.
Desta forma, testes in vitro superam essas limitacdes e constituem um sistema
valido de andlise de resposta celular quanto a morfologia, dano, secrecao e
proliferacdo.

Em cultura celular frequentemente se utilizam diferentes células de tecidos
variados, cada qual para avaliar a compatibilidade e resposta biolégica quando
em contato com diferentes biomateriais. Estes estudos antes de avaliar qualquer
funcado celular elaborada, avaliam primeiramente a citotoxicidade nas células. As
células diferenciadas sdo avaliadas quanto a morfologia, adesao e viabilidade,
tanto por ensaios de contato direto como indireto, ou pela adicdo de extratos
(diluicdo do biomaterial) em meio de cultura. O estudo in vitro com células
diferenciadas é importante uma vez que estas sado representativas de tecidos que
circundam. Os danos sao observados e classificados conforme normas de
organizagfes internacionais, como American Society for Testing Materials
(ASTM), International Standards Organization (ISO) e United States
Pharmacopeia (USP) *°.
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2.2.4 Biomateriais metalicos

Os materiais metdlicos sao principalmente usados na confecgdo de
implantes devido a suas propriedades mecanicas, destacam-se boa resisténcia
mecanica e elevada tenacidade, facilidade de fabricagcéo e baixo custo. Elementos
metdlicos como Fe Cr, Co, Ni, Ti, Ta, Mo, sao utilizados na confeccao de
implantes por serem tolerados pelo corpo, sendo alguns até essenciais para
funcbes celulares ou metabdlicas. Entretanto, em quantidades elevadas,
aumentam-se as chances de ocorrer corrosdo metélica em ambiente fisiolégico
altamente agressivo. O potencial de corrosdo e os produtos de corrosdo sdo 0s
principais fatores que limitam o tipo de metal que pode ser empregado como
biomaterial. A corrosdo pode ainda levar a deterioracdo das propriedades
mecanicas do material, comprometendo o desempenho da fungdo ™.

Os biomateriais metalicos, como, 0s agos inoxidaveis, principalmente os
austeniticos do tipo 316L (ASTM F138), ligas Co-Cr-Mo (ASTM F75, F799), Co-
Ni-Cr-Mo (ASRM F562), titanio puro e Ti-6Al-4V (ASTM F67 e F136), sao os mais
usados em Ortopedia, principalmente na confeccao de préteses articuladas, ainda
como elementos estruturais na fixacao de fraturas nas osteossinteses e implantes
dentais '°. O titanio e as suas ligas sdo os que tém recebido maior atengéo devido

a sua vasta gama de aplicagdo, principalmente na Odontologia °* *.

2.2.5 Estrutura cristalina

Nos materiais metdlicos, os atomos se ligam em arranjos geométricos
distintos que se repetem através do material formando uma estrutura organizada,
chamada de estrutura cristalina. O tipo de estrutura cristalina de cada material
depende dos atomos presentes, do tipo de ligacdo atbmica, do tamanho dos
atomos (ou ions) e da carga elétrica dos ions .

As estruturas cristalinas mais comuns, presentes em dois tercos dos
metais, sdo a cubica de face centrada (CFC), a cubica de corpo centrado (CCC) e
a hexagonal compacta (HC). O fator de empacotamento é definido como a razao
entre o volume ocupado pelos atomos em uma célula e o volume da célula. As

estruturas CFC e HC apresentam o valor maximo para arranjos organizados de
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74%, e para a estrutura CCC o fator de empacotamento é de 68%. Os sistemas
CFC e HC, por serem mais densos apresentam maiores numeros de coordenagao
e nimeros de 4tomos por célula unitaria *°.

O titanio, por apresentar mais de uma estrutura cristalina € considerado
polimdrfico ou alotropico. A forma cristalina mais estével depende da temperatura
e pressao, em temperatura ambiente o titanio se apresenta como HC e acima de
885° C, a estrutura cristalina do titanio passa a ser CCC '°.

Tabela 1. Caracteristicas das estruturas cristalinas do titanio ™.

Estruturas HC (Ti-B) CCC (Ti-a)
Temperatura 25°C + 885°C
Parametro de rede x Raio atébmico 2r 4r/3
Atomos por células 4 2
Numero de coordenacao 12 8
Fator de empacotamento 0,74 0,68

Figura 5. Representagdo esquematica das estruturas cristalinas HC e CCC.

2.2.6 Titanio e suas ligas

O titanio e suas ligas sao particularmente adequados para o trabalho em
ambiente corrosivo ou para aplicagcbes em que seja fundamental o seu baixo
peso. Possui alta relagdo resisténcia-peso e propriedades ndo-magnéticas '°. O
titdnio puro é um metal branco, brilhante e de boa ductilidade; possui massa
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especifica de 4,45 g/cm?®, ponto de fusdo de 1668°C e sua ebulicdo ocorre a

3.260° C. Apesar de ser o0 quarto elemento mais abundante da crosta terrestre, o

custo de obtencao é relativamente elevado devido a complexibilidade do processo

de reducdo e purificacdo que envolve sua produgdo °> 7.

A maioria dos materiais ndo sdo de alta pureza, possuem diversos
elementos ou compostos formando ligas. A adicdo de elementos é intencional
para se obter as caracteristicas desejadas, ou por serem mais faceis de produzir
e nao terem suas propriedades alteradas. Comumente, a adicao de elementos de
liga é feita para se melhorar a resisténcia mecanica ou a resisténcia a corroséo.
Em uma liga, o elemento presente em maior quantidade é denominado solvente,
e 0s elementos em menores concentragdes denominados soluto. A adicdo do
soluto em um material pode resultar na formagédo de uma solugdo sélida ou na
formacao de uma nova fase, dependendo do tipo de atomo, da concentracao e da
temperatura '°.

Os elementos de liga sao adicionados ao titdnio puro, alterando a
temperatura de transformacédo de fase e a proporcionalidade entre elas. Os
elementos denominados a - estabilizadores (Al, C, O e N) promovem o0 aumento
da temperatura de transformacdo de fase a —f, e a adicdo de metais B -
estabilizadores (Mo, V, Ta, Nb, Zr, Cr, Mn, Fe, Si, Co, Ni e Cu) tendem a diminuir
a temperatura de transformacao ”’.

A quantidade e o tipo de elementos 3 — estabilizadores podem modificar as
curvas de transformacdo em equilibrio, alterando distribuicdo e morfologia das
fases, alterando o comportamento mecénico da liga e sua resposta a tratamentos
térmicos. A presenca de B — estabilizadores possibilita a liga apresentar uma faixa
de temperatura na qual coexistam as duas fases, a e B. Portanto existem trés
tipos estruturais de ligas de titanio ' 7’

e Ligas a: sua resisténcia mecanica varia de baixa a média, tem boa
tenacidade ao entalhe, boa ductilidade e possui excelentes propriedades
mecanicas em temperaturas criogénicas. As ligas alfa e prdéximas de alfa
oferecem 6étima resisténcia a fluéncia em altas temperaturas, assim como

resisténcia a oxidagao.
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e Ligas a + B: com niveis de resisténcia variando entre médio e alto, sao
adequadas para conformacao a quente, mas sua resisténcia a fluéncia em
altas temperaturas nao é tdo boa quanto a das ligas a.

e Ligas B, ou proximas de B: respondem bem a tratamento térmico e

possuem alta resisténcia a fluéncia a médias temperaturas.

A liga Ti-6Al-4V e o titanio puro sdo os mais utilizados para confecgao de
implantes, e apesar de muito empregados como biomateriais, estudos tém
mostrado certa toxicidade neuroldgica associada ao aluminio (mal de Alzheimer),
e vanadio presentes na liga Ti-6Al-4V. Ha formacédo de 6xidos de vanadio na
superficie da liga, que segundo algumas pesquisas, podem irritar o sistema
respiratorio, chegando até mesmo a comprometer o funcionamento dos pulmdes
10, 34, 56.

Atualmente tem-se estudado a substituicdo, na liga Ti-Al-V, de vanadio por
niobio, resultando na liga Ti-6Al-7Nb, esta liga foi aprovada em 1987 pela FDA
(Food and Drugs Admisnistration) para utilizagdo em implantes cirdrgicos, e
normatizada pela ASTM em 1992 (ASTM F1295). Outra tendéncia é o
desenvolvimento de ligas sem os elementos citotoxicos, como a liga Ti-13Nb-
13Zr, estudada neste trabalho. Além da vantagem de ser completamente
biocompativel, a liga Ti-13Nb-13Zr apresenta baixo moédulo de elasticidade
aliados a elevados valores de resisténcia mecanica e corrosao °” . Na Tabela 2
sao apresentadas ligas de titanio utilizadas como biomaterial e suas propriedades

mecanicas °.
Tabela 2. Propriedade do Ti e suas ligas '°.

Denominacéao Limite de Limite de Alonga  Moddulo de
resiténcia a escoamento mento  elasticidade
tracao (MPa) (MPa) (%) (GPa)

Ti puro grau 1 240 170 24 102,7

Ti puro grau 2 345 275 24 102,7

Ti puro grau 3 450 380 20 103,4
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Ti puro grau 4
Ti-6Al-4V
Ti-6Al-4V

Ti-6Al-7Nb
Ti-5Al-2,5Fe
Ti-5Al-3Mo-4Zr
Ti-15Sn-4Nb-2Ta-0,2Pb
Ti-5Zr-4Nb-2Ta-0,2Pb
Ti-13Nb-132Zr
Ti-12Mo-6Zr-2Fe
Ti-15Mo
Ti-16Nb-10Hf
Ti-15Mo-5Zr-3Al
Ti-15Mo-2,8Nb-0,2Si
Ti-35,3Nb-5,1Ta-7,1Zr
Ti-29Nb-4,6Zr

550
860-965
895-930

900-1050
102
925-1080
860-1109
715-919
973-1037
1060-1100
874
851
852-1100
979-999
596
911

485
795-875
825-869
880-950

895
820-930

790

1020
693-806
836-908

1000-1060
544-736
838-1060
945-987
547
864

18
15
10-15
6-10
8-15
15
15-17
10-21
18-28
10-16
18-22
10
22-25
16-18
19

13,2

104,1
101-110
110-144

114

112

110
89-103

94-99

79-84

74-85

78
81
80
83
55
80

2.2.7 Superficie do titanio

O desgaste do titanio e suas ligas pode ser solucionado por modificacdes

das caracteristicas da superficie *®. De acordo com as necessidades que se

aplicam, sao propostas varias técnicas de revestimento com o intuito de melhorar

a resisténcia ao desgaste do titanio e suas ligas, como: evaporagéo, “sputtering

reativo, deposicao reativa auxiliada por feixe de ions, deposicéo a laser pulsétil,

processo sol-gel, deposicdo quimica de vapor e oxidacdo térmica °. Entre estas,
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a oxidacao térmica se mostra promissora na producado de superficies duras em
titanio e suas ligas *°.

Acredita-se que as propriedades da superficie sdo responsaveis pelo
desempenho favoravel dos implantes de titanio, em particular a presenca de uma
pelicula quimicamente estavel, que protege o material da corrosdo. Os
tratamentos de superficie e os revestimentos sdo desenvolvidos com o objetivo de
promover uma rugosidade micrométrica, de modo a garantir a melhor
possibilidade de osteointegracdo, ancoragem e estabilidade .

A resisténcia ao desgaste, a resisténcia a corrosao e a biocompatibilidade do
titdnio e suas ligas podem ser melhoradas por oxidagao térmica da sua superficie
% A elevada afinidade entre o oxigénio e o titdnio promove, & temperatura
ambiente, a formacdo de uma camada superficial de 6xido, que € fina, muito
estavel, continua e aderente *°. O 6éxido de titanio é conhecido por ter varias
estequiometrias e 0s compostos comuns sao TiSO, TiZO, Ti302, TiO, Ti203, Ti3O5 e

TiOo %8,
2
Entre estes éxidos, o rutilo (TiOz), tem recebido especial atencédo por suas

propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e biomédicas, que o tornam adequado
para uma grande gama de aplicacdes *°. O rutilo € também conhecido pelas suas
propriedades Opticas e elétricas, como, elevado indice de refragdo, excelente
transmitancia Optica, elevada constante dielétrica e excelente desempenho

fotocatalitico °'.

Mais recentemente, descobriu-se que o rutilo além de boa
resisténcia ao desgaste, tem boa biocompatibilidade e boas propriedades
lubrificantes, fato que diminui o coeficiente de atrito entre as partes em contato.
Com tal potencialidade, ele tem sido explorado para melhorar as propriedades

tribolégicas do titanio e suas ligas por oxidagao térmica controlada 2.

2.2.8 Tipos de superficies de implantes

Um fator importante a ser considerado na maioria das aplicagbes dos
biomateriais é a forma como o material influencia, e € influenciado, pela resposta
resultante do seu contato com o sistema biolégico. H& uma escassez de

conhecimento que impossibilita a compreensdo das interacbes material-
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biossistema, principalmente as que ocorrem em nivel molecular. Varios cenarios
sao propostos para as reacdes que podem ocorrer quando a superficie de um
material é colocada em contato com o sistema biologico. Acredita-se que tudo
comeca com a adsorcao de moléculas de agua, ions (hidratados), e biomoléculas,
formando um “filme condicionante” na superficie do biomaterial. E com este
revestimento biomolecular hidratado que as células dos tecidos nativos interagem.
Com efeito, a estrutura e a composicao da camada de proteinas adsorvidas
determinam o tipo e a extensao das reacdes bioldgicas subseqlientes: a ativagao
da coagulacdo, a resposta imune e a osteointegracdo (Figura 6) %. Assim, as
propriedades da superficie de um material implantavel constituem uma condigédo

importante para a dinamica da interface %°.

Adsorcao

Material

Reac&o
tegidua

Integracado

Figura 6. Resposta bioldgica a superficie de um biomaterial.

Com base em argumentos e conhecimentos gerais das interagées molécula-

superficie, as propriedades de superficie relevantes devem incluir, quer
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propriedades quimicas, quer propriedades estruturais desde o nivel macroscopico
até o nivel atébmico. Este tipo de raciocinio acentua a importancia das
propriedades da superficie na resposta biolégica dos biomateriais. Devido a tal
concepgcao passou-se a atribuir uma particular atengcdo a preparagdo e
caracterizacdo da superficie dos biomateriais . Métodos para revestir materiais
metdlicos com ceramicas bioativas, como, fosfato de calcio (CaP), TCP (B-
Ca,(PO,),), CCP (B-Ca,P,O.) e HA, t&m sido propostos .,

2.3 Osteointegracao

A comprovagao clinica da eficiéncia do principio basico da osteointegracao
levou a consideragé&o do tratamento do edentulismo unitario, parcial e total em
todas as dareas da boca, e nesse sentido, houve a necessidade do
desenvolvimento de novas pesquisas cientificas, com o intuito de melhorar
metodologias de aumento ésseo, diversidade dos implantes, dos componentes
protéticos, estabelecimento de novos conceitos biomecanicos, e estudo das
enfermidades periimplantares. O resultado final permite tratar, com
individualidade, situagées clinicas anteriormente renegadas °*.

Clinicamente o conceito de osteointegracao € a estabilidade assintomatica
de um material aloplastico, conseguida e mantida no organismo sob carga
funcional por longos periodos de tempo. Histologicamente este modo de
ancoragem é traduzido, a microscopia de luz, como uma conexao direta estrutural
e funcional entre 0 0sso vivo organizado e a superficie que carrega a carga do

implante sem a intervencao de tecido mole ®* ¢,

2.3.1 Fixacéo de implantes

Os implantes dentais diferem significantemente dos dentes naturais por
sua interface com o osso alveolar e com as fibras do tecido conjuntivo. Uma vez
que os implantes ndo apresentam uma superficie como o cemento para a
insercao de fibras do ligamento periodontal e do tecido conjuntivo gengival, o
sucesso dos implantes depende do contato direto com o osso alveolar. O tecido

conjuntivo e a aderéncia epitelial sdo as principais barreiras contra invasao
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bacteriana. Clinicamente o sucesso do implante depende da saude da mucosa,
do suporte 6sseo, da auséncia de infeccao e sem desconforto/mobilidade durante
a fungao °°.

A cicatrizagdo da interface osso/implante em um implante estavel passa
pelos mesmos passos que a cicatrizacdo de uma fratura 6ssea direta, seguindo
uma sequéncia ordenada de eventos. Apds a estabilizacdo primaria, quando a
interface osso/implante apresentar espagco menor que 0,5mm, a cicatrizagdo
inicial comegca com a formacdo do coagulo entre 0 0sso e o implante, com
subsequente substituicAio do codgulo por vasos sanguineos e células
osteoprogenitoras. As células osteoprogenitoras se proliferam e diferenciam-se
em osteoblastos, promovendo a deposicdo de 0sso na superficie do implante °°.

Na instalacdo de implantes dentais, a porcentagem de osso cortical em
contato com os implantes aumenta durante o primeiro ano, devido a remodelacao
do osso associada a adaptacdo funcional. Quando ativada, a osteointegracao
segue um programa comum biologicamente determinado de cicatrizacédo, que é
subdividido em trés estagios: incorporagao de o0sso reticular, adaptacao de massa
O6ssea a carga (deposicao 6ssea de fibras lamelar e paralela) e adaptacao da
estrutura 6ssea a carga (remodelagao 6ssea) .

A taxa de sucesso de um implante depende da diferenca na qualidade do
0ss0 entre os arcos (maxila e mandibula) e da localizacdo no interior de cada
arcada. A taxa de sucesso acima de cinco anos é um pouco mais alta na
mandibula (94%) do que na maxila (90%), assim como as regides anteriores sdo

mais favoraveis que as regides posteriores .

2.3.2 Estruturas metalicas porosas

As aplicacbes do titanio, suas ligas e esponjas metalicas sado bastante
variadas, uma vez que sdo de grande interesse na area biomédica por
apresentarem propriedades metdlicas como forca, tenacidade e deformabilidade;
com as vantagens estruturais, como leveza, dureza e elevada area superficial,

nos materiais porosos.
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Existem alguns métodos de obtencdo de materiais metalicos porosos que
produzem uma estrutura celular fechada, como no caso do processo Gasar. Este
processo consiste no resfriamento do metal liquido sob atmosfera de hidrogénio,
produzindo no interior do metal gas, como uma fase separada. A mistura de um
hidreto metélico e metal fundido é um exemplo de adicdo de agentes formadores
de bolhas. Com a decomposicdo do hidreto até o ponto de fusdo do metal,
originando a formacao e liberacado de gas. A agitacdo mecanica consiste em um
processo simples de formacao de bolhas, que durante o resfriamento originam
uma estrutura porosa °.

A infiltracdo de gréanulos de material organico ou inorganico podem ser
retirados por queima ou lixiviagdo da estrutura metdlica, deixando os espagos
vazios ocupados pelos granulos. Um fator importante deste processo é a
formacdo de estrutura celular aberta. Outro processo que permite esta
caracteristica de porosidade aberta € pelo recobrimento por eletrodeposicéao de
um substrato de esponja polimérica com metal em pé mais ligante. O polimero é
removido por pirdlise e a sinterizacdo consolida a estrutura esponjosa. Esta
técnica propiciou a producdo de esponjas metalicas reticuladas com 88% de
porosidade para liga Ti-6Al-4V &',

A formacao de poros pode ser observada na técnica da metalurgia do pé
(MP) pelas variagbes de temperatura e tempo de patamar durante o processo de
sinterizagcdo. Dependendo da temperatura empregada, sdao formados poros

abertos ou fechados 2'.
2.3.3 Metalurgia do p6

Esta técnica produz artefatos metalicos ou ceramicos pela consolidagéo do
pd por pressdo e calor. Entre outras etapas na producéo do po, estdo envolvidas
as fases de obtencdo e moagem. A conformagédo do particulado sob pressao
facilita a obtencao de pegas préximas ao formato final desejado “near-net shape’.
A sinterizacao finaliza o processo de consolidacao pela aplicacdo de calor sob
temperaturas abaixo do ponto de fusédo, do elemento de maior concentragdo. As
caracteristicas finais do p6 sao fatores de aspecto relevante para a escolha do
método de obtengdo. Esses métodos variam entre fisicos e/ou quimicos como:
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reducdo de Oxidos, processo hidrometalurgico, decomposicao térmica de
carbonilas, hidrogenacdo metélica e atomizagdo " .

Apesar da etapa de compactagdo ser muito importante na técnica da
metalurgia do po, a sinterizagdo determina a microestrutura e propriedades do
material. No processo de sinterizagdo, a forga motriz consiste na redugado da area
e energia superficial das particulas pela formacdo do contorno de grao,
crescimento de pescocos entre as particulas e densificagdo. Como consequiéncia
da reducédo de energia livre do sistema, tem-se a diminuicdo de poros na peca e

aumento da densificagdo °.
2.3.4 Estruturas metalicas porosas para osteointegracao

O titdnio e suas ligas sdo os biomateriais metalicos mais utilizados para
aplicag6es em Ortopedia e Odontologia devido as suas excelentes propriedades

8 Contudo, existem problemas técnicos

mecanicas e interacao bioldgica
associados ao uso do titdnio como material de implante. A elevada rigidez quando
comparada com a do 0sso circundante, pode originar problemas de blindagem de
tensdes e subseqiiente luxacdo do implante ®°. Assim, a diferenca de médulo de
elasticidade entre o osso (10 - 30 GPa) e os biomateriais metdlicos macigos (entre
100 GPa, para o Ticp e 230 GPa, para as ligas Co-Cr) tem sido identificado como
a maior razdo para a perda do implante 2.

Para fazer frente a estes problemas tém-se desenvolvido materiais com uma
superficie porosa tridimensional osteocondutiva para a regeneracéo éssea ® °. A
vantagem da utilizagcdo de materiais com a estrutura anteriormente descrita é a
capacidade de permitir uma ancoragem biolégica para os tecidos circundantes
através do crescimento 6sseo no interior dos seus poros "°. Além disso, o valor do
mddulo elastico pode ser ajustado de modo a equiparar-se ao do 0sso trabecular,
prevenindo assim a reabsorgdo 6ssea na interface do implante °.

A obtencdo de materiais porosos € investigada ativamente desde 1943,
quando B. Sosnik '® tentou obter espuma metélica acrescentando mercurio ao
aluminio fundido. Em aplicacées biomédicas o conceito do uso de materiais
porosos foi investigado mais tarde, o trabalho de Weber e White de 1972 '8 foi um
dos primeiros a mencionar o uso de metais porosos para osteointegracao.
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Numerosas investigagbes em materiais porosos iniciaram-se na década de 1970
envolvendo materiais porosos ceramicos, poliméricos e metdlicos, que
mostraram, em estudos em animais, ser potenciais candidatos a implantes
porosos permitindo o crescimento 6sseo. Embora os materiais ceramicos
possuam excelente resisténcia a corrosdo, as estruturas ceramicas porosas nao
podem ser usadas em condicdes sujeitas a cargas, devido a sua fragilidade
intrinseca. Os sistemas poliméricos porosos enfrentam as mesmas dificuldades
em relacao aos esforcos mecanicos, isto levou os pesquisadores a se concentrem
em metais porosos, principalmente o titanio, devido sua superior resisténcia a
fratura e fadiga, propriedades requeridas para aplicagées sob carga '8 %% 7°,

A matriz porosa tem que ser desenhada satisfazendo determinados
requisitos, de modo a mimetizar a arquitetura do osso natural. A estrutura porosa
deve possuir elevada porosidade aberta e interligada, de modo a permitir espaco
suficiente para a migracdo celular, ancoragem e proliferagdo de novo tecido
6sseo, vascularizacdo e transporte dos fluidos corporais ®. Uma vez que a
vascularizagdo nao ocorre em poros de diametro inferior a 100 ym, o tamanho de
poro adequado a reorganizacao éssea e vascularizacao € reportado como 6timo

no intervalo de 100-500 pm 2% 70,
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OBJETIVOS

Os objetivos compreendem as metas propostas para este trabalho e serdo

descritos a seguir.



Obijetivos

3.OBJETIVOS

A primeira parte do trabalho tem como objetivo avaliar a adicdo de gelatina
durante o processamento de MP para formacdo de poros e canais
interconectados na liga Ti-13Nb-13Zr.

Em seguida, a caracterizacdo biolégica dos implantes porosos sera
avaliada pelos testes in vitro e in vivo, as caracteristicas de citotoxicidade e
osteointegracao dos implantes, respectivamente.

34



MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para o desenvolvimento deste estudo especifica as
técnicas e materiais para obtencao do Ticp e da liga Ti-13Nb-13Zr, com variagdes
de porosidade. A caracterizacao biol6gica dos materiais estudados é descrita

detalhadamente nos testes in vitro e in vivo.



Materiais e Métodos

4.MATERIAIS E METODOS

A liga Ti-13Nb-13Zr avaliada nesta pesquisa foi comparada ao Ticp que
possui propriedades e caracteristicas conhecidas, principalmente a
biocompatibilidade. Portanto, o Ticp foi utilizado como grupo controle na maioria
dos experimentos. O fluxograma a seguir representa resumidamente as etapas de

obtenc&o das amostras (Figura 7).

Obtencéo dos Hidretos

Titdnio TiH,
74% Till,
Miabio Hid-ogenagio peH MNbH Particuladc || Pesagem |—q32; phH
— 13% ZrH,
Fircdniu ZiH, ¢
Moagem

Obtengdo de Morosos

Selecén Cluebra Gelating |g| 11-13Mb-13Zr ¢
em peneira (M erm pildo 4 DECAYEM e +
agua (e TiH,

l

Composto
pd metslizo + gelatina

Processamento das
amostras

Prensagem Tratamento Remnogéo —
isostatica [ tarrrico ™ da gelatina | Siaterizagio

Figura 7. Fluxograma representativo das etapas para obtengao das amostras

estudadas.
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4.1 Obtengéao dos hidretos

O titdnio comercialmente puro (Ticp) foi cedido pela empresa Brats
Industria e Comércio Ltda ME, ja na forma particulada (200 mesh ou 75 um) e
hidrogenada, pronto para o processamento. Para a obtengcdo dos pos de nidbio
(Nb) e zirconio (Zr), os materiais em sua forma inicial (niébio em cavaco e zircénio
em esponja) foram submetidos separadamente ao processo de hidrogenacao.

Ap6s um banho ultra-sénico, para remover impurezas, os metais foram
secos em estufa e colocados em cadinho de ago inox, e em seguida em uma
retorta. O conjunto foi posicionado no forno, e feito vacuo até atingir a pressao de
102 mbar, em temperatura ambiente injeta-se gas hidrogénio (H,) até a pressido
de 800mbar, restabelecendo-se o vacuo em seguida. A temperatura do sistema é
elevada até 300°C, mantendo-se nesse patamar durante 5 minutos e sendo
resfriado até a temperatura ambiente.

Com o sistema livre de outros gases, injeta-se hidrogénio novamente em
quantidades controladas. A temperatura é entdo elevada até 600° C para o nidbio
e 500° C para o zirconio. Atingida a temperatura do patamar, as condi¢gbes do
processo foram mantidas por uma hora e o sistema foi resfriado até temperatura
ambiente, encerrando o processo de hidrogenacao dos materiais.

Os metais hidrogenados (NbH e ZrH,), apresentando caracteristicas de
fragilidade, foram quebrados manualmente em pildo revestido com ago inox e
selecionados em peneira de malha 20 (850 um) e malha 40 (400 um).

Os materiais passaram por processo de decapagem, para remocao dos
oxidos e impurezas presentes, em solugdo de 100 ml de agua destilada e 10 ml
de acido nitrico. Sucessivas lavagens com agua destilada foram feitas até que o
pH da agua estivesse neutro. Apos a secagem dos pdés em estufa, estes foram
pesados em balanga analitica na estequiometria da liga e colocados em moinho
com bolas de tungsténio para a etapa da moagem. O meio liquido utilizado no
processo foi ciclohexano (CeHi2). A moagem foi realizada em moinho de bolas
convencional, por 30 horas. Apés a moagem, o ciclohexano foi removido em
vacuo (2.10™ mbar), devido sua alta volatilidade.
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4.2 Caracterizacao do material particulado

A caracterizagao do pé da liga foi feita por: espectrometria de fluorescéncia
de Raios-X (FRX), microscopia eletrénica de varredura (MEV), distribuicao
granulométrica e difracdo de Raios X (DRX).

4.3 Obtencéao de porosos

Foram adicionados 15 % em peso de gelatina em p6 (CAAL®) ao titanio
comercialmente puro particulado, antes do processo de sinterizagdo. Ao p6 da
liga Ti-13Nb-13Zr foram adicionados 5, 10 e 15 % com a intengdo de obter
diferentes graus de porosidade. A gelatina foi dissolvida em agua fervente e o
metal adicionado a solugao, até apresentarem alta viscosidade. A pasta formada
foi acondicionada em papel-manteiga em estufa a 30°C, por 24 horas. Apos a
secagem, o papel foi removido e o material foi quebrado em pildo revestido de
aco inox e selecionado em peneira de malha 20.

4.4 Processamento das amostras

Os p6s em suas diferentes composicées foram submetidos a prensagem
isostatica a frio em molde de silicone cilindrico, com pressdo de 140 MPa. Antes
da sinterizagdo, as amostras foram tratadas termicamente em forno a vécuo (107
mBar) a 300°C por 90 minutos; para que ocorresse a decomposi¢cado da gelatina e
remogdo do carbono proveniente da mesma. As amostras, em cadinho de
alumina (Al,O3) e tubo de quartzo foram sinterizadas a 1150°C, por 14 horas, e
10®° mBar. A caracterizacdo foi feita por MEV e espectroscopia de energia

dispersiva (EDS). Foram analisados 6 grupos, apresentados na Tabela 3:
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Tabela 3. Grupos estudados.

Amostra Composicao Gelatina
Ticp Ticp Sem adicao
Ticp + 15% Ticp 15%
Liga Ti-13Nb-13Zr Sem adicéo
Liga + 5% Ti-13Nb-13Zr 5%
Liga + 10% Ti-13Nb-13Zr 10%
Liga + 15% Ti-13Nb-13Zr 15%

Apb6s a sinterizagdo, as amostras em formato cilindrico apresentavam
dimensdes aproximadas de 5mm de comprimento por 2 mm de didametro, como

mostra a Figura 8:

2 mm

5mm

Figura 8. Dimensdes da amostra.

4.5 Caracterizagdo das amostras sinterizadas

e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizagdo microestrutural foi feita utilizando microscopia eletrénica
de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e difracdo de
Raios-X (DRX). Para a andlise por MEV as amostras foram seccionadas
transversalmente em maquina de corte de precisao (Isomet). A analise do interior
das amostras teve por objetivo avaliar a homogeneidade microestrutural, a
formacéo das fases a e 3 da liga Ti-13Nb-13Zr e a porosidade.

A preparagdo das amostras seguiu o procedimento padrdo utilizada em
metalografia, que consiste em: embutimento, lixamento e polimento da amostra.

As amostras foram embutidas em baquelite e ap6s a remog¢ao dos excessos das

39



Materiais e Métodos

pecas com lixas, segue a fase de polimento da superficie metdlica com lixas de
acabamento de carbeto de silicio (400, 600, 800, 1000, 2500). O polimento final é
realizado em silica coloidal por 90 minutos, finalizando o processo com uma
superficie lisa e brilhante.

A analise do material é realizada em MEV, sendo as micrografias obtidas
utilizando-se elétrons secundarios e retroespalhados, e a técnica de EDS - MEV
proporciona uma analise semi-quantitativa dos elementos que compdem a

amostra nas regides observadas.

e Difracdo de Raios-X (DRX)

Complementando a identificagdo das fases a e B da liga Ti-13Nb-13Zr,
foram feitas analises de DRX com radiacdo Cuka (A=0,1542nm). Como a liga nao
apresenta registros na ficha JCPDS, foram comparadas as fases a e 3 do titanio
comercialmente puro (Ticp).

e Determinac&o da densidade e porosidade
Os valores médios de densidades geométrica e hidrostatica das amostras
sao representados em porcentagem em relagao a densidade teorica do Ticp (4,51
g/cm®) e da liga Ti-13Nb-132Zr (5,01 g/cm®), e obtidas pelas seguintes equagées:

Densidade geométrica Densidade hidrostatica
dg = ms dh = dLiguido X ms
volume (mu — mi)

Onde: mu = massa Umida; ms = massa seca; mi = massa imersa.

Foram calculados os valores de porosidade aparente das amostras
porosas seguindo as normas de ASTM C20-00, pela equacéo "'

Porosidade Aparente: Pap = (mu - ms)/(mu - mi) x 100

O meio liquido utilizado para o célculo de densidade hidrostatica foi o

querosene, que na temperatura de 25°C possui uma densidade de 0,76 g/cm®.

40



Materiais e Métodos

e Porosidade

A mensuracdo da area porosa foi realizada baseada nas imagens das
micrografias, e foi calculada em relacdo a area desejada em porcentagem. Foram
selecionadas imagens de 50x (500um) e 250x (100um) de uma amostra por grupo
para comparacao. O programa utilizado foi o ImagePro Plus 4.1, e 0 mesmo
procedimento foi seguido para todas as medidas.

Primeiramente foi selecionada a imagem (Figura 9A) e os poros foram
demarcados em cor vermelha para melhor visualizagdo (Figura 9B). Em seguida,
a imagem foi invertida para homogeneizar as diferentes tonalidades de cinza,
transformando objetos vermelhos em brancos (porosidade), e toda a escala de
cinza em preto (area densa), proporcionando delimitagdo, com clareza, da
porosidade (Figura 9C). Antes da fase de mensuragao, foi necessario estabelecer
uma éarea, excluindo a barra de escala para néo interferir no resultado final (Figura
9D). Para a mensuracdo da area porosa foi contabilizada toda a area escura
(preta) subtraindo-se o valor da area total selecionada. O calculo para a
porcentagem de porosidade foi obtida por meio da equacéo:

Porosidade (%) = (At—Ad) x 100

At

Onde: At = area total; Ad = area densa
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Figura 9. Mensuracao da area porosa pela utilizagdo do programa ImagePro Plus.

A —imagem capturada da superficie interna do implante; B — selecionada a
porosidade na cor vermelha; C — inversdo da imagem; D — selecéo da area total
mensurada; E — contabilizacdo apenas da area densa.

4.6 Ensaio “in vitro” — teste de citotoxicidade

Dois grupos de ensaios foram realizados para avaliar a citotoxicidade dos
materiais seguindo as normas da 1SO-10993-5 (1993), sendo que o primeiro
avaliou os pds hidrogenados, e 0 segundo, as amostras sinterizadas.

A esterilizagdo das amostras foi feita com uma dose de 25kGy de radiagéo
gamma (Co60, Gammacell modelo 220 do Instituto de Pesquisa Energéticas e

Nucleares), para a preparagao de extratos para o teste.
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Tabela 4. Amostras avaliadas nos ensaios de citotoxicidade.

Ensaio 12 (particulados) 22 (sinterizados)
Controle positivo | sol. Fenol 0,3% sol. Fenol 0,5%
Controle negativo Ticp Ticp

TiH, Ticp + 15%
NbH Liga
Amostras avaliadas ZrH, Liga + 5%
Ti-13Nb-13Zr Liga + 10%
Liga sinterizada Liga + 15%

4.6.1 Preparacao celular

Para o processo de preparacao celular, as células CHO-k1 (linhagem de
células de ovario de hamster chinés) foram mantidas em cultura com meio RPMI
1640 suplementado com antibidtico e antimicético (penicilina100 unidades/mL,
estreptomicina100 pg/mL e anfotericina 0,025 pg/mL), 2mM de glutamina e 10%
de soro fetal bovino em incubadora umida a 37° C e atmosfera de 5% de CO, até
atingirem a subconfluéncia (aproximadamente 90% de utilizagdo da area de
cultura) na placa de cultura, de onde foram descoladas pela acao da solugao de
tripsina 0,05% / EDTA 0,02% em solugdo tampao fosfato pH 7,4. Apds a
tripsinizagédo, a suspenséao foi centrifugada (1500 RPM/5min) e ressuspensa em
meio RPMI com 10% de soro fetal bovino para contagem das células (caAmara de
Neubauer) e preparagdo de uma concentracao de 60.000 células/ml.

4.6.2 Preparagéo dos extratos

Na preparagdo dos extratos das amostras em forma de p6 (particulados)
seguiu-se a proporcao de 0,29/mL de meio de cultura, e das amostras densas
(sinterizadas), 2 cm?mL de meio de cultura. As amostras foram mantidas em
incubadora a 37° C, atmosfera umida de 5% de CO,, por 48 horas. Como controle
negativo foi utilizado titdnio comercialmente puro (Ticp) denso, na propor¢ao de 2
cm?mL de meio de cultura. Como controle positivo, foi preparada uma solugéo
fenol 0,3% e 0,5% v/v de meio de cultura.
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Apés a incubagdo, os extratos foram filtrados através de membrana de
acetato de celulose com poros de 0,45um, e diluidos até 6,25% v/v com meio de
cultura RPMI para realizacdo do teste de viabilidade celular, como mostrado na
Figura 10.

T 1rnl 1mi | 1l

N N A 4

10C% S0% 25% 12,2% 6.25%

Figura 10. Diluicdo seriada 1:2 dos extratos.

4.6.3 Teste de citotoxicidade com células CHO-k1

Para o teste de citotoxicidade, em uma placa de cultura de 96 pogos foram
colocados 50uL da suspenséao de células CHO-k1, na concentragao final de 3000
células por pogo, sobre 50uL do extrato em suas diluicbes, em quadruplicata
(Figura 11). A placa foi mantida na incubadora umida com 5% de CO. , por 72
horas, a 37°C. A viabilidade celular foi visualizada com a adicdo de 20 L de
solucdo de MTS (corante supravital de composto tetrazolico) /PMS (agente
acoplador de elétrons), na razdo 20:1, e incubado por mais 2 horas (Figura 12).
Ap6s o periodo de incubacdo, a placa foi levada a uma leitora ELISA
(espectrofotdmetro para leitura de placas de 96 pocos) com filtro de 495 nm para
leitura das densidades Opticas como mostrado na Figura 11. A viabilidade celular
foi determinada pela relacao:

DOamostra

VC(%) = (
DOcontrole

jxl 00

Onde: VC = viabilidade celular (%); DOamostra = densidade éptica da amostra;

DOcontrole = densidade 6ptica do controle de células totais.
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O indice de Citotoxicidade - ICso, concentracdo do extrato que mata 50%
da populacao de células, foi determinado graficamente.

™y Ul I

oty mom Qg
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Figura 11. Esquema da microplaca no teste de citotoxicidade: 1° coluna — Branco;
22 e 32 coluna — controle de células totais; 42 a 82 coluna — diluicdes seriadas com

células.
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Figura 12. Coloragao de microplaca de controle positivo (fenol) apds adi¢cao de
MTS/ PMS e incubagéao por 2 horas.
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4.7 Ensaio “in vivo”

4.7.1 Implantes

Os implantes foram obtidos em formato cilindrico, nas dimensdes (5mm x
2mm) desejadas, sem efetuar usinagem. Devidamente identificados e
acondicionados, os implantes foram esterilizados com uma dose de 25kGy por
meio de radiagdo gamma (Co60, Gammacell modelo 220 - IPEN). O Ticp por
apresentar caracteristicas conhecidas de biocompatibilidade foi utilizado como

grupo controle neste experimento.

4.7.2 Animais, anestesia e medicagao

Dezoito ratos (Rattus norvergicus), machos, da raca Wistar, com
aproximadamente 10 semanas de idade e 300 g em massa, foram designados
como modelo animal neste estudo, sendo atribuidos 3 animais por grupo. Os
animais foram alocados no biotério do IPEN, em sala climatizada com
temperatura constante (21°C), isentos de estresse, sob iluminagcao em intervalos
de 12 horas (claro/escuro) controlada por temporizador, com 3 animais por
gaiolas, tratados com dieta a base de ragao seca e agua Ad libitum.

A experimentacdo animal seguiu os principios éticos do Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal (COBEA) "

, € aprovada pela comissdo de ética
experimental do IPEN (ANEXO ). O procedimento cirargico foi realizado seguindo
estes principios. Desta forma, os materiais implantados foram instalados apenas
no fémur direito do animal.

Antes do procedimento cirdrgico, foi realizada a anestesia com 75mg/kg de
Cloridrato de Quetamina (Ketamina Agener 10%®, Agener) e 10mg/kg Cloridrato
de Xilazina (Calmiun®, Agener) administradas por via intraperitonial. Nas areas
cirurgicas o anestésico local utilizado foi o Cloridrato de Lidocaina a 2% sem vaso
constritor (Lidostesim® SV), apresentacdo em tubetes de 1,8 ml. Apds o
procedimento cirdrgico uma dose unica de Morfina (10mg/kg) foi aplicada com a
finalidade de promover analgesia, diminuindo o estresse da dor pos-cirurgia e

melhorando o bem-estar dos animais. Para evitar complicagbes infecciosas
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causadas por contaminacdo bacteriana durante o evento cirargico, foi
administrado em dose Unica, intra-muscular, Pentabiético (0,2 ml/animal)
composto de cinco antimicrobianos (Benzilpenicilina benzatina, Benzilpenicilina
procaina, Benzilpenicilina potassica, Diidroestreptomicina e Estreptomicina),
combinados para ampliar o espectro de acdo, reduzir a toxicidade e evitar o

aparecimento de resisténcia bacteriana.

4.7.3 Procedimento cirargico

A regido do fémur dos animais foi tricotomizada e feita anti-sepsia com
gluconato de clorhexidina a 2% e iodopovidona. Apds a anti-sepsia, foi realizada
exérese da pele expondo as fascias musculares, com bisturi (n® 5) munido de
lamina 15. A exposigao do fémur foi obtida com o rebatimento dos musculos vasto
lateral e biceps femoral até o peridsteo, que foi deslocado com objetivo de
proporcionar 0 acesso e visao a area operatoria (Figura 13).

RAT : LATERAL THIGH & HIP

biceps femaris

| -l}glg}lf ma-xlmus caput veriebralis |

caput pelvis

semitendinosus

Figura 13. llustragcdo da anatomia muscular do fémur de ratos da raga Wistar ’°.

O leito de insercao dos implantes foi preparado com o auxilio de brocas
acopladas a um contra-angulo com redugdao de 16:1, movido por um motor
elétrico com velocidade de 1.000 rpm e 30 N/cm? de torque, sob constante
irrigagao (solugao isotdnica de cloreto de sédio a 0,9%). Com auxilio de uma
pinga o implante foi colocado no fémur direito do rato (Figura 14).
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Apl6s a insercao dos materiais, foi realizada a sutura muscular com um
ponto simples separado e a sutura da pele com ponto simples, utilizando fios de
sutura mononylon agulhado (3/8 CR - 3,0cm). A assepsia, apds o procedimento

de sutura, foi feita com gluconato de clorhexidina a 0,12% e iodopovidona.

Figura 14. (A) — Leito cirurgico; (B) — Implante posicionado.

4.7.4 Aplicacdo dos marcadores 0sseos

No decorrer dos 28 dias aguardados para a osteointegracdo dos implantes
foram administrados, subcutaneamente, marcadores 0sseos, para avaliacdo do
processo de formagao éssea. Para uma interpretacdo morfoldgica qualitativa, foi
utilizada uma sequéncia de trés marcadores com cores diferentes, em intervalos
de tempo apropriado (Tabela 5).

Os marcadores utilizados foram respectivamente: a calceina (Labsynth
produtos para laboratérios LTDA), a alizarina (Labsynth produtos para laboratérios
LTDA) e a tetraciclina (Cloridrato de oxitetraciclina 500mg, Terramicina®, Pfizer),
utilizando o procedimento experimental de seqiéncia de marcadores detalhado
na Tabela 5. Foi necessaria a preparacao de uma solucdo para a aplicacao dos
marcadores celulares, pois os mesmos se apresentavam em forma de p6. Cada
marcador foi devidamente pesado em balanca de precisdao (Metler — Toledo
AG245) e diluido em soro fisiologico (1ml) e solugdo tampéo de NazHPO4 (2mg),

para dissolucao total e homogeneizacao da solucao.
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Tabela 5. Tempo de aplicagdo dos marcadores 6sseos e dosagem.

Tempo Marcador Dose por kg do animal
7 dias calceina 8 mg

14 dias alizarina 20 mg

21 dias tetraciclina 10 mg

28 dias sacrificio -

4.7.5 Preparagéo das amostras

O rato, por ser um animal de pequeno porte, apresenta um processo
metabdlico seis vezes superior ao de seres humanos. Este fato pode ser
evidenciado também, no mecanismo de reparacao tecidual 6sseo. Portanto no
presente trabalho, foi adotado o tempo de 4 semanas para avaliacdo da
osteointegracdo. O sacrifico dos animais foi realizado em camara de CO..
Anteriormente a insercdo dos animais dentro da camara, o gas CO. foi aberto
para preencher a camara e retirar o ar atmosférico, apds o posicionamento dos
animais dentro da camara o fluxo de gas CO, foi mantido continuo por 30
segundos. Os animais permaneceram dentro da camara por 5 minutos, até ndo
apresentarem sinais de vitalidade.

Os tecidos moles adjacentes a area estudada foram dissecados e, uma
amostra de ~ 10 mm, no longo eixo do fémur (envolvendo centralmente a area

inicial de injuria de 5 mm de diametro), foi removida com o auxilio de serra.
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(B) (©)

Figura 15. (A) — Amostra de fémur e implante osteointegrado; (B) e (C) -
Radiografia da amostra apds remogéao para fixagéo do tecido.

e Microscopia eletronica de varredura

Uma amostra de cada grupo experimental foi separada para a analise da
morfologia e integracao 6ssea na interface osso-implante.

Apds o procedimento de remogdo da amostra osso-implante, estes foram
submersos por 24 horas em solugdo de Karnovsky, que consiste em:
paraformoldeido (2%), glutaraldeido (2%) em tampao cacodilato de sodio (0,1M, -
pH 7,3). Em seguida, trés lavagens sucessivas com solugdo tampao fosfato
(0,1M) foram necessérias para prodecer com a impregnagao em solucéao tetréxido
de dsmio (2%), por 2 horas. Mais uma lavagem de tampao fosfato encerra esta
fase. A desidratacdo das amostras comecga com diluicbes crescentes de alcool
etilico (70, 80, 90, 96, 100%) e finaliza com método do ponto critico. A
armazenagem em ambiente livre de umidade € um fator importante para evitar
cargas eletrostaticas na amostra durante a observacao em microscopio eletrénico
de varredura.

Para a andlise, a preparagdo das amostras consiste na fixagdo das
mesmas com cola de prata em bases de aluminio, e um fino recobrimento de ouro

otimizando a captacédo das imagens.

¢ Andlise histologica
Logo apés a remocao das amostras, estas foram imersas em solugcao
neutra de formalina a 10%, permanecendo por 30 dias. O procedimento de
inclusdo das amostras seguiu o protocolo da Resina Technovit® 9100 NEU até a

etapa de obtencao das laminas (Anexo ll).
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Para a etapa de obtencdo das laminas histoldgicas, o conjunto osso-
implante embutido em resina, foi fixado em uma maquina de corte (Isomet 2000)
de modo que o disco diamantado ficasse posicionado transversalmente ao longo
eixo do osso. Nos cortes obtidos foi possivel observar toda a area circunferencial
do implante e do osso, tendo uma visdo geral da superficie e da parte mais
central, detalhe importante na avaliagao dos materiais porosos (Figura 16).

Figura 16. Representagdo esquematica do corte histologico.

Cada corte teve aproximadamente 500 upm de espessura e foram
colocados individualmente em laminas de acrilico utilizando uma gota de
cianoacrilato (SuperBonder®, Loctite, Brasil), com pressdo constante. Foi
necessario o desgaste dos cortes até a espessura de 30 ym para a avaliacao
histolégica. Lixas de carbeto de silicio (granulometria 800, 1000, 1200, 2400, 4000
mesh) foram utilizadas neste processo para o desbaste e polimento.

A histomorfologia foi realizada a partir das andlises das coloragdes das
laminas de Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricrdmico de Masson (TM) (Anexo lll). O
microscopio Optico utilizado pertence ao Laboratério de Oncologia Experimental e
Comparada, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidade
de Sao Paulo.

A técnica da fluorescéncia foi realizada a partir das laminas histolégicas
sem coloracdo e analisadas em microscopia de fluorescéncia. As imagens foram

retiradas de trés areas com interagdo osso-implante. Duas imagens das porcoes
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de contato osso cortical e implante, superior (S) e inferior (1); e a terceira da area

central (C), que corresponde ao contato osso medular e implante (Figura 17).

Figura 17. Representagdo esquematica das regides analisadas por fluorescéncia,
superior (S), inferior (1) e central (C).

Cada imagem foi fotografada em coloragdo monocromatica com trés
diferentes filtros: UV — 2E/C (DAPI), B-2 E/C (FITC) e sem filtro de excitagdo. As
imagens foram captadas no microscopio Nikon Eclipse — E1000 e camera Nikon
DXM 1200F, do Laboratério de Neurociéncias, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, da Universidade de Sao Paulo.

A analise qualitativa procedeu-se com a sobreposicdo destas imagens no
programa ImagePro Plus 5.1 com o ajuste manual dos tons de verde
representando a calceina, vermelho representando a alizarina e 0 magenta ou
azul para a tetraciclina.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

A apresentagdo dos resultados deste estudo segue a argumentacdo da
discussao, iniciando pela caracterizagdo fisica e quimica dos materiais
particulados, processamento e caracterizacdo dos sinterizados, testes de
citotoxicidade dos materiais pelo teste in vitro, e finalizando com realizacdo e

caracterizacao da osteintegracao dos materiais desenvolvidos, em teste in vivo.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo dos materiais particulados

A aplicacdo da técnica da metalurgia do pé (MP) necessita materiais na
forma de particulado para obter artefatos com formato final préximo ao desejado.
O processo de hidrogenagao-deidrogenagao (HDH) permite obter p6s metélicos
pela agdo do hidrogénio nos intersticios da rede cristalina dos metais,
fragilizando-os. Este processo se aplica tanto para o titanio, nidbio e zircénio,
resultando nos hidretos: TiHy, NbH e ZrH».

Segundo a literatura, para o processo de obtencdo dos hidretos €
necessario um ciclo de trés horas a uma temperatura de aproximadamente 500°C
para o niobio, enquanto o zirconio necessita de temperatura mais elevada,
aproximadamente 800°C “* 7. Neste trabalho foram feitas adequagdes nas
temperaturas de hidrogenacao, pois, o niébio estava na forma de cavaco e o
zircbnio na forma de esponja. Estes formatos permitiram que a temperatura
utilizada para o niébio fosse de 600°C e o zirconio de 500°C. O zircbnio em
esponja facilitou a adsorcdo do hidrogénio no intersticio devido a alta area
superficial, porém para o nidbio em cavaco houve a necessidade de elevar a
temperatura de hidrogenagédo. Pela analise de DRX, foi verificado que todo o
material ficou na forma de hidretos, Figura 18 A e B, por comparagdo com as
fichas JPCDS do NbH e ZrH,.

2000 —

—— NbH 300 4 zrH,
I JCPDS n° 7-263 I JCPDS n° 17-0314

1500 —

n
=}
o

1000 —

500 —
04 J
T T T T T T
30 40 50 60 70 80 30 40 50 60 70 80
20 20

Intensidade dos Picos (ua)
Intensidade dos Picos (ua)

L‘g

54



Resultados e Discusséo

Figura 18. DRX: das matérias primas ap6és tratamento térmico de hidrogenacéo.

A - Niébio (NbH) e B - Zirconio (ZrH2).

As caracteristicas do material particulado como tamanho médio de
particulas, morfologia e composi¢cdo quimica, sdo fatores que influenciam a
microestrutura final da liga. Com a finalidade de diminuir o tamanho médio de
particulas, foi realizado processo de moagem, permitindo que as forgas de
impacto, atrito, cisalhamento e compressdo atuassem sobre as particulas
metalicas maiores. Como consequéncia essas particulas sofreram
microforjamento, fratura, desaglomeragédo e aglomeracéo, diminuindo o tamanho
. A anédlise da distribuicdo granulométrica mensurou o didmetro médio das
particulas em ~20 ym (Figura 19).
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Figura 19. Distribuicdo Granulométrica do pé da liga - Cilas.

O moinho de bolas utilizado neste processo produz macroscopicamente um
material particulado fino e homogeneizado entre os elementos da liga Ti-13Nb-
13Zr. Microscopicamente as particulas apresentaram-se de forma irregular, ndo
esféricas e de tamanhos variados (Figura 20). Essa caracteristica provavelmente

decorre da qualidade morfolégica dos hidretos.
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Figura 20. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do p6 da liga.

Por espectroscopia de fluorescéncia de Raios X (Tabela 6) foram
analisados os componentes da mistura do p0, antes da sinterizacédo, e observou-
se a presenca significativa de silicio (Si), provavelmente oriundo do processo de
moagem, assim como pequenas concentracdes de ferro (Fe) e tungsténio (W). A
presenca de Rafnio (Hf) na amostra pode ser explicada por ele ser encontrado
sempre junto ao zirconio na natureza devido a semelhanga quimica, sendo muito

dificil de separa-los.

Tabela 6. Composicao do pé da liga, antes da sinterizacao, por EDXRF.

Elemento | % em massa
TiH, 75,617
ZrH, 12,005
NbH 10,579

Si 1,217
Hf 0,311
Fe 0,154
W 0,116
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5.2 Obtencéo e caracterizagdo de amostras sinterizadas

Para obtengcdo dos implantes de pequenas dimensdes, os poés foram
compactados em moldes de silicone flexiveis. Na prensagem isostatica, a pressao
¢ distribuida homogeneamente por toda a superficie do molde, sobre a qual atua
um fluido pressurizador °.

A sinterizacdo € um processo no qual as particulas se unem formando
agregados de alta resisténcia “®. Para que ocorra a difusdo atdmica entre as
particulas, € necessaria que a temperatura de sinterizacdo esteja
aproximadamente entre 2 a 2/3 da temperatura de fusdo "°. Neste estudo, a
temperatura de sinterizagdo escolhida (1150°C) fica proxima aos 2/3 da

temperatura de fusdo do titanio (elemento de maior concentragéo na liga).
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Figura 21. Grafico representando a pressao (uBar) do forno de sinterizagdo em

funcao do tempo (min), e o ciclo térmico utilizado.

Devido a alta reatividade do titanio, pela formagdo da camada de Oxido
superficial, € comum a utilizagédo de alto vacuo durante a sinterizagdo. Além disso,
o alto-vacuo favoreceu a dehidrogenacdo dos metais durante a elevacao da
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temperatura. Durante o processo, os metais hidrogenados comegam a perder o
hidrogénio intersticial, a 300°C, terminando o processo de dehidrogenacado a
~850°C. No grafico da Figura 21, observa-se um aumento brusco na pressao do
sistema chegando ao pico equivalente a 0,8 pBar, na temperatura de 550°C,
comprovando que a esta temperatura a remogao do hidrogénio para estes metais
€ bastante eficiente. A taxa constante de aquecimento de 5°C/min possibilita que
a dehidrogenagéao ocorra em aproximadamente 175 minutos.

A amostra sinterizada a 1150°C apresenta uma homogeneidade
relativamente alta com pequenas regides de material ndo reagido. Foram
analisadas diversas regides por EDS (Figura 22); alguns espectros obtidos sao
apresentados na Figura 23 A, B e C. Pela analise semi-quantitativa é possivel
observar que a matriz apresenta valores préximos a estequiometria da liga, isto &,
74% Ti, 13% Nb e 13% Zr. As regides escuras possuem altas concentracdes de
titAnio comparadas a matriz, e regides mais claras apresentam concentragdes

mais elevadas de nidbio, em relacdo a estequiometria média da liga.

Figura 22. MEV da amostra sinterizada contendo matriz (A), regido escura (B) e

(C) regiao clara.
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Figura 23. A) EDS da matriz da regiao (A); B) EDS da regido escura da amostra
(B) e C) EDS da regiéo clara da amostra (C).

A liga Ti-13Nb-13Zr é considerada uma liga tipo near B, e é possivel
observar por MEV (Figura 24) a estrutura Widmanstatten que cresce com a
dissolucdo das particulas B estabilizadoras (Nb), que agem como agente
nucleador da fase B da liga, pela elevada temperatura de sinterizacdo. O zirconio
se dissolve-se mais rapidamente do que o nidbio, participando na estabilizacao
das fases a e . Essa caracteristica estrutural confere a liga um bom equilibrio de
resisténcia mecanica, ductilidade e tenacidade & fratura ”’.

Por EDS (Tabela 7), foi possivel observar as porcentagens em peso das
regides avaliadas. A fase a caracterizada pela coloragéo cinza escuro e em forma
de agulhas possui uma concentragdo maior de titdnio em relagdo a composicao
meédia da liga. Ja na fase B metaestavel, o elemento em destaque é o nidbio, em

concentragcdo maior em relagdo a liga original (Ti-13Nb-13Zr).
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Tabela 7. Fases a e 3 observadas
por MEV e analisadas por EDS.

Regides avaliadas B

% Ti (peso) 83 68

% Nb (peso) 7 18

D50ky 30 Tobc BeE 14 'm:T' 2 % Zr (peso) 10 14

Figura 24. Fase a e 3 observada
por MEV e analisada por EDS.

Por DRX da amostra (Figura 28), foram observados picos nas fases a e 3
do titanio, fases estas esperadas apos o processamento por metalurgia do po e
sinterizacdo. Para a liga Ti-13Nb-13Zr ndo foram encontrados dados nos arquivos
JCPDS, a avaliacao foi feita com base nos dados da fase a e 3 do titdnio puro.
Nao foram observados picos relativos a hidretos, 6xidos ou intermetalicos (Figura
28).

5.3 Ligas porosas

No processo para obtencdo das amostras porosas, a gelatina adicionada
ao p6 metalico, homogeneizada, dissolvida em agua e depois desidratada; foi
removida em tratamento térmico a 300°C, por 90 minutos, em forno a vacuo (102
mBar). Nesta temperatura é promovida a degradacao da gelatina em carbono, € o
vacuo permite que o carbono formado seja removido de toda a peca do implante.
A movimentacao de saida do carbono promove a formagédo de porosidade aberta
com canais-interconectados no material, fator importante para a etapa de
osteointegragdo na utilizagdo como implante (Figura 25).
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Figura 25. Representagdo esquematica da remocao da gelatina e

conseqiientemente a formacgéo de poros.

Foram avaliadas caracteristicas de homogeneidade microestrutural por
MEV e composicdo quimica por EDS nas amostras sinterizadas. As amostras
Ticp e Ticp+ 15% apresentam apenas titanio em sua composicdo nominal, na
andlise por EDS nenhum outro elemento foi encontrado nessas amostras,
mostrando que ndo ha contaminantes (Figura 26 e Figura 27). Assim todo o
material utilizado para o processamento foi completamente removido durante o
tratamento térmico. Por MEV, observa-se o aumento na porosidade estrutural
nas amostras com adicao de gelatina, areas bem escuras (Figura 26 e
Figura 27). Nas amostras Liga + 5%, Liga + 10% e Liga + 15% observa-se, por
MEV, uma heterogeneidade mais acentuada do que na Liga, isto pode ter sido
propiciado pela presenca dos poros e canais o que teria prejudicado a difusdo dos
elementos da liga. Contudo, pela andlise semi-quantitativa de EDS, as amostras
Liga + 5%, Liga + 10% e Liga + 15% apresentam todos os elementos da liga sem
perda significativa durante o processo (Figura 28, Figura 29, Figura 30 e Figura
31).
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Figura 26. MEV da superficie polida, EDS da regido analisada e DRX do Ticp.
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Figura 27. MEV da superficie polida, EDS da regido analisada e DRX do Ticp +

15%.
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Figura 28. MEV da superficie polida, EDS da regidao analisada e DRX da Liga.
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Figura 30. MEV da superficie polida, EDS da regido analisada e DRX da Liga +

10%
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Figura 31. MEV da superficie polida, EDS da regido analisada e DRX da Liga +

15%
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Foram identificadas as fases formadas nas amostras sinterizadas por DRX.
A amostra Ticp apresentou apenas a fase q, a liga Ti-13Nb-13-Zr, as fases a e 3.
As ligas porosas, modificadas microestruturalmente pela adicdo de gelatina
apresentaram uma camada de Oxido (TiO), os picos estdo identificados nos
gréficos pela cor azul. Apesar do 6xido mais comumente encontrado na superficie
do titanio e suas ligas ser o TiO, pela sua estabilidade quimica, a fase TiO foi
formada nas amostras porosas, devido a pequena quantidade de oxigénio na
atmosfera do forno. Pelo diagrama de fases de Titanio-Oxigénio, nas condicbes
da temperatura de sinterizagédo (1150°C) a razdo O/Ti-superficial estaria em torno
de 1.2, proporcionando a estabilizacdo do TiO em temperatura ambiente (Figura
32).
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Figura 32. Diagrama de fases do titanio.

Para determinagcdo da porosidade aparente foi utilizado querosene

(p=0,76g/cm®, a 25°C) como liquido penetrante, e ndo agua. Esta substituicio
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esta relacionada ao fato do querosene apresentar, a temperatura ambiente,
menor tensdo superficial (23 dina/cm) em relacdo a agua (72 dina/cm), esta
caracteristica permite maior habilidade de penetracdo nos poros e
descontinuidades, conferindo melhor molhabilidade e capilaridade, forcas que
estdo associadas também a tensdo superficial, induzindo uma penetracao
espontanea na regiao dos poros. Durante este ensaio as amostras foram imersas
em querosene e mantidas num sistema de vacuo por 30 minutos, para eliminagao
completa de gases, antes de mensurar os valores de massa (imersa e umida)
necessarios para determinacdo da porosidade ”'.

Foi observado um aumento sensivel da porosidade das pecas com a
utilizacado de 5, 10 e 15% peso de gelatina (Tabela 8). No material poroso a area
de contato entre 0 0sso e o implante aumenta, permitindo uma cicatrizagdo mais
rapida quando comparadas as superficies sem nenhum tipo de tratamento. Outra
vantagem seria 0 aumento na resisténcia a tensdo por meio de crescimento
interno do tecido 6sseo, em caracteristicas tridimensionais.

A porosidade relativa é representada pela diferenga entre a densidade
tedrica e a hidrostatica, em porcentagem. Os valores discrepantes entre a
porosidade relativa e aparente em relagdo as amostras sem adicdo de gelatina,
ocorre devido a féormula da porosidade aparente ser especifica para materiais
porosos. Portanto para as amostras densas, o valor a ser considerado € da

porosidade relativa.

Tabela 8. Resultados de densidade e porosidades em valores porcentuais

Amostra Densidade Porosidade Porosidade
Hidrostatica (%) Relativa (%) Aparente (%)
Ticp 93 7 1
Ticp + 15% 63 37 36
Liga 92 8 4,6
Liga + 5% 70 30 29
Liga + 10% 71 29 29
Liga + 15% 68 32 32
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A partir das micrografias das superficies polidas das amostras, foi possivel
mensurar (em porcentagem) a porosidade da amostra em relacdo a area total
selecionada. Utilizando o programa ImagePro Plus 4.1, foram mensuradas
micrografias com aumento de 50x (500um) e 250x (100um). Os resultados
obtidos sdo bastantes similares quando comparados entre si, com excec¢ao da
Liga + 15%, que apresentou grande discrepancia (Tabela 9).

Tabela 9. Mensuracao da porcentagem de porosidade pela imagem do MEV.

Amostras Porosidade em 50x Porosidade em 250x
Ticp 1% 0,5%

Ticp + 15% 27% 27%
Liga 2% 3%

Liga + 5% 25% 28%

Liga + 10% 31% 28%

Liga + 15% 40% 22%

Para analisar a porosidade das amostras, foi testada a técnica de
porosimetria por intrusdo de mercurio. Os resultados ndo foram conclusivos, pois
a amostra possui superficie irregular e poros interconectados, sendo a intrusao
muito rapida, o que nao permite a deteccao dos poros maiores. Para caracterizar
a distribuicdo do tamanho médio de poros das amostras, foram analisadas as
mesmas micrografias em aumento de 250x (100um), pelo programa ImagePro
Plus. Os valores maximos e minimos tiveram uma grande variagdo chegando o
desvio padrdo em 17 como no caso do Ticp + 15%. Essa desigualdade no
tamanho dos poros é menos expressiva nas amostras densas que apresentam o
desvio padrao bem baixo (Tabela 10), conforme esperado, ja que nao existem

poros grandes.

Tabela 10. Distribuicao de tamanho de poros em um.

Amostra tamanho médio valor valor desvio
de poro maximo minimo padrao
Ticp 3,23 21,13 1,2 41
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Ticp+15% 10,11 105,61 1,2 +16,9

Liga 5,1 8,66 1,81 2,0
Liga+5% 8,55 86,8 1,41 + 14,0
Liga+10% 8,55 73,41 1,43 +13,7
Liga+15% 6,19 61,98 1,16 84

A caracterizagdo por picnometria de hélio foi utilizada para determinar a
densidade real do corpo de prova pela adsorcao de gas hélio (Tabela 11). Para as
amostras de Ticp, onde a densidade tedrica é 4,51 g/cm®, a amostra com adicéo
de gelatina apresentou a densidade mais proxima ao valor da densidade tedrica.
Por estes resultados conclui-se que existem poros fechados na estrutura em
maior quantidade na amostra Ticp em relacdo a amostra Ticp + 15%, que
apresenta porosidade aberta.

Os resultados das andlises da liga e suas variantes porosas apresentaram
um desvio padrao elevado por isso os valores de densidade foram maiores que a
densidade tedrica da liga Ti-13Nb-13Zr, que é 5,01 g/cm®. Apesar dessa variacéo,
as amostras porosas possuem valores maiores que a amostra sem adicao de
gelatina, por serem mais heterogéneas. Existe a influéncia das densidades do
niébio (8,4 g/cm®) e do zirconio (6,5 g/cm®) ndo reagidos que elevam os valores
de densidade quando comparados a densidade teérica da liga. Portanto, a

mesma concluséo é valida.

Tabela 11. Picnometria de Hélio.

Amostras Densidade (g/cm3) Desvio Padrao
Ticp 4,40 + 0,003
Ticp + 15% 4,45 + 0,003
Liga 5,04 + 0,007
Liga + 5% 5,16 + 0,021
Liga + 10% 5,45 + 0,029
Liga + 15% 5,11 +0,013

71



Resultados e Discusséo

5.4 Caracterizagao por ensaio in vitro

Os elementos titanio, nidbio e zircénio, separadamente, ndo apresentam
caracteristicas de toxicidade, sendo considerados materiais inertes para o sistema
biolégico "8. Porém, modificagdes durante o processo de obtencdo do implante
podem influenciar as caracteristicas finais do material. Em se tratando de um
biomaterial, o teste de citotoxicidade determina a resposta biolégica de células de
mamiferos in vitro usando parametros biologicos apropriados. No teste de
citotoxicidade (Figura 33), a interceptacéo das curvas analisadas com o indice de
citotoxicidade (ICs0%,)) determina a citotoxicidade da amostra. No gréafico, a curva
obtida para cada amostra correlaciona o porcentual médio de células vivas em
funcdo da concentragdo dos extratos. Dois parametros foram utilizados para
avaliar a citotoxicidade dos materiais: o controle negativo, um material de
caracteristicas conhecidas que néo produz resposta de citotoxicidade, neste caso
o Ticp; e o controle positivo, que reproduz uma resposta de citotoxicidade, como a
solucao fenol 0,3%.

Como resultado, os hidretos de titanio e de nidbio mostraram-se
satisfatoriamente n&o citotoxicos. O hidreto de zirconio, por ter uma baixa
resisténcia a corrosdo, apresenta uma curva bem proxima do limiar de toxicidade,
porém ainda assim, aceitavel °. A presenca do rafnio ndo deve interferir nos
resultados de biocompatibilidade da liga formada ®°. O p6 da liga mostrou-se
altamente citotdxico, com ICs0+,)= 40 (indice de citotoxicidade); valor mais elevado
inclusive do que o controle positivo, onde ICs0%)= 75. Uma das provaveis causas
da citotoxicidade da mistura do p6 de liga é a utilizacao de ciclohexano durante o
processo de moagem. Apesar da tentativa de remocdo deste composto por
tratamento em vacuo, é provavel que permanega algum residuo, provocando essa

8 O ciclohexano, por ser um hidrocarboneto, é

reacdo deletéria as células
provavelmente decomposto apenas na fase de sinterizacdo, onde o material fica
em vacuo e altas temperaturas, eliminando qualquer resquicio de carbono . O
resultado do teste de citotoxicidade comprova que a liga Ti-13Nb-13Zr ap6s a

sinterizacao nao é citotoxica, reforcando a caracteristica de biocompatibilidade.
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Figura 33. Gréfico de citotoxicidade dos materiais particulados: Controle Positivo
(Cpos) - solugao fenol com concentragao de 0,3%; Controle Negativo (Cneg) -
Ticp; Titénio hidrogenado (TiHz), Nidbio hidrogenado (NbH), Zircénio hidrogenado
(ZrHy), liga em po (Ti-13Nb-13Zr) e liga sinterizada (liga sint).

No teste de citotoxicidade das amostras sinterizadas (Figura 34), o controle
negativo foi o mesmo utilizado no teste anterior e o positivo foi a solucao fenol
0,5%, apresentando citotoxicidade onde o |Cso%)= 30. Apesar da manipulagéo e
modificagdo dos metais durante o processo para obtencdo de implantes com
estruturas variadas, nenhum apresentou caracteristica de citotoxicidade,

viabilizando a utilizag&do dos mesmos nos ensaios in vivo.
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Figura 34. Grafico de citotoxicidade dos materiais sinterizados com diferentes
porosidades: Controle Positivo (Cpos) - solugéao fenol com concentragao de 0,5%;
Controle Negativo (Cneg) - Ticp; Ticp + 15%, Liga, Liga +5%, Liga +10%, Liga
+15%.

5.5 Caracterizagao por ensaio in vivo

O processo de reparo imediatamente ap6s a instalagao cirargica de um
implante poroso, responde com um processo inflamatério aumentando a
vascularizacdo e a atividade celular da regiao. O coagulo formado e a rede de
fibrina que preenche os espagos no interior dos poros (Figura 35), é substituido
por células mesenquimais osteoprogenitoras que proporcionaram a formacao de
um 0sso trabecular desorganizado nesse primeiro estagio. O segundo estagio do
processo de “bone ingrowth” refere-se ao modelamento e remodelamento
induzido por estresse de espiculas 6ésseas em trabeculado maduro.
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Ti1310-6b

Figura 35. Formacao de rede de fibrina e coagulo apds a cirurgia. Situacao
representativa da amostra Liga + 10% (MEV).

Na analise dos resultados do ensaio in vivo, as amostras Ticp e Liga atuam
como grupo controle por serem as de maior densidade. A interface osso-implante
e o crescimento de tecido 6sseo envolvendo a area de contado da superficie do
implante podem ser observados: Figura 36 e Figura 38 - A, B. As amostras
macroporosas Ti+ 15%, Liga + 5%, Liga + 10% e Liga + 15%, quanto as amostras
mais densas propiciaram um crescimento d&sseo tecidual preenchendo
irregularidades das superficies dos implantes, assim como os poros (Figura 37,
Figura 39, Figura 40, Figura 41 - B). E importante salientar que a formacéo éssea
esta intimamente relacionada com uma ampla rede vascular e com a estabilidade

mecanica dos implantes.

Tecido
6sseo

A B
Figura 36. Amostra Ticp: A - MEV amostra implantada; B - MEV superficie do
implante e tecido ésseo.
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Tecido
06sseo

Figura 37. Amostra Ticp + 15%: A - MEV amostra implantada; B - MEV superficie
do implante e tecido ésseo.

Tecido
0sseo

A B
Figura 38. Amostra Liga: A - MEV amostra implantada; B - MEV superficie do

implante e tecido ésseo.

Tecido

A B
Figura 39. Amostra Liga + 5%: A - MEV amostra implantada; B - MEV superficie

do implante e tecido ésseo.
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Tecido
6sseo

A B
Figura 40. Amostra Liga + 10%: A - MEV amostra implantada; B - MEV superficie
do implante e tecido ésseo.

Tecido
6sseo

Tecido
6sseo

A B
Figura 41. Amostra Liga + 15%: A - MEV amostra implantada; B - MEV superficie

do implante e tecido ésseo.

A estabilidade do implante facilita a vascularizagcao local, proporcionando a
diferenciacao das células osteoprogenitoras em osteoblastos; além disso, € bem
estabelecido que os osteoblastos sé sintetizam a matriz 6ssea na presenca de
alta tensdao de oxigénio. Quando nao ocorre esta estabilizagdo mecanica, a
vascularizacao local € dificultada e as células osteoprogenitoras diferenciam-se
preferencialmente em condroblastos. Consequentemente, a interface o0sso-
implante é preenchida por um tecido conjuntivo fibroso (tecido avascular),
causando o insucesso do implante “°.
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Para andlise morfol6gica estrutural foi realizada a avaliagdo microscopica,
que procedeu a partir da técnica de identificacao Tricromico de Masson (TM).
Além de mostrar muito bem o ndcleo e o citoplasma, esta técnica ajuda a
diferenciar tecido ésseo antigo (observado em cor azul escuro), tecido 6sseo neo-
formado (observado em cor azul claro) e tecido 6sseo ndo mineralizado

(observado em cor vermelha) .

Foi possivel identificar nas micrografias os
diferentes estagios de maturagéao déssea.

Ap6s 4 semanas para o periodo de recuperacdo pds operatdria dos
animais, os implantes densos, ou seja as amostras Ticp e Liga, apresentaram
tecido ésseo neo-formado predominantemente pela cor azul claro, ao redor da
superficie do implante (Figura 42, Figura 43). As amostras porosas apresentaram,
em contrapartida, um tecido ésseo ndo mineralizado circundando a superficie
representada pela cor avermelhada (Figura 44, Figura 45). Essa diferenca pode
estar relacionada com a formacao de tecido 6ésseo no interior dos canais e poros
do implante. Devido a maior dificuldade de penetracdo de nutrientes e células, a

maturacao do tecido préximo ao implante pode ser mais demorada.
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Implante

Figura 42. Micrografia da lamina histolégica TM da amostra Ticp: Ae B —
diferentes regides analisadas; C — imagem macro representativa; D — interface

osso-implante.
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Implante

Implante

Implante

Figura 43. Micrografia da lamina histolégica TM da amostra Liga: Ae B —
diferentes regides analisadas; C — imagem macro representativa; D — interface

osso-implante.
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.

Implante

Implante

Figura 44. Micrografia da lamina histolégica TM da amostra Liga + 5 %: Ae B —
diferentes regides analisadas; C — imagem macro representativa; D — interface

osso-implante.
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Implante

Figura 45. Micrografia da Iamina histol6gica TM da amostra Liga + 15 %: Ae B —
diferentes regides analisadas; C — imagem macro representativa; D — interface

osso-implante.
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Pelas micrografias de laminas identificadas por Hematoxilina e Eosina
(HE), foi possivel analisar nas amostras porosas a regido do implante, e observar
a formacao de tecido 6sseo internamente ao material (Figura 46 — A e B). Para as
amostras mais porosas foi possivel observar a penetracdo do tecido para o
interior do implante em mais de 500 um em relacéo a superficie. A caracterizagéao
mais detalhada de um ostedcito dentro de uma porosidade é possivel ser
observada na Figura 46-C. Todas essas caracteristicas comprovam o sucesso da

osteointegracao.

Implante Implante

Implante

Figura 46. A e B - Micrografia da Iamina histologica HE da amostra Liga + 15 %; C
— Micrografia da lamina histoldgica sem coloragédo com a presencga de ostedcitos
dentro dos canais do implante.
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Pela andlise das imagens obtidas pela técnica de microscopia por
fluorescéncia, foi possivel visualizar o crescimento 6sseo nas diferentes fases,
que acompanharam a administracdo dos marcadores fluorescentes. Apds
excitacdo com comprimento de luz ultravioleta adequado com uso de filtros
especificos, sdo observadas as diferentes coloragées para cada marcador em
diferentes porcdes dsseas que cresceram com o tempo de reparacao.

As coloragdes observadas de acordo com cada marcador foram
respectivamente: verde para calceina, vermelho para alizarina e magenta ou azul
para tetraciclina; a coloragdo amarela observada é proveniente das areas de
sobreposi¢do onde se encontra calceina e alizarina.

Cada marcador teve sua imagem capturada com um filtro especifico em
escala monocromatica para reduzir o ruido de sinal e aumentar a sensibilidade de
se visualizar esse marcador. Posteriormente as imagens foram coloridas
digitalmente pelo programa ImagePro Plus conforme a cor apresentada pelo
marcador ao ser observado diretamente no microscépio. Com a adigdo da cor o
préprio programa fusiona as imagens que foram capturadas em um mesmo
campo com filtros diferentes e forma uma imagem final RGB (Red-Green-Blue)
como apresentada a seguir.

A partir das imagens completas com a apresentacao dos trés marcadores é
possivel inferir o periodo de crescimento com base no marcador ésseo que esta
presente naquela area especifica. O primeiro marcador aplicado foi a calceina e
pode ser observado que nas imagens a marcagao verde esta sempre mais interna
e mais proxima do implante, o que denota que esse crescimento foi o primeiro
passo para a reparacao do tecido désseo frente ao procedimento cirurgico e
colocacdo do implante. A coloracdo vermelha que representa a alizarina é
observada ao redor das areas verdes (calceina) e dentro dessas areas em
algumas imagens, isto por que sendo o segundo marcador a ser aplicado ele
abrange uma segunda fase de crescimento dando suporte para a primeira fase
que esta bem representada pelas areas verdes.

Com o resultado das jungdes entre as areas verdes e vermelhas, devido a
adicao das cores, foi possivel observar a coloragao amarela que neste caso indica
areas onde sao encontrados os dois marcadores, podendo ser denominadas
areas de transicdo onde ambos marcadores puderam ser agregados ao tecido em
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crescimento. Isto também é valido para as areas amarelas de grande extenséo,
pois nestas areas foram agregados os dois marcadores, calceina e alizarina,
devido um crescimento mais lento do tecido 6sseo.

A marcacado com a tetraciclina, em magenta ou azul, quando presente foi
muito ténue e € encontrada preferencialmente em areas marginais ao crescimento
0sseo. Isto é explicado nao por um defeito de agregacdo nem por erro na técnica
de visualizagdo, mas devido ao alto metabolismo dos ratos. Pela andlise das
imagens nao houve crescimento exuberante nesta fase que foi aplicado o
marcador. O remodelamento 6sseo, constante, apresentou-se menos intenso em
relacdo as duas fases iniciais representadas pelos marcadores calceina e
alizarina. Com o 0sso mais consolidado houve o impedimento da agregacao da
tetraciclina que tem grande afinidade pela matriz osteéide (ndo-mineralizada) ®.
Outro fato que também explica a baixa agregacao decorre da maior presenca de
tecido ndo mineralizado ser nas primeiras fases da reparagao éssea.

Em relacdo as amostras porosas, foi possivel observar o crescimento de
tecido ésseo no interior dos poros e canais interconectados, pela coloracao do
tecido durante o processo de reparacdao. Nos implantes porosos, pode ser
observado que ha a presenca da calceina no interior, nas regides proximas a
superficie, periodo que consistiu na estabilizacdo do implante e do tecido 6sseo.
Em regides mais internas dos mesmos implantes, foi observada com maior
intensidade a coloracdo vermelha, representada pela alizarina (Figura 50). Esta
fase consiste na conducdo e penetracdo do tecido dsseo pelos canais
interconectados. Desta forma, é possivel concluir o carater de osteoconducao da
liga porosa. O tamanho dos poros obtidos pela técnica da MP/gelatina permitiu a
nutricio e manutengdo necessaria para a sobrevivéncia das células,
comprovando que o0s poros e canais formaram uma rede de alta

interconectividade.
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Implante

Implante

Figura 47. Imagens de Fluorescéncia do Ticp. A — parte superior, B — parte central
e C — parte inferior do implante. Cor verde — calceina; cor vermelha — alizarina;

cor magenta ou azul — tetraciclina; cor amarela — calceina e alizarina.
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Implante

Figura 48. Imagens de Fluorescéncia do Ticp + 15%. A — parte superior, B — parte
central e C — parte inferior do implante. Cor verde — calceina; cor vermelha —

alizarina; cor magenta ou azul — tetraciclina; cor amarela — calceina e alizarina.
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Implante

Figura 49. Imagens de Fluorescéncia da Liga. A — parte superior, B — parte central
e C — parte inferior do implante. Cor verde — calceina; cor vermelha — alizarina;

cor magenta ou azul — tetraciclina; cor amarela — calceina e alizarina.
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Implante

Implante

Implante

Figura 50. Imagens de Fluorescéncia da Liga + 5%. A — parte superior, B — parte
central, C — parte inferior do implante e D — observagao do tecido marcado no
interior do implante. Cor verde — calceina; cor vermelha — alizarina; cor magenta

ou azul — tetraciclina; cor amarela — calceina e alizarina.
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Implante

Figura 51. Imagens de Fluorescéncia da Liga + 10%. A — parte superior, B — parte
central e C — parte inferior do implante. Cor verde — calceina; cor vermelha —

alizarina; cor magenta ou azul — tetraciclina; cor amarela — calceina e alizarina.
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Implante

Implante

Implante

Figura 52. Imagens de Fluorescéncia da Liga + 15%. A — parte superior, B — parte
central e C — parte inferior do implante. Cor verde — calceina; cor vermelha —

alizarina; cor magenta ou azul — tetraciclina; cor amarela — calceina e alizarina.
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Finalizando este estudo, as principais conclusdes estdo apresentadas neste

capitulo



Conclusdes

6. CONCLUSOES

Foi possivel obter porosidades variando as concentracoes de gelatina no
processamento de ligas metalicas porosas.

Durante o processamento por metalurgia do p6é para obtencao da liga Ti-
13Nb-13Zr, pelo uso do ciclohexano, foram inicialmente obtidos produtos
citotdxicos, que apds a sinterizagdo perderam as caracteristicas de citotoxicidade.
A adicao de gelatina ndo apresentou toxicidade ao material, ou seja, as ligas com
diferentes graus de porosidade ndo apresentaram sinais de citotoxicidade. Estes
resultados do estudo in vitro, viabilizaram iniciar os testes in vivo na ordem da
caracterizagdo de um biomaterial, segundo as normas ISO-10993 (1993).

Pode ser observado que todas as amostras de Ticp e da liga Ti-13Nb-13Zr,
apresentaram pela técnica de MP uma superficie irregular, bastante favoravel
para o conceito de osteointegracao do implante.

O tamanho dos poros obtidos pela técnica da gelatina permitiu a nutricdo e
manutencao necessaria para a sobrevivéncia das células, comprovando que os
poros e canais formaram uma rede de alta interconectividade. Desta forma, foi

possivel concluir o carater de osteocondugao da liga porosa.



Anexos

7. ANEXOS

Anexo | — Aprovacao do comité de ética em pesquisa para realizacao dos
testes in vivo.

ET
& DE ETic, &
o -

L&)

§ ipen

ysin

Parecer - Projeto N° 8/CEPA-IPEN/SP

Com base nos pareceres apresentados pelosﬂ relatores, o protocolo de
pesquisa AVALIAGAO DA OSTEOINTEGRAGAQO DE LIGAS DE Ti -
Nb - Zr POROSAS EM RATOS de responsabilidade do pesquisador ANA
HELENA DE ALMEIDA BRESSIANI foi considerade APROVADO.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados, a asta
Comité, relatorios anuais (parciais ou finais, dependendo da duracdo do projeta)
referentes ao andamento da pesquisa. Apds o término da pesquisa, uma copia do
trabalho, em CD ou disquete, deve ser encaminhada a este CEPA |

580 Paulo, 19 de maio de 2006

y
LY

\..z'ﬁ\' e S "z"\...-./.-'. /r ]
Profa. Dra. Nanci do Nascimento
Coordenadora do CEPA-IPEN

IPEMN-CHEN/SP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
Av Prof Lineu Prastes, 2242 - Cidade Universitaria - CEF 05508-000 - Sao Paulo - 5P
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Anexo Il - Protocolo de embutimento para Resina Technovit 9100 NEW
(manual traduzido do fabricante)

1) Amostras fixadas em formol (10%) por 30 dias.
2) Desidratacdo:

a. Alcool 70% - 1 hora

b. Alcool 80% - 1 hora

Alcool 96% - 1 hora
Alcool 96% - 1 hora

a o

e. Alcool 100% - 1 hora
f.  Alcool 100% - 1 hora
g. Alcool 100% - 1 hora

h. Xilol - 1 hora
i. Xilol-1 hora
3) Preparacéo da resina:

j. Resina (50%) + Xilol (50%) - 1 hora
k. Resina Normal (200 ml) + Hardener -1 (1g) - 1 hora
|.  Resina Ativada (200 ml) + Hardener -1 (1g) - 1 hora em geladeira
m. Solucéo A - 1 hora em geladeira
1) PMMA (809)
2) Resina Ativada (500 ml)
3) Hardener — 1 (3~49)
n. Embutimento + vacuo (10 min) - 48 horas em geladeira
4) Solucao A (9 partes)
5) Solucéo B (1 parte)

OBS: manter em vidro ambar
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Anexo lll - Protocolo modificado de coloracao das laminas histolégicas da

FMVZ -USP.

1) Hematoxilina e Eosina (HE)

o

a o

Alcool 100° durante 3 minutos
Alcool 95° durante 3 minutos
Alcool 70° durante 3 minutos
Agua corrente durante 10 minutos
Hematoxilina durante 5 minutos
Agua corrente durante 3 minutos

Alcool acido uma lavagem

h. Agua corrente durante 20 minutos

Eosina durante 2 minuto
Alcool 959 durante 1 minutos
Alcool 1002 durante 2 minutos

Alcool 1002 durante 2 minutos

. Secagem das laminas no ambiente

. Montagem da laminula com resina

Tricrdmico de Masson

c o

a o

Alcool 1002 durante 3 minutos
Alcool 952 durante 3 minutos
Alcool 702 durante 3 minutos
Agua corrente durante 10 minutos
Hematoxilina durante 5 minutos
Agua corrente durante 3 minutos
Alcool 4cido uma lavagem

Agua corrente durante 20 minutos
Fucsina acida durante 2 minutos

Agua corrente durante 3 minutos
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Colocar em vérias trocas de agua destilada

Anexos

Solugao Fosfotungsca 5% e Acido Molibdico 5% (1/1) durante 5 minutos

. Azul de anilina-acética até corar

Agua corrente durante 3 minutos
Alcool 95° durante 1 minuto

Alcool 100° durante 2 minutos
Alcool 100° durante 2 minutos
Secagem das laminas no ambiente

Montagem da laminula com resina.
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