FRANCISLEY AVILA SOUZA

Estudo comparativo in vivo de
implantes Ti-cp com superficies

comerciais e modificadas por
laser sem e com depdsito de

silica: Analises biomecanica,

topografica e histometrica

ARACATUBA, SP
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FRANCISLEY AVILA SOUZA

Estudo comparativo in vivo de

iImplantes Ti-cp com superficies

comerciais e modificadas por
laser sem e com depdsito de
silica: Analises biomecanica,

topografica e histométrica

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia do
campus de Aracatuba — Unesp, para obtencdo do

grau de “Doutor” em Odontologia — Area de
concentracéo Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-
Facial

Orientador: Prof. Dr. Celso Koogi Sonoda
Co-orientadores: Prof?.Dr?. Roberta Okamoto
Prof. Dr. Antbnio Carlos Guastaldi

ARACATUBA, SP
2010



Catalogagéo-na-Publicacdo
Servico Técnico de Biblioteca e Documenta¢do — FOA / UNESP

Souza, Francisley Avila

L Estudo comparativo in vivo de implantes Ti-cp com superficies
comerciais e modificadas por laser sem e com depdsito de silica: Andlises
biomecanica, topografica e histomorfométrica.

Franciley Avila Souza - Aracatuba : [s.n.],
2010
175 1. il

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia, Aragatuba, 2010
Orientador: Prof. Dr. Celso Koogi Sonoda
Co-Orientadores: Prof® Dr® Roberta Okamoto
Prof. Dr. Antdnio Carlos Guastaldi

1. Implante dentario, 2. Osseointegracdo, 3. Torque, 4. Laser;
5. Materiais biocompativeis.

Black




Nascimento:

Filiacao:

1991/1994:

2005/2007:

2007/2010:

Dados Curriculares

FRANCISLEY AVILA SOUZA

27/11/71 - Alfenas - MG

Leila Avila Souza

Francisco de Paulo Souza

Graduacao - UNILAVRAS - Unidade da

Universidade do Estado de Minas Gerais.

Curso de Pos Graduacao em Odontologia;
Area de concentracdo Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial — Nivel
Mestrado — FOA — UNESP.

Curso de Pos Graduacdo em Odontologia;
Area de concentracdo Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial — Nivel
Doutorado— FOA — UNESP.



DEDICATORIA




Dedico esta tese...

A Deus, pai e criador.

‘A nogcdo que temos de perfeicdo s6 pode vir de um ser perfeito, portanto a
existéncia de Deus ¢é algo tao evidente quanto o fato de que alguém que pensa

ser um Eu pensante”. (Descartes, 1596-1650)

Aos meus pais Francisco e Leila, pela formagdo moral que me deram,

tornando plenas minhas conquistas pessoais e profissionais.

A minhas filhas Ingryd e Marina, por transmitirem paz e felicidade, pelo

carinho de sempre mesmo em meus momentos de auséncia.

Aos meus irmaos Nayara, lguaratay e Araguacy, pelo incentivo de
sempre, e constante retaguarda oferecida. Vocés participaram ativamente

desta conquista. Este titulo lhes pertence também.

A Heloisa, pelos momentos que ndo pude corresponder da forma que

eu queria, e que vOCé merecia, por seu incentivo, amor e companheirismo.

Aos Professores Canisio Ignacio Lunkes e Aloisio Pimenta por me
possibilitarem o curso de odontologia em Lavras numa época dificil para a

educacao superior.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS




Ao meu orientador, Prof. Dr. Celso Koogi Sonoda pela confianca
depositada em mim, e oportunidade de aprendizado desde o inicio da pos-
graduacéo. Agradeco a dedicacdo como orientador sempre disposto a ajudar
de maneira compreensiva e paciente, e por permitir a realizacdo deste trabalho

mesmo fora da sua linha de pesquisa.

A minha co-orientadora, Prof?. Dr?. Roberta Okamoto, que soube ser
orientadora e cumplice neste, e em outros trabalhos, com sabedoria,
dedicacdo, e acima de tudo carinho. Obrigado pela acolhida e transmissao de
conhecimentos seguros, e precisos durante todo meu desenvolvimento nos
cursos de mestrado e doutorado.

“A Faculdade de Odontologia de Aracgatuba precisa muito de vocé, uma

pesquisadora nata”.

Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Anténio Carlos Guastaldi, pela sua
disposicéo de colaborar sempre. O meu muito obrigado, e sincera gratidao pelo
estimulo permanente nestes trés anos de convivio, em que fez semear em meu

coracao o sentimento de respeito e admiracao.

Ao Prof. Dr. Renato Sussumu Nishioka, responsavel pela minha
iniciacdo na vida académica, e principalmente pela preparacdo ao meu
ingresso a pos-graduacdo. N&ao existem palavras para expressar minha
gratiddo e respeito. Muito obrigado pela feliz convivéncia nestes ultimos nove
anos.

“O homem néo é o que tem ou pode. E um pouco o que sabe, muito o



que sonha, mas acima de tudo, o que faz aos outros.”
Manuel Afonso Melo
“Gratidao é o ato de ser grato a um beneficio concedido. Sou grato a
oportunidade concedida de voltar a vida académica depois de quase 10 anos

de profisséo, e o posterior ingresso a pés-graduagao.”

Aos meus chefes Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior e Prof. Dr.
Osvaldo Magro Filho, por servirem de modelo para minha vida académica,
profissional e pessoal. Vocés nos ensinaram a ser humanistas e profissionais,
além de nos inserirem pelos caminhos da Cirurgia e Traumatologia Buco-
Maxilo-Facial de forma segura, responsavel, e principalmente com a filosofia de
vanguarda. Recebam meu respeito e sincera gratiddo pela confianca
depositada, quando me convidaram para docéncia temporaria que exerci neste

departamento, sob o cargo de professor bolsista.

Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior

‘Uma virtude procurada por todos e presente em poucos é a
“TRANQUILIDADE ESTOICA”. Ainda hoje referimos as estas poucas pessoas
por ndo se deixarem inflamar por seus sentimentos, mesmo em momentos

dificeis.”

Prof. Dr. Osvaldo Magro Filho
“Pessoas cruzam nossos caminhos para nos passar energia boa,
energia positiva, vista por muitos como “LUZ”. Portanto estas pessoas sé&o

portadores de luz, Espiritos de Luz.”



Ao Prof. Dr. Paulo Sérgio Perri de Carvalho e Dra Mariliza Comar
Astolphi de Carvalho pelo feliz convivio, amizade, ensinamentos, e
informacgdes transmitidas. Recebam 0s meus sinceros agradecimentos pela
oportunidade oferecida, orientando em muitos trabalhos clinicos e cientificos no

decorrer destes anos em que cursei pés-graduacao em Aracatuba.

Ao Prof. Dr. Tetuo Okamoto, icone da odontologia, exemplo de carater,
humildade, e dedicacdo. A Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial deve
muito ao senhor. Obrigado pelo carinho, incentivo e disponibilidade em

colaborar sempre.

Ao Prof. Dr. Michel Saad Neto, por mostrar-me que experiéncia e
juventude podem caminhar juntas. A minha sincera gratiddo pelos valiosos
ensinamentos, exemplo de dedicacao, e competéncia. O senhor € um exemplo
concreto de que poés-graduacdo é educacdo, mudanca de comportamento.
Levarei comigo ndo somente seus ensinamentos da odontologia, mas o0s
ensinamentos de como compreender a vida de uma forma melhor. Aprendi com

0 senhor o sentimento de tolerancia, imprescindivel para coexisténcia humana.

Ao Prof. Dr. Eduardo Hochulli Vieira pelo incentivo e disposicdo em
colaborar sempre. Sou grato pela oportunidade oferecida de acompanhar o
servico de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, berco do nosso servico em Aracatuba. Admiro-o

pela competéncia e dedicacdo com que realiza suas tarefas, e por isso o



senhor tornou-se referéncia a todos que seguem os caminhos da Cirurgia e

Traumatologia Buco-Maxilo-Facial.

A Prof® Dr® Alessandra Aranega, pelos conhecimentos transmitidos, e
felizes momentos nestes ultimos anos. Vocé foi e serd sempre um exemplo a
ser seguido pelo pragmatismo como se dedica a educacdo de nossos alunos.

Obrigado pelo feliz convivio durante todo o curso de pds-graduacao.

A Prof?. Dr® Cristiane Mara Ruiz Souza Fattah pelo feliz convivio e
conhecimentos transmitidos nestes anos de poés-graduacdo. Vocé foi um
exemplo de dedicacado e de doacdo ao magistério, e soube o momento certo de

doar-se a sua familia.

Ao Prof. Dr. Wilson Roberto Poi, pelo carater, competéncia e extrema
dedicacdo. Minha gratiddo pelos conhecimentos transmitidos tanto na area
didatica quanto profissional. O senhor é o exemplo classico de “que nao basta

ser professor, tem que ser mestre”.

Ao Prof. Dr. Sérgio Bruzadelli Macedo, meu conterraneo, que no longo
de sua carreira académica foi professor de Cirurgia e Traumatologia Buco-
Maxilo-Facial de meus trés irmédos na Universidade de Alfenas. Nao pude
contar com a felicidade de ser seu aluno, mas tive o privilégio de té-lo como
banca examinadora em meus dois graus de poOs-graduacdo: Mestrado e

Doutorado. Agradeco pela disposi¢cédo de sempre, e prontamente atendida.



Ao Prof. Dr. Ronaldo de Sousa Ruela, meu primeiro orientador em
trabalhos cientificos, por me mostrar os caminhos da vida académica, embrido

de todo o processo que iniciaria mais tarde, ap6s dez anos de carreira clinica.

A Prof? Dr? Therezinha Nogueira, por ter me dado oportunidade do
acesso a Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos para realizar o
estagio em Patologia Bucal, época em gue estava no EAS da Base de Aviacéo

de Taubaté.

Ao Prof. Dr. Elcio Marcantonio pelo exemplo de competéncia,
humildade e dedicacdo a Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial.
Obrigado pela intervencdo novamente, junto a empresa Conexao - Sistema de

Préteses para obtencdo dos implantes osseointegraveis usados neste trabalho.

Ao Prof. Dr. Elcio Marcantonio Junior pela confianca e gentileza em
permitir a utilizacdo do Laboratério de Histologia (micrétomo Exakt) da
Disciplina de Periodontia da Faculdade de Odontologia de Araraquara —

UNESP.

Ao grande amigo e colega Prof. Dr. Albero Nori Kojima, pela ajuda
constante nos trabalhos clinicos e cientificos realizados, pelo convivio leal e
ético nestes ultimos nove anos. Obrigado por ter me ajudado na preparagao ao

ingresso a pos-graduacgao.



Ao Prof. Dr. Rogério Margonar, pela ajuda, e orientagbes constantes
nos trabalhos clinicos e cientificos; e por intervir junto a empresa Conexao

Sistemas de Proteses para aquisicao dos implantes.

Ao amigo e colega, aluno do Po6s Doutorado Prof. Dr. Anselmo
Colombo de Alencar pela disponibilidade em ajudar sempre, e por contribuir

na realizacdo desta tese.

A secretaria do Departamento e Cirurgia e Clinica Integrada Cleide
Lemes Caldazilla e familia, meu respeito pelo carinho, torcida, doacao,
amizade, ajuda e preocupacao constante. Agradeco a Deus pela oportunidade

de conhecer uma pessoa téo prestativa como voce.

A funcionaria do laboratério de histologia Dirce Colli e famila pelo
carinho com que nos recebeu, como se fossemos um membro de sua familia.
Obrigado pelos servicos prestados no laboratério, imprescindiveis para

realizacdo desta tese.

Aos Funcionarios do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada
Antonia Ferreira, Bernadete Kimura, Gilmar Martins, Odair Vicente, Paulo
Gratdo e Tina Carvalho pela ajuda em diversas etapas desta tese. Obrigado
pelo feliz convivio nos udltimos cinco anos. Meus agradecimentos por sempre
nos ajudarem em trabalhos laboratoriais, e minha admiracdo por sempre
auxiliarem nos trabalhos logisticos, permitindo o atendimento clinico a

populacdo, num exercicio constante do altruismo.



As Funcionarias da Central de Esterilizacdo Dulcinéia Teodoro, Edna
Vieira, Luciana Saad, Maria do Socorro, por realizarem seu trabalho de forma
impar. Admiro vocés pelos servicos prestados de forma impar, mesmo em
detrimento ao horério, pois vocés sempre enxergaram todos os pacientes de

uma forma muito humanista.

Aos Funcionarios do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Alan Semerine, Camilo Roberto, Jodo Batista Alves, Odair Vicente.
Agradeco a todos pela ajuda constante desde os trabalhos de dissertacdo do

mestrado, sempre no interesse de colaborar com a ciéncia.

As Funcionéarias do Servico Clinico-cirargico de Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial Ana Claudia Assis, Camila Kastein,
Cristiane Borrachini, Claudia Macedo, Michele Marques, e Patricia Goncaves
por sempre nos atenderem de prontiddo, visando colaborar para o bem estar

da equipe, com um profissionalismo invejavel.

A minha amiga e colega de todos os momentos da poOs-graduacéo
Thallita Pereira Queiroz, por sua simplicidade e simpatia. Obrigado pela
acolhida, partilha de conhecimentos, e ensinamentos transmitidos durante todo
0 periodo que convivemos. Nos momentos mais dificeis que enfrentamos se
nao fosse sua insisténcia certamente o resultado n&o seria 0 mesmo. Receba

minha admiracdo por sua competéncia, dedicagéo, e honestidade.



Ao meu amigo de poés-graduacdo Albanir Borrasca Gabriel pela
oportunidade do feliz convivio durante todos estes anos. As amizades que séo
verdadeiras duram para sempre. VoOcé se mostrou uma pessoa com principios
ilibados, principios tdo dificeis nos dias atuais. Receba minha admiracdo e

respeito por sua competéncia, dedicacdo, e honestidade.

A minha colega de pés-graduacdo Camila Ricieri Benez pela amizade
que o tempo ndo apagou. Mesmo apds o fim do mestrado ndo perdemos

contato, mostrando que uma amizade verdadeira o tempo nao apaga.

A minha colega de poés-graduacdo Jéssica Lemos Gulinelli, pelo
companheirismo e ajuda de sempre de forma disposta. Receba minha
admiracdo pela sua determinacdo em seguir seus sonhos sem medo do

insucesso.

A minha amiga de pdés-graduacao Elod Luvizuto pela ajuda constante
sempre de forma competente, e sem interesses. Sou grato pelas orientacdes
no preparo dos artigos cientificos. Obrigado por ser sempre prestativa e

paciente em todos 0s momentos.

A minha colega de doutorado Karin Ellen Sisti pela disposicdo em
colaborar sempre, mesmo longe, e pelo carinho com que executou todos 0s

nossos trabalhos.



Aos meus Colegas de PoOs-Graduacado Carolina Chiantelli, Cristiano
Gaujac, Daniela Coelho, Eduardo Faco, Leandro Carvalho, Leandro Cardoso,
Marcelo Kayati, e Thais Silveira por terem nos acolhido de forma carinhosa e
servirem de referéncia para nossas atividades académicas e hospitalares.

Ficam as saudades....

Ao meu amigo de pos-graduacdo Abrao Cavalcante Gomes de Souza
pela oportunidade do feliz convivio durante os plantdes hospitalares, em que se
mostrou uma pessoa de fino trato, nos ajudando e ensinando sempre de forma

prestativa.

Ao meu amigo de pés-graduacao Fernando Pozzi Semeguini pelo feliz
convivio nestes anos de poés-graduacdo em que trabalhamos duro e
intensamente em nossos trabalhos, que de certa forma foram trabalhos irmaos,

pois foram concebidos pelo mesmo orientador.

As minhas amigas de pos-graduacdo Pamela Leticia e Heloisa
Fonseca Mardo por estarem presente sempre no intuito de colaborar com a

realizacdo deste trabalho, e na realizacéo de diversos trabalhos clinicos.

A todos de minha Familia, em Especial, parte de minha vida. Vocés
sempre prezaram pelos estudos, mostrando o caminho para tornar-mos
pessoas melhores. Nao tenho como cita-los um a um, mas agradec¢o todos em

pensamento por demonstracéo de carinho, amor, compreensao.



A Sra Maria Pedroso e familia por me receberem de forma carinhosa
na cidade de Francisco Morato. Atualmente vocés tornaram um segmento de
minha familia, e sempre me apoiaram nos momentos dificeis, oferecendo

retaguarda. Obrigado pelo incentivo de sempre.

A Milton Nimia, Maria José Nimia e familia por me receberem de
bracos abertos em Aracatuba, como um membro de sua familia. Obrigado pelo

companheirismo, e retaguarda oferecida.

A todos os Alunos de Graduacdo da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba e da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos que foram
o verdadeiro motivo de toda esta caminhada de pos-graduacdo. Esperamos ter

contribuido em suas formac¢des académicas.



AGRADECIMENTOS...




A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARACATUBA, FOA - UNESP,
sob direcdo do Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé e vice-dire¢do da Prof®.
Dr®. Ana Maria Soubhia pela oportunidade de realizacdo da pés-graduacéo,

desde o curso de mestrado até ao tdo almejado doutorado.

A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA, FOAr -
UNESP, por ter disponibilizado o laboratério de histologia e o0 micrétomo Exakt,
imprescindivel para realizacdo da analise histométrica presente nesta tese,

além de sempre nos receber de forma amigavel e receptiva.

A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE SAO JOSE DOS CAMPOS,
FOSJC - UNESP, por ter me oferecido o PROAC e curso de atualizacdo em
implantodontia, sob coordenacdo dos Professores Doutores Marco Antdnio
Botino e Renato Sussumu Nishioka, além da oportunidade de preparar-me ao

ingresso aos caminhos da pés-graduacao.

Ao INSTITUTO DE QUIMICA DE ARARAQUARA - IQ — UNESP, pela
oportunidade de cursar como aluno ouvinte a disciplina de “Ciéncia Aplicada
aos Biomateriais”, e por ter disponibilizado o Laboratorio de Biomateriais para
realizacdo das modificacbes das superficies experimentais presentes nesta

tese, sob orientacéo e supervisdo do Prof. Adj. Antdnio Carlos Guastaldi.

A UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS - UFSCAR, por ter
disponibilizado o Laboratério de Caracterizacdo Estrutural, pertencente ao

Departamento de Materiais — DEMA, imprescindivel para as caracterizacbes



das superficies analisadas nesta tese. Agradeco aos técnicos, Diego e Vitor

gue nos atenderam sempre de forma prestativa.

Aos AMIGOS DO CURSO DE DOUTORADO EM CIRURGIA: Abréao
Cavalcante Gomes de Souza Carvalho, Albanir Gabriel Borrasca, Carolina
Chianteli Claudio Coutinho, Jéssica Lemos Gulinelli, Leandro de Carvalho
Cardoso, Marta Alaide Salin, Marcos Heidy Guskuma, Nicolas Homsi, Paulo
Esteves Pinto Farias, Rodolpho Valentini Neto, Thais da Silveira Rodrigues,

Thallita Pereira Queiroz, Walter Betoni Junior pelo feliz convivio.

Aos AMIGOS DO CURSO DE MESTRADO EM CIRURGIA: Cassiano
Pereira, Elisa Matias Sartori, Fernando Guastaldi, Ellen Gaetti Jardim, Heloisa
Maréo Fonseca, Jonathas Caldeira Esteves, Pamela Leticia dos Santos, Pedro
Ivo Santos Silva, Walter Cristiano Gealh. Obrigado pelos conhecimentos

compartilhados.

Aos DOCENTES DA DISCIPLINA DE CIRURGIA: Professores Titulares
Michel Saad Neto, Paulo Sérgio Perri de Carvalho, Professores Adjuntos
Osvaldo Magro Filho, Idelmo Rangel Garcia Junior, e Professoras Doutoras
Cristiane Mara Ruiz Souza Fattah, Alessandra Marcondes Aranega, e Daniela
Ponzoni pela paciéncia em ensinar, disponibilidade de sempre, e grandes
ensinamentos transmitidos durante as clinicas de cirurgia realizadas no

decorrer destes ultimos cinco anos.



Aos DOCENTES DA DISCIPLINA DE CLINICA INTEGRADA:
Professores Adjuntos Wilson Roberto Poi, Celso Koogi Sonoda, Soénia
Panzarini, Professores Doutores José Carlos, Denise e Daniela pela constante

disponibilidade em colaborar, mesmo em momentos inoportunos.

Aos DOCENTES DA DISCIPLINA DE PROTESE FIXA DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE SAO JOSE DOS CAMPOS Professor
Adj. Renato Sussumu Nishioka, Professores Doutores Fernando Takahashi,
Daniel Andreata, Alberto Nori Kojima por servirem de exemplo e ponto de

referéncia na carreira do magistério.

A EQUIPE DE BIOMATERIAIS DO INSTITUTO DE QUIMICA DE
ARARAQUARA — UNESP Prof. Adj. Antonio Carlos Guastaldi, Prof. Dr. Nison
Tamarinho de Oliveira, Prof®. Dr* Anai Herrera, Prof. Dr. Heverson Tavares e
os alunos de pds-graduacdo Camila Scapin, Diego Clemente, Edson Almeida
Filho, Juliana Figueiredo, Vinicius Pavinato por colaborarem na execucao desta

tese.

Aos FUNCIONARIOS DA POS-GRADUACAO: Diogo, Marina e Valéria,
pela paciéncia, disponibilidade, alegria, e admiravel interesse em nos servir

sempre.

Aos FUNCIONARIOS DA BIBLIOTECA da Faculdade de Odontologia

de Aracatuba, Isamar, Claudio, Alexandra, Maria Claudia, Claudio, Ana



Claudia, Isabel, Ana Paula, Luzia, Fatima, Denise e Ivone pela disponibilidade

de sempre.

A funcionaria do laboratério de histologia da faculdade de Odontologia
de Araraquara Ana Claudia Gregolin Costa Miranda pela disponibilidade de
sempre. Agradeco suas orientacdes nos trabalhos realizados no laboratério de

histologia.

Ao amigo e colega do curso de Doutorado em Periodontia da UNESP —
Araraquara: Rafael Silveira Faeda, pela paciéncia, e disponibilidade de
colaborar nos trabalhos realizados no laboratério de histologia (Micrétomo

Exakt) da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP.

Aos meus colegas de profissdo Dr. Alexandre Tomokasu, Dr. Araguacy
Avila, Dr. Cristiano Umemura, Dr. Francisco Oscar, Dr* Luana Gongalves, Dr?
Nayara Avila, Dr. Nelson Padilha, Dr. Mauricio Rodrigués, Dr. Ricardo
Vasquez, Dr® Sénia Bressane e a equipe clinico - cirirgica Antdnia de Moraes,
Amanda Moreira, Edilene da Silva, Edna Aparecida, Enf. Liliane Almeida, Flavia
Donola, Simone de Macedo, Marcella Sanches, por sempre prezarem para o

bom funcionamento da clinica Universo do Sorriso.

Aos meus amigos e colegas de poés-graduacdo, e de apartamento
Rodolpho Valentim Neto, Paulo Esteves Faria Pinto e Albanir Borrasca

Gabriel pelo feliz convivio nestes ultimos anos de forma respeitosa. Passamos



bons momentos que ficardo guardados em nossas memorias. Obrigado a

todos.

A CONEXAO - SISTEMA DE PROTESES, em nome do Dr. Rodolfo
Candida Alba Junior pela gentileza e disponibilidade em ceder os implantes e
chaves utilizadas no experimento deste trabalho, bem como pela confianca em

nos depositada.

A CAPES, pela concessdo da Bolsa de Mestrado e Doutorado,
indispensavel para realizacao de trabalhos de pos-graduacéo e para progresso

da ciéncia no Brasil.



FPIGRAFE
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Estudo comparativo in vivo de implantes Ti-cp com superficies
comerciais e modificadas por laser sem e com depdsito de silica:
Andlises biomecanica, topografica e histométrica.

Resumo Geral

Proposicédo: O objetivo deste estudo foi comparar o comportamento biologico
e mecanico do tecido 6sseo ao redor de implantes de superficies comerciais
modificada por condicionamento acido (SA), e usinada (SU), com implantes de
superficies experimentais modificada por laser (SL), e modificada por laser com
depdsito de silica (SS), empregando-se as analises biomecanica, topografica e
histométrica.

Material e Métodos: Trinta coelhos receberam 120 implantes de 3,75x10mm
em suas tibias direita e esquerda, sendo dois implantes de cada superficie por
tibia. O implante localizado mais superior, instalado na metafise tibial foi
utilizado para o ensaio biomecanico, descrito no capitulo I; e o implante
localizado abaixo deste, instalado na epifise tibial foi utilizado para o estudo
histométrico, descrito no capitulo Il. A morfologia das superficies dos implantes
foi analisada por microscopia eletrdnica de varredura (MEV), e por
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) antes, e apds 4
semanas de implantacdo e remocdo por torque reverso. Medidas de
rugosidade e seccao transversal foram obtidas. Apds periodos de 4, 8, e 12
semanas realizou-se 0 ensaio biomecanico, e apds 0s animais sofreram
eutanasia. As pecas do implante localizado na epifise tibial foram levadas ao
microtomo para corte sem descalcificagdo. A analise histométrica foi realizada
empregando-se microscopia Optica. Foi mensurada a extensdo linear de

contato entre 0sso e implante (ELCOI), e a area 6ssea (AO). Uma lamina de
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cada superficie do periodo de 4 semanas foi metalizada para realizacdo da
analise do mapeamento elementar por MEV-EDS.
Resultados: A caracterizacdo topografica mostrou diferencas entre as
superficies analisadas, e os valores de rugosidade média das SL e SS foram
estatisticamente superiores (p<0,05) a SA. Na comparacdo estatistica dos
valores obtidos pelo ensaio biomecanico, verificou-se em 4 semanas que 0s
implantes SS e SL apresentaram torque de remocao superior (p<0,05) aos SU
e SA. No periodo de 8 semanas o torque de remocdo dos implantes SS e SL
foi estatisticamente superior (p<0,05) ao SU, e em 12 semanas somente SS foi
estatisticamente superior (p<0,05) ao SU. Na andlise histométrica a (ELCOI) e
(AO) dos implantes SL foram estatisticamente superiores (p<0,05) a SA e SU
nos periodos de 4, 8 e 12 semanas. A (ELCOI) e (AO) dos implantes SS foram
estatisticamente superiores (p<0,05) a SU nos periodos de 4, 8 e 12 semanas,
e estatisticamente superiores (p<0,05) a SA nos periodos de 8 e 12 semanas.
A (ELCOI) dos implantes SA foi estatisticamente superior (p<0,05) a SU no
periodo de 4 semanas. O mapeamento elementar mostrou altos picos de célcio
e fésforo em todos grupos no periodo de 4 semanas.
Conclusado: Diante da metodologia empregada, e dos resultados obtidos
concluiu-se que as modificacdes topogréficas e fisico-quimicas realizadas nas
SS e SL aceleraram as fases do processo de reparo ao redor de implantes,
favorecendo a interagdo entre tecido 0sseo e implante, e proporcionaram
melhores niveis de osseointegracao.

Palavras Chave: 1 — Reparo Osseo; 2 — Laser; 3 — Histométrico;

4 — Osseointegracao; 5— Superficie.
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Comparative in vivo study of cp-Ti implants with commercially available
surfaces and those modified by laser, with and without silica deposition:
Biomechanical, topographic and histometric analyses.

General Abstract

Purpose: The aim of this study was to compare the biologic and mechanical
behavior of bone tissue around implants with commercially available surfaces,
modified by acid etching (SA), and machined surfaces (SU), with the
experimental surfaces modified by laser (SL), and modified by laser with silica
deposition (SS), using biomechanical, topographic and histometric analyses.
Materials and Methods: Thirty rabbits received 120 implants measuring
3,75x10mm in their right and left tibias, being two implants of each type of
surface per tibia. The implant located in the uppermost position, inserted in the
tibial metaphysis, was used for the biomechanical test, described in Chapter I;
and the implant located below this, inserted in the tibial epiphysis, was used for
the histometric study, described in Chapter Il. The morphology of the implant
surfaces was analyzed by scanning electron microscopy (SEM) and by energy
dispersive X-ray spectrometry (EDS) before and after 4 weeks of implantation
and removal by reverse torque. Mean roughness and cross-sectional
measurements were obtained. After periods of 4, 8, and 12 weeks the
biomechanical test was performed, and after this the animals were euthanized.
The parts of the implant located in the tibial epiphysis were taken for cutting
nondecalcified on a microtome. Histometric analysis was performed using an
optical microscope. The bone interface contact (BIC), and the bone area (AO)
were measured in percentages. A slide of each surface in the period of 4 weeks

was metalized in order to analyze the element mapping by means of SEM-EDS.
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Results: The topographic characterization showed differences between the
analyzed surfaces, and the mean roughness values of SL and SS were
statistically higher (p<0,05) than those of SA. In the statistical comparison of the
values obtained by the biomechanical test, it was verified that at 4 weeks the
implants SS and SL presented a higher removal torque (p<0.05) than SU and
SA. At 8 weeks the removal torque of implants SS and SL was statistically
higher (p<0.05), than that of SU, and at 12 weeks, only SS showed a
statistically higher value (p<0.05) than SU. In the histometric analysis, the (BIC)
and (AO) of SL implants were statistically higher (p<0.05) than those of SA and
SU in the periods of 4, 8 and 12 weeks. The (BIC) and (AO) of SS implants
were statistically higher (p<0.05) than those of SU in the periods of 4, 8 and 12
weeks, and statistically higher (p<0.05) than that of SA in the periods of 8 and
12 weeks. The (BIC) of SA implants was statistically higher (p<0.05) than that of
SU in the period of 4 weeks. Element mapping showed high peaks of calcium
and phosphorous in all groups in the period of 4 weeks.

Conclusion: In view of the methodology used and the results obtained, it was
concluded that the topographical and physico-chemical modifications performed
in (SS) and (SL) accelerated the stages of the repair process around implants,
favoring the interaction between bone tissue and implant, and provided better
levels of osseointegration.

Keywords: 1 — Bone Repair; 2 — Laser; 3 — Histometric;

4 — Osseointegration; 5 — Surface.
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1.0 - Introducéo Geral

O processo de reparacdo da interface formada entre 0sso e implante
pode ser dependente de uma série de fatores, entre eles o tipo de superficie. A
caracterizacdo topografica da superficie do implante promove uma superficie
porosa. Esta texturizacdo representou um avanco na implantodontia, uma vez

que foi observado o aumento do tecido 6sseo em contato com a superficie do

. ~ . 1
implante, uma forca de torque de remocdo maior,” e consequentemente uma

~ : x 23
reducdo do processo temporal da osseointegracdo,”” quando comparado aos

implantes de superficie usinada.

Nos ultimos anos diferentes processos para modificacdes topogréficas e
guimicas foram sugeridos em implantes osseointegraveis. Estas modificacfes
podem ser obtidas por métodos de adi¢cdo ou subtracdo. No método de adicdo
ocorre 0 acréscimo de um material a superficie do implante. Este material
adicionado pode ser do mesmo do corpo do implante ou ndo. Um dos primeiros

45,6

meétodos de tratamento de superficie foi a adicdo de hidroxiapatita. Outro

método de adicdo muito comum é a aspersao térmica por plasma, também
chamado de plasma spray. Neste método particulas aquecidas do material sdo
lancadas a alta velocidade sobre o corpo do implante por meio de uma chama

L . 7,8
ionizada em temperaturas muito altas.”

Ja os métodos de subtracdo sdo os mais utilizados pelas empresas de
implante. As técnicas mais empregadas s&o: Condicionamento acido,
jateamento e associacdes de jateamento e condicionamento acido. Na técnica
de condicionamento acido sao utilizados acido cloridrico, sulfarico, nitrico e
fluoridrico em determinadas concentracbes e tempos de exposicao,

constituindo assim, o segredo de industria em cada superficie. Os principais
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materiais para jateamento sdo: Oxido de titanio, 6xido de aluminio, areia e
fosfato de calcio. Estas superficies apresentam uma topografia com presenca
de vales e picos, comum neste processo de subtracdo. O objetivo €
proporcionar uma superficie texturizada com rugosidade variando de 1 a 3 pm,

promovendo uma melhor estabilizacdo do coagulo, reduzindo o tempo de
: ~ 1
osseointegracgao.

Novos métodos de caracterizacdo de superficies tém surgido nos ultimos

anos. Um método recente para modificacdo da microtopografia da superficie de

. : o - . .~ 910,11,12
implantes foi a oxidacdo anddica, também chamada de anodizacdo.”™

Neste processo o implante é colocado em uma célula eletrolitica, servindo
como anodo, que sob condi¢cdes controladas, o campo elétrico guiara o
processo de oxidacdo que ocorrera no anodo, ou seja, o implante, resultando

no aumento da camada de oxido de titanio, além da possibilidade da adicdo de

11,12

outros elementos quimicos como o fosfato. O objetivo final € acelerar o

processo de osseointegracao.
Atualmente as pesquisas de superficies de implante tém-se voltado para
desenvolver uma modificacdo de superficie em escala nanométrica. Sabe-se

que os tratamentos de superficie em escala micrométrica proporcionam

11,12

superficies favoraveis a osseointegracao. Entretanto sugere-se que as

modificacbes em escala nanométrica afetem tanto a topografia quanto as

14,15,16

propriedades fisico quimicas da superficie, potencializando as respostas

13,14

bioldgicas durante o processo de osseointegracao. Os parametros para a

nanotopografia tém sido definidos como uma superficie que apresente uma

rugosidade com magnitude de 100 nm ou menos.*"*



39

A modificacdo por feixe de laser € um método novo, e que pode ser
realizado em escala nanométrica. Este método foi introduzido nos ultimos anos

para a caracterizacdo da superficie do implante. Usado inicialmente pela
. . .18 . . . . .
engenharia de materiais,” foi visto pela comunidade cientifica de forma

bastante promissora. O seu mecanismo de acdo esta baseado na criacdo de
uma populacéo de elétrons estimulados a sairem de seu estado natural para
um estado de maior energia, e que ao retornarem ao seu estado natural,

emitem fétons com uma energia correspondente a energia de transicdo de
e cp: ~ ;. ;. ;. . 20
elétron, levando a uma modificacao fisico quimica da superficie do implante.

Este processo apresenta as vantagens de ser realizado de forma controlada,
livre de elementos contaminantes em sua estrutura, ser relativamente simples e

apropriado para aplicacdo em implantodontia, além de fornecer uma

. ~ fevi o 2,21
texturizacao em escala nanométrica.”

Vérios trabalhos experimentais in vitro e in vivo, bem como estudos
clinicos longitudinais foram realizados com o objetivo de comparar diferentes
métodos de tratamento de superficies com a superficie usinada. Estes
trabalhos quase sempre procuravam avaliar o quanto o tratamento de

superficie poderia interferir no complexo mecanismo da osseointegracao.



40

2.0 — Proposicao

O objetivo deste trabalho foi comparar o comportamento biolégico e
mecanico do tecido 6sseo ao redor de implantes de superficies comerciais,
modificada por condicionamento acido, e usinada, com as superficies
experimentais modificada por laser, e modificada por laser com deposito de
silica, empregando-se as analises biomecanica, topografica e histométrica,
conforme descrito nos capitulos | e Il. Realizou-se também a revisdo da
literatura, relacionando a modificacdo da superficie do implante com a

modulacao da resposta bioldgica.
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3.0 - Revisao da literatura

Os trabalhos iniciais de osseointegracdo desenvolvidos por Branemark
et al. (1969)22 foram realizados usando titanio comercialmente puro (Ti-cp) com

superficie usinada. Estes implantes eram instalados em regido de osso de boa

qualidade com o aguardo do periodo de cicatrizacdo de 3 a 4 meses para
. . 23 , .
mandibula, e de 4 a 6 meses para maxila.”” Varios estudos comprovaram a

alta taxa de sucesso com o emprego desta superficie, e até os dias atuais foi a

L. . ) . . 3,24,25,26,27,28,29,30
superficie mais testada e avaliada em estudos experimentais,™ "=~

31,32,33,34,35,36

e clinicos longitudinais. Devido ao alto indice de sucesso

alcancado com a osseointegracdo houve uma extrapolacdo da técnica, e
passou-se a instalar implantes em osso de baixa densidade, ao mesmo tempo
em que era exigido um menor periodo de osseointegracdo, e/ou o
carregamento oclusal imediato. No objetivo de sanar estas exigéncias, as

. ) . . L, 7
pesquisas foram direcionadas para o desenvolvimento de novas superflcua\s.3

1,5,38,39,40

Estas pesquisas mostraram que o0s niveis de osseointegracéo

estavam relacionados com o grau de rugosidade da superficie. A rugosidade
superficial parece favorecer a interacdo mecanica entre implante e 0sso,
estimulando a osseointegracdo, pelo fato das biomoléculas teciduais

adaptarem mais firmemente a superficie do implante“. Cooper (2000)37

realizou uma revisdo da literatura e destacou cinco fatores co-relacionados a
rugosidade superficial do implante e a reposta bioldgica. Sdo eles:

(1) — Aumento da area de contato da superficie do implante;

(2) - Favorecimento da adesdo celular a superficie do implante;

(3) - Aumento da quantidade de tecido 6sseo com a superficie do implante;
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(4) - Aumento da interacédo biomecanica do osso com implante;
(5) - Inflamacédo da mucosa periimplantar, caso a superficie rugosa fosse
exposta ao meio bucal.

Sendo assim, logo observado que as caracteristicas da superficie
exerciam significante influéncia sobre a interface formada entre osso e
implante, varias estratégias foram empregadas para modificar a topografia
ou textura do implante. Atualmente as caracteristicas da superficie dos
implantes podem ser modificadas por métodos de adicdo como nos
processos de plasma spray de titdnio e recobrimento por hidroxiapatita. Ja
pelo método de subtragcdo, o0s processos mais utilizados sdo o
condicionamento 4&cido, jateamento, associacdo entre jateamento e

condicionamento acido, oxidacao anddica e modificacdo por feixe de laser.

3.1 - Modificacédo por Plasma Spray de Titanio (TPS)
Leadermann et al. (1998)40 relataram a analise histoldégica de quatro

implantes com superficie plasma spray de titanio (TPS) ap6s 12 anos de
carga funcional de uma sobre-dentadura retida por meio de barra em uma
paciente de 95 anos. A andlise histolégica revelou completa
osseointegracdo tanto no 0sso cortical quanto no medular. O indice de
contato osso-implante variou entre 70 e 80%, com sinais de remodelagao
O0ssea. Os autores concluiram que os implantes (TPS) possibilitaram

sucesso satisfatorio em longo prazo.
42 : ~
Karabuda et al. (1999) = compararam num estudo experimental em cées

implantes recobertos por hidroxiapatita com implantes (TPS) por meio da

andlise histologica e histométrica. Foi encontrado um indice de contato
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osso-implante de 61,84 + 7,84% para HA, e de 51,35+ 12,1% para (TPS),
sendo observadas evidencias de reabsorcdo da camada de HA. Os autores
concluiram que a superficie HA ofereceu um maior contato osso-implante
comparado a (TPS), porém esta dltima proporcionou uma maior
estabilidade em longo prazo.

Com o objetivo de avaliar processo e reparo da interface formada entre
0sso e implante durante a regeneracdo 6ssea guiada, Lima et al. (2003)43

instalaram 12 implantes de superficie usinada e 12 implantes de superficie
(TPS) em 4 cées. A formacdo 0ssea na area de regeneracdo 0ssea guiada
foi de 12% e 32% para superficie (TPS) nos periodos de 16 e 24 semanas
respectivamente, ao passo que para superficie usinada foi de 0,0% e 3,6%
nestes mesmos periodos. Os autores concluiram que a superficie (TPS)
influenciou de forma positiva a osseointegracdo tanto no 0SSO

remanescente quanto na area regenerada.

3.2 - Modificacdo por Recobrimento por Hidroxiapatita (HA)
Gotfredsen et al. (1995)5 avaliaram 156 implantes apresentando as

superficies jateadas por TiO,, recobertas por HA, e usinada instalados nas
tibias de 26 coelhos. Apds periodos de 3 e 12 semanas realizaram-se as
analises biomecéanica e histométrica. Os implantes com superficie HA
apresentaram torque de remocgao estatisticamente superior aos implantes
com superficie de TiO, e usinada, enquanto o torque de remocdo dos
implantes de TiO; foi estatisticamente superior aos implantes de superficie
usinada. Na analise histométrica os implantes se superficie TiO;

apresentaram contato osso-implante estatisticamente superiores aos
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implantes de superficie usinada no periodo de 3 semanas, ao passo que
igualaram-se no periodo de 12 semanas. Os implantes recobertos por HA
apresentavam-se com fratura do recobrimento na porcao inferior das
espiras, e a quantidade de HA presente nas espiras foi menor no periodo de
12 semanas comparado ao periodo de 3 semanas. Os autores concluiram
qgue pelos resultados obtidos, sugere-se que implantes recobertos por HA
sofrem biodegradacdo da camada de hidroxiapatita, afetando sua

estabilidade em longo prazo.
Biesbrock & Edgerton (1995)44 realizaram uma revisdo da literatura

sobre a previsibilidade no uso de implantes recobertos por HA. Os autores
relataram que o0s estudos clinicos anteriores mostravam uma taxa de
sobrevida curta destes implantes, variando de 6 meses a 6 anos, quando
comparados aos implantes de superficie usinada. Os principais problemas
relatados foram a fratura e dissolucao do recobrimento de HA, bem como a
adesdo bacteriana a mesma. Outros estudos mostravam que implantes
recobertos por HA eram uma boa alternativa para o0ssos de baixa
densidade, instalacdo imediata em alvéolos, apds o procedimento de
exodontia, em regides de enxerto 6sseo, e quando houvesse necessidade
do uso de implantes curtos. Os autores concluiram na época, que novos
estudos longitudinais eram necessarios para validar as observacoes feitas.
Uehara et al. (2004)45 relataram o caso clinico de dois implantes
recobertos por HA, correspondentes aos dentes 36 e 37 que foram
removidos por meio de broca trefina em um paciente que sofreu fratura do
parafuso de fixacdo, apos 18 meses de carga oclusal, devido a um acidente

automobilistico. Os implantes foram submetidos a analise histolégica que
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mostrou um indice de contato osso-implante de 87% e 94,4% para 0s
implantes correspondentes aos dentes 36 e 37 respectivamente. A conexao
entre o recobrimento de HA e o titanio apresentava-se intima e constante.
Os autores concluiram haver evidéncia histologica de um alto grau de
osseointegracdo nestes dois implantes recobertos por HA apos 18 meses

em funcao oclusal.
Binahmed et al. (2007)46 realizaram um estudo retrospectivo da taxa de

sucesso em 90 pacientes que tiveram um total de 302 implantes recobertos
pos HA, sendo 226 implantes instalados em mandibula e 76 implantes
instalados na maxila. Foi medido a taxa de sucesso aos 5 e 10 anos. A taxa
de sucesso acumulado no periodo de 5 para 6 anos foi de 90,26% para
implantes instalados na mandibula, e de 78,47% na maxila. Aos 10 anos a
taxa de sucesso acumulado foi de 85,40% na mandibula, e de 70,59% na
maxila. Os autores concluiram que implantes recobertos por HA
apresentaram uma taxa de sucesso acumulado média de 82% apds 10
anos de funcdo oclusal em implantes instalados em maxila e mandibula, e
gque a taxa de sucesso acumulado foi maior na mandibula quando
comparado com a maxila, ao mesmo tempo em que ocorreu um declinio

desta quando comparados os periodos de 5 e 10 anos.

3.3 - Modificacdo por Condicionamento Acido
Klokkevold et al. (1997)l compararam as superficies usinada e

modificada por condicionamento acido (Osseotite — Boimet 3i, Palm Beach
Gardens, Florida, EUA) por meio da andlise biomecanica em implantes

instalados em fémures de coelhos. Apds periodo de 60 dias o torque
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reverso medio foi de 20,5 £ 6,59 Ncm e 4,95 + 1,61 Ncm para as superficies
Osseotite e usinada respectivamente. Os autores sugeriram que O
condicionamento acido aumentou significativamente o grau de
osseointegracao, determinado pela resisténcia do torque de remocédo dos

implantes.
Trisi et al. (2003)47 compararam implantes de superficies usinada e

modificada por condicionamento acido por meio da analise histométrica.
Onze implantes apresentando uma face modificada por condicionamento
acido, e outra de superficie usinada foram instalados na regido posterior da
maxila de onze pacientes. Apos 60 dias de cicatrizacdo os implantes foram
removidos por meio de broca trefina. A analise histométrica evidenciou um
indice de contato osso-implante de 47,81% e 19,0% para a superficie
modificada por condicionamento acido e usinada respectivamente. Os
autores concluiram que ap0s 2 meses de cicatrizacdo, implantes
modificados por condicionamento acido podem receber carga oclusal

funcional.
Stach & Kohles (2003)48 avaliaram o indice de sucesso de implantes

com superficies usinadas e modificados por condicionamento acido por
meio da meta-analise. Os dados foram obtidos de dezoito estudos
prospectivos e multicentro, em que foram avaliados 2.614 implantes com
superficie usinada e 2.288 implantes com superficie modificada por
condicionamento &cido (Osseotite — Boimet 3i, Palm Beach Gardens,
Flérida, EUA). O indice de sucesso acumulado em quatro anos foi de 92,7%
para a superficie usinada, sendo 93,6% para implantes instalados em 0sso

de boa densidade e 88,2% em osso de baixa densidade. Ja para a
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superficie modificada por condicionamento acido o indice de sucesso
acumulado foi de 98,4%, sendo 98,4% em osso de boa densidade e 98,1%
em 0sso de baixa densidade. Os autores concluiram que a qualidade 6ssea
parece ter grande impacto sobre a superficie usinada, efeito ndo observado
sobre a superficie modificada por condicionamento acido. Portanto
implantes Osseotite (Osseotite — Boimet 3i, Palm Beach Gardens, Flérida,
EUA) apresentaram superioridade no indice de sucesso acumulado em
areas de baixa qualidade O6ssea quando comparados aos implantes de

superficie usinada.
Qahash et al. (2007)49 avaliaram a influéncia da modificacdo da

superficie por condicionamento acido em éarea de regeneracdo Ossea
guiada, usando proteina osteomorfogenética humana num experimento
realizado em oito cées. Implantes de 10 mm de comprimento, sendo 2
implantes de superficie usinada e 1 de superficie modificada por
condicionamento acido (Osseotite — Boimet 3i, Palm Beach Gardens,
Flérida, EUA) foram instalados 5mm acima da crista alveolar em cada
animal. O defeito vertical foi preenchido por proteina osteomorfogenética
(rhBMP-2 - Wyeth Research, Cambridge, MA,) e recoberto por membrana
absorvivel de colageno (ACS - Integra Life Sciences, Plainsboro, New
Jersey, EUA). O indice de contato osso-implante na regido regenerada apos
periodo de oito semanas foi de 12,3 *+ 6,8% para superficie modificada por
condicionamento &cido e de 7,9 £ 3,1% para superficie usinada. Ja na area
de osso residual, o indice de contato osso-implante foi de 59,7 + 11,3% e
40,7 + 21,2% para as superficies modificadas por condicionamento acido e

usinada respectivamente. Os autores concluiram que implantes de
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superficie modificada por condicionamento acido (Osseotite — Boimet 3i,
Palm Beach Gardens, Flérida, EUA) apresentaram efeito positivo sobre a

osseointegracdo em areas 6sseas regeneradas.

3.4 - Modificacdo por Jateamento e Associacdes
Buser et al. (1991)38 avaliaram seis diferentes tipos de superficies

durante o processo de osseointegracdo em seis mini-pigs por meio da
analise histométrica. As superficies avaliadas foram:

E — Eletropolidas;

SL — Jateadas por particulas grandes (25 a 50 pym);

SLA - Jateadas por particulas grandes (25 a 50 ym) e condicionada por
acido;

SMP - Jateadas por particulas médias (12 a 25 ym) e condicionadas por
acido;

TPS — Plasma spray de titanio;

HA — Plasma spray de Hidroxiapatita.

Apoés seis semanas 0s maiores indice de contato osso-implante foram das
superficies SLA e HA e os menores das superficies E e SMP. Os autores
concluiram que as superficies SLA e HA foram as mais promissoras, sendo
necessarios novos estudos para avaliacdo da estabilidade biol6gica do

recobrimento de HA.
Buser et al. (1988)50 compararam implantes de superficie modificada por

condicionamento &cido (Osseotite — Boimet 3i, Palm Beach Gardens,
Flérida, EUA) com implantes de superficie SLA (Straumann Dental Implant

Systen, Basel, Switzerland) por meio da andalise de frequéncia de
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ressonancia. Os resultados mostraram um RTV de 62,5 Ncm, 87,6 Ncm, e
95,7 Ncm para a superficie Osseotite nos periodos de 4, 8 e 12 semanas
respectivamente. Ja para a superficie SLA o RTV foi de 109,6 Ncm, 196,7
Ncm e 186,8 Ncm nos periodos de 4, 8, e 12 semanas respectivamente. Os
autores concluiram que a superficie SLA foi bastante promissora,

principalmente por reduzir o tempo de osseointegracao.
Buser et al. (1999)51 compararam as superficies SLA, TPS e usinada por

meio da analise de torque de remocdo em implantes instalados na maxila
de mini-pigs nos periodos de 4, 8 e 12 semanas. Os resultados mostraram
que as superficies SLA e TPS apresentaram valores de torque reverso
estatisticamente superiores a superficie usinada. A superficie SLA
apresentou valor de torque reverso superior a TPS, mas sem diferencas
estatisticamente significantes no periodo de 4 semanas, enquanto nos
periodos de 8 e 12 semanas os resultados foram similares. Os autores
concluiram que a interface formada entre osso e implante foi
significativamente influenciada pelas caracteristicas de superficie neste
estudo.

Amarante e de Lima (2001)52 realizaram uma revisdo de literatura das
superficies SLA e TPS. Os autores destacaram os resultados promissores
da superficie SLA, em que sua rugosidade foi capaz de influenciar no
periodo de osseointegracdo, permitindo o carregamento oclusal precoce,
além de ampliar a gama de aplicacbes possiveis para 0sso de baixa

densidade, ou favorecer sua aplicagdo em areas regeneradas.
Kesser-Liechti et al. (2008)53 mensuraram a estabilidade primaria de 240

implantes SLA (Straumann Dental Implant Systen, Basel, Switzerland)
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instalados na mandibula de humanos por meio da analise de freqiiéncia de
ressonancia, sendo 205 implantes ap6s 1 a 10 anos em funcédo oclusal,
instalados 94 pacientes, e 36 implantes mensurados imediatamente apos o
procedimento cirdrgico de instalacio em 16 pacientes. Os autores
encontraram um valor médio de RFA 64,5 + 7,9 ISQ. Nao houve diferencas
estatisticamente significantes entre os valores de frequéncia de ressonancia
dos implantes apés funcéo oclusal de 1 a 10 anos com os valores obtidos

durante o procedimento cirargico de instalacéo.

3.5 - Modificacédo por Oxidacdo Anddica ou Anodizacéo
Son et al. (2003)lo compararam as superficies usinada, anodizada e

anodizada com posterior tratamento hidrotérmico por meio das analises
biomecanica, e histométrica em 78 implantes instalados na metéfise tibial
de 26 coelhos. Apos periodos de 6 e 12 semanas os valores de torque de
remocado dos implantes com superficie anodizada e anodizada com
tratamento hidrotérmico foram estatisticamente superiores quando
comparados com a superficie usinada. Entretanto ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os valores de torque de remocédo dos
implantes com superficie anodizada e anodizada com tratamento
hidrotérmico. J4 a andlise histométrica empregando-se indice de contato
osso-implante ndo mostrou diferencgas estatisticamente significante entre as
trés superficies. Os autores concluiram que implantes com superficie
anodizada forneceram uma estabilidade secundaria maior, principalmente
em periodos iniciais do processo de reparo da interface formada entre 0sso

e implante.
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Zechner et al. (2003)11 comparam as superficies modificadas por

oxidacdo anddica, recobertas por HA, e usinada em 24 implantes instalados
em 12 mini-pigs por meio das analises histologica e histométrica. Apos
periodos de 3, 6, e 12 semanas a analise histolégica revelou areas de
reabsorcdo na superficie dos implantes recobertos por HA. Ja a analise
histométrica demonstrou de uma forma geral que o indice de contato 0sso-
implante das superficies modificadas por oxidacdo anddica, e recobertos
por HA foram estatisticamente superiores quando comparados a superficie
usinada. Os autores concluiram que os implantes de superficie modificada
por oxidacdo anoddica possuem caracteristicas capazes de proporcionar
resultados similares a superficie recoberta por HA, porém sem as reacoes
adversas desta; e apresentarem a versatilidade de serem usados em 0sso
tipo Il a IV, apresentando o beneficio de alta estabilidade primaria, além da
manutencdo funcional da interface formada entre osso e implante apos

periodo de cicatrizacéo.
Huang et al. (2005)12 avaliaram o processo de osseointegracdo em 24

implantes com superficie modificada por oxidacdo anddica (TiUnite — Nobel
Biocare, Gotemburgo, Suécia) instalados na maxila posterior de 8 macacos,
por meio da analise histométrica, e da imunofluorescéncia empregando-se
marcadores 0sseos. ApoOs periodos de 2, 3, 4, e 16 semanas a analise
histométrica revelou um indice médio de contato osso-implante de 74 +
4,8%. A andlise de imunofluorescéncia mostrou uma fina camada de tecido
0sseo recobrindo todas as espiras do implante, e a densidade éssea das
espiras estava correlacionada com a densidade 6ssea do tecido adjacente.

Os autores sugeriram que a superficie modificada por oxidagdo anddica
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(TiUnite — Nobel Biocare, Gotemburgo, Suécia) possuiu um bom potencial
osteocondutivo, apresentando capacidade de promover um alto grau de

osseointegracao em 0sso tipo 1V da maxila posterior de macacos.
Lee et al. (2009)54 avaliaram a resposta biologica ao redor de implantes

com superficies modificadas por oxidacdo anddica, e usinada em 24
implantes instalados na tibia de coelhos por meio da analise histologica e
histomorfométrica. ApGs periodo de 30 dias, a analise histomorfométrica
revelou um indice de contato osso-implante de 24,85 + 4,86% e 16,45 +
4,05 % para superficie anodizada e usinada respectivamente em area de
0sso acima do canal medular (osso cortical), e 11,35 + 2,67% vs 7,01 % 2,
34 para superficie anodizada, e usinada respectivamente em area dentro do
canal medular. Os autores concluiram que a superficie modificada por
oxidacdo anodica apresentou resultados favoraveis de reparacdo 0Ossea
tanto em 0sso cortical quanto esponjoso quando comparado aos implantes

de superficie usinada.

3.6 - Modificacédo por Feixe de Laser
Gaggl et al. (2000)55 comparam as superficies usinada, plasma spray de

titnio, modificada por jateamento de oxido de aluminio, e modificada por
feixe de laser por meio das analises de microscopia eletrénica de varredura
associada a espectrometria de energia dispersiva de raios X, e porfilometria
mecanica. A andlise de espectrometria de energia dispersiva de raios X
mostrou que as superficies TPS, e modificada por feixe de laser
apresentavam uma topografia com rugosidade média por volta de 0,5 a 4

pm. O menor indice de contaminagao foi observado nas superficies usinada
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e modificada por feixe de laser. Ja as superficies modificadas por
jateamento de 6xido de aluminio, e plasma spray de titanio apresentavam
contaminantes, que sao inerentes ao método de texturizacdo. Os autores
concluiram que a superficie modificada por feixe de laser apresentou uma
pureza semelhante a superficie usinada, com modificacdo de sua estrutura
fisico-quimica, constituindo assim uma alternativa promissora para

caracterizacao de superficies de implantes.
Cho & Jung (2003)56 compararam as superficies usinada e modificada

por feixe de laser em 14 implantes instalados na metéfise tibial de 7 coelhos
por meio da analise topogréafica e biomecanica. A microscopia eletronica de
varredura revelou a superficie modificada por feixe de laser com cavidades
regulares semelhantes ao favo de mel, enquanto a superficie usinada
apresentou-se lisa, e com sinais tipicos do processamento de usinagem. Ja
a analise biomecanica mostrou valores de torque de remocao
estatisticamente superiores dos implantes de superficie modificada por feixe
de laser quando comparados aos implantes de superficie usinada. Os
autores concluiram que implantes de superficie modificada por feixe de
laser proporcionaram valores de torque de remocao superiores a implantes
de superficie usinada, e que novos estudos eram necessarios para
compararem esta superficie com outras disponiveis ho mercado.

Faeda et al. (2009)2 compararam as superficies usinada (MS),
modificada por feixe de laser (LMS) e modificada por feixe de laser com
recobrimento de hidroxiapatita (HA) por meio da analise biomecanica. Apos
periodos de 4, 8 e 12 semanas os valores de torque reverso de remocao

foram de 23,28 Ncm, 24,0 Ncm e 33,85 Ncm para (MS), 33,0 Ncm, 39,87
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Ncm, e 54,57 Ncm para (LMS), e 55,42 Ncm, 63,71 Ncm e 64,0 Ncm para
(HA). Os autores concluiram que implantes com superficie modificada por
feixe de laser com recobrimento de hidroxiapatita aceleram as fases iniciais

do processo de osseointegracao.
Mangano et al. (2010)57 avaliaram a resposta biolégica de i mini-

implante experimental de Ti-6Al-4V modificado por feixe de laser instalado
na mandibula anterior de um paciente que se submeteu ao tratamento
convencional com implantes osseointegraveis. Apos periodo de 60 dias o
implante foi removido por meio de broca trefina, e levado andlise
histométrica, que mostrou um indice de contato osso-implante de 69,51%.
Os autores concluiram que a modificacdo por feixe de laser € uma
alternativa promissora para caracterizacdo topografica de superficie de

implantes.
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Estudo comparativo in vivo de implantes Ti-cp com superficies
modificadas por laser sem e com depdsito de silica: Analise biomecanica

e por MEV
Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar as superficies de implantes usinadas (SU),
modificadas por condicionamento acido (SA), modificadas por feixe de laser
(SL), modificadas por laser e depdsito de Silicato de Sdodio (SS). A morfologia
das superficies dos implantes foi analisada por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e por espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS)
antes e apos 30 dias de implantacdo e remocao por torque reverso. Foram
instalados 60 implantes 3,75x10mm em 30 coelhos nas tibias direita e
esquerda, sendo uma superficie por tibia e 10 coelhos por periodo. Apos
periodos de 30, 60 e 90 dias foi realizado o ensaio biomecanico empregando-
se o torque reverso. Os valores de torque de remocéo foram 24,60, 43,60, e
60,40 N/cm para (SU), 43,00, 68,20, e 63,80 N/cm para (SA), 60,80, 76,60, e
78,00 N/cm para (SL) e 63,00, 75,40, e 80,60 N/cm para (SS). Na comparacéo
estatistica verificou-se aos 30 dias que os implantes (SS) e (SL) apresentaram
torque-reverso superior (p<0,05) aos (SU) e (SA). Aos 60 dias o torque-reverso
dos implantes (SS) e (SL) foi estatisticamente superior ao (SU) (p<0,05), e aos
90 dias, somente (SS) foi superior estatisticamente (p<0,05) ao (SU). Diante da
metodologia empregada conclui-se que as modificacdes topograficas e fisico-
quimicas realizadas nas (SS) e (SL) aceleraram as fases iniciais do processo
de reparo, favorecendo a interagcao entre tecido 0sseo e implante.

Palavras-chave: Implante dentario, Osseointegracéo, Torque, Laser, Materiais

biocompativeis.
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Comparative in vivo Study of cp Ti Implants with surfaces modified by
laser with and without silicon deposition: Biomechanical and SEM

Analysis
Abstract

The purpose of this study was to evaluate the surfaces of commercially pure
titanium (cpTi) implants surface modified by laser beam (LS), by laser beam
associated with sodium silicate deposition (SS) and compare them with
surfaces modified by dual-acid etched (AS) and with machined surface (MS).
Thirty rabbits received two implants each (one for each tibia). After 30, 60 and
90 days postoperative, the implants were removed by reverse torque for
biomechanical analysis and surfaces were analyzed by scanning electron
microscopy (SEM) and X-ray energy dispersive spectroscopy (EDS). Results:
The mean values of reverse torque at 30, 60 and 90 days postoperative were
respectively 24.60, 43.60 e 60.40 N/cm to MS, 43.00, 68.20 e 63.80 N/cm to AS
group, 59.80, 76.60 e 78.00 N/cm to LS group and 63.00, 75.40 e 80.60 N/cm
to SS group. At 30 days, SL and SS groups showed statistically significant
difference (p<0.05) compared to the other groups. At 60 days, LS and SS
groups showed statistically significant difference (p<0.05) when compared to
MS. It was concluded that SL and SS implants' biomechanical and
topographical properties increased bone-implant interaction when compared to
the AS and MS implants.

Key Words: Osseointegrated Implant, Osseointegration, Removal Torque, Laser

Beam, Biocompatibility Materials.
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Introducao

Nos dias atuais o0 uso de implantes osseointegraveis tornou-se um método
eficiente e bem aceito para substituicdo de dentes perdidos. No mundo milhdes
de implantes s&o instalados anualmente para o restabelecimento da oclusdo
dos pacientes. Esta modalidade de tratamento aumentou o interesse por parte
dos odontologos a cada dia, e isso ocorreu devido ao elevado nivel de sucesso
e seguranca alcancado com a osseointegracao, além da disponibilidade de um
grande numero de pesquisas.

Branemark et al. [1] definiram osseointegracdo como a conexao estrutural
direta e funcional entre o osso ordenado e saudavel com a superficie do
implante, em nivel de microscopia éptica, estavel e capaz de suportar as forcas
mastigatorias. Entretanto biologicamente ndo existe evidéncia de contato
completo entre o 0sso e a superficie do titdnio, mas sim maior ou menor
guantidade de tecido conjuntivo, sem que clinicamente haja falha ou perda do
implante [2]. Todo este processo inicia pela migracdo de células osteogénicas
derivadas da camada medular 0Ossea, incluindo células mesenquimais
indiferenciadas, ostedécitos e osteoblastos, direto para um arcabouco fornecido
pelo coagulo sanguineo [3,4,5]. A modelagem anabdlica parece ser a primeira
resposta de reparacdo Ossea apoOs a instalacdo de um implante no o0sso

cortical, similar ao processo ocorrido na cicatrizagao de uma fratura [6,7].

Com o objetivo de proporcionar uma melhor cicatrizagdo ao redor de
implantes dentérios, varias medidas foram sugeridas nos ultimos anos. Estas
medidas quase sempre estavam relacionadas com as caracteristicas de
superficie [8], mais precisamente material, topografia e fisico-quimica [9].

Sendo assim as modificacfes realizadas na superficie do implante assumiram
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valor significativo dentro da osseointegracdo, representando um avanco na
implantodontia, uma vez que € observado o aumento da porcentagem de
contato de tecido O0sseo na interface [10], diminuicdo do periodo de
osseointegracao [11], e melhora do processo de reparacdo em areas de baixa

densidade 6ssea quando comparado aos implantes de superficie usinada [12].

As caracteristicas das superficies dos implantes podem ser modificadas
por métodos de adicdo ou subtracdo. No método de subtracdo destaca-se a
modificacdo por condicionamento &cido, que tem por objetivo aumentar a area
de superficie, alterando a micro topografia [10,12,13,14]. Este método pode
ser empregado de forma isolada [15] ou em associa¢do com jatos de 6xido de
aluminio [13,16], 6xido de titdnio [16]. Estudos realizados mostraram sua
superioridade a superficie usinada por meio da andlise biomecéanica,
[10,12,17] histomorfométrica [13,18,19,20] em estudos experimentais, e meta-

analise, avaliando o indice de sucesso de implantes em osso de baixa

qualidade em humanos [21].

Novos métodos de modificacdo de superficie tém sido estudados com
resultados promissores. Dentre estes, destaca-se a modificacdo da superficie
por laser. Este método proporciona uma morfologia de superficie complexa e
homogénea, com alto grau de pureza, além de ser realizado de forma
controlada e reprodutivel [22,23,24,25]. Estudos recentes tém se voltado para
0s recobrimentos de materiais bioativos [14,25,26,27], € novos biomateriais tém
surgido, entre eles o O0xido de silicio [27], também presente nas ceramicas de
vidro bioativo, que quando em contato com o sangue permite formacao 6ssea
por osteoconducédo [28]. O objetivo final € tornar a superficie do implante

reativa favorecendo a estabilizacdo do coagulo sanguineo e a consequente
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guimiotaxia de células 6sseas para a superficie do implante [5].

Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar o comportamento do
tecido 6sseo ao redor de implantes (Ti-cp) de superficie usinada, modificada
por condicionamento acido, modificada por laser, e modificada por laser com
depdsito de silica empregando ensaio biomecéanico, microscopia eletrénica de

varredura, espectroscopia dispersiva de raios X, e rugosimetria.

Material e métodos

1.1 Implantes

Neste estudo utilizaram-se 60 implantes de hexagono externo,
apresentando dimensdes de 3,75x10mm (Conexao Sistemas de Prétese, Séo
Paulo, Brasil), com 4 diferentes superficies, sendo 2 comercialmente
disponiveis, que constituiam os grupos controles, e outras 2 superficies testes,
que foram modificadas pelo Grupo de Biomateriais do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista de Araraquara — UNESP. As superficies de
implantes analisadas foram:

1- Implante de titanio comercialmente puro (Ti-cp) e superficie usinada
(SU), comercialmente disponivel (Master Screw, Conexdo Sistemas de
Prétese, Séao Paulo, Brasil);

2- Implante de (Ti-cp) e superficie modificada por condicionamento acido,
comercialmente disponivel (SA) (Master Porous, Conexdo Sistema de
Préteses, Sao Paulo, Brasil);

3- Implante de (Ti-cp) e superficie modificada por Feixe de Laser (SL);

4- Implante de (Ti-cp) e superficie modificada por feixe de laser e

deposicao de silicato de sodio (SS);
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1.2 Preparacéao das superficies testes:
1.2.1 Modificacédo da superficie por feixe de laser

Os implantes de (Ti-cp) e superficie usinada foram fixados em torno
rotatério, sob o aparelho de laser Yb pulsado (Pulsed Ytterbium Fiber Laser,
Sistema Omnimark 20F, Ominitek Tecnologia Ltda, S&o Paulo, Brasil). O feixe
de laser foi projetado sobre toda a superficie das espiras do implante em
atmosfera ambiente. Os parametros da modificacdo usada neste estudo foram
de 140mJ de poténcia nominal e 20 KHz de frequéncia de pulso.
1.2.2 Modificacdo da superficie por feixe de laser e deposicdo de silicato
de sddio

Os implantes ap0s irradiacdo da superficie por feixe de laser, foram
imersos em solucdo de NaOH (5,0 Mol.L™), e colocados na estufa por um
periodo de 24 horas a 60 °C. Em seguida, foram retirados da solucao, e
mantidos na estufa por 3 horas a 60 °C. Apés esta etapa, os implantes foram
imersos em solucédo de silicato de sodio, pH 7,25, e permaneceram em estufa
por 24 horas, a temperatura de 37°C.

ApoOs a realizacdo das modificacdes das superficies do grupo teste, os
implantes foram enviados a empresa (Conexdo Sistema de Préteses, Séo

Paulo, Brasil) para serem esterilizados e embalados a vacuo.
1.3 Animais e implantes

Foram utilizados 30 coelhos machos brancos, variacdo albinus, com
idade de aproximadamente 5 meses e peso corporal de 3 a 4 Kg, divididos em
3 grupos de 10 animais, de acordo com os periodos de sacrificio. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais com dieta padrdo, racdo solida

(Procoelho, Primor) e agua “ad libitum” no Biotério da Faculdade de
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Odontologia de Aracatuba — FOA, UNESP. O estudo foi submetido a
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FOA-UNESP e
recebeu parecer favoravel ao seu desenvolvimento (protocolo nimero 2007-
005035). Foram utilizados 60 implantes de hexagono externo. Cada animal
recebeu 2 implantes de superficies diferentes, sendo 1 implante de cada
superficie em cada metéfise tibial, direita e esquerda.
1.4 Cirurgia experimental

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatdrio de 8 horas. O
procedimento cirdrgico iniciou pela anestesia geral empregando-se 50mg/kg de
cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, S&o Paulo,
Brasil), e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do
Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) via intra-muscular. Em seguida realizou-se a
tricotomia e a anti-sepsia com PVPI degermante e tépico (PVPI 10%, Riodeine,
Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Brasil). Como complementacéo anestésica
0s animais receberam infiltracdo local de cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg,
Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca). Foi realizada
uma incisdo de aproximadamente 3 cm de comprimento por meio de lamina de
bisturi nimero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o), montada em cabo
de bisturi ndmero 3 na metéfise tibial. Em seguida o tecido mole foi
divulsionado em espessura total, expondo o tecido 0sseo para instalacdo dos
implantes. Para a preparacgdo do leito cirargico foi utilizado motor elétrico com
velocidade final de 1500 r.p.m. e contra-angulo redutor de 20:1 (Kavo do Brasil,
Joinvile, Brasil). O preparo foi iniciado com a fresa langa para romper a cortical
O0ssea. Em seguida, foram utilizadas as fresas helicoidal de 2,0mm, piloto de

2,0mm/3,0mm e helicoidal de 3,0mm (Conexdo Sistema de Préteses, Sé&o
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Paulo, Brasil), sequencialmente, com irrigacdo abundante por meio de solucdo
de Cloreto de Sddio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Os implantes
foram instalados na velocidade de 20 r.p.m e torque fixo de 45 N/cm. A sutura
foi realizada em planos, empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910 —
Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos
continuos no plano muscular e fio ndo-absorvivel (Nylon 4.0, Ethicon, Johnson,
Sao José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano da derme.
No poés-operatdrio os animais receberam administracdo IM de Pentabidtico
(0,1ml/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e de Dipirona
Sddica (1mg/Kg/dia, Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo
Paulo, Brasil) em dose Unica.

1.5 Forma de andlises dos resultados
1.5.1 Rugosimetria das superficies

A rugosidade média (Rm) foi analisada em 3 discos previamente
preparados de cada superficie por meio de um rugosimetro (Mitutoyo SJ-400,
Mitutoyo Sul Americana Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Foram realizadas 10
mensuracdes em cada disco. Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica de varidncia e ao teste de comparacdes mdultiplas de

Bonferroni (p<0,05).

1.5.2 Anélise biomecanica

Nos periodos de 30, 60 e 90 dias realizou-se o pré-operatorio e
anestesia geral, conforme descrito no procedimento cirirgico. As metafises
tibiais de 10 coelhos por cada periodo foram reabertas para exposicao dos
implantes e realizacdo do torque-reverso in vivo por meio de torquimetro

analégico (15-BTG, Tohnichi, Tokyo, Japan/). Os valores obtidos foram
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agrupados e submetidos a analise estatistica de variancia e ao Teste de Tukey
para comparacdes multiplas entre os diferentes grupos e periodos, adotando-
se o nivel de significancia de 5%. Apos a analise biomecanica os animais foram
submetidos a eutanasia por meio da administracdo IM de dose letal de Hidrato

de Cloral a 30% (2ml/Kg).

Resultados
1.1 Topografia das superficies dos implantes -MEV e EDS

A microscopia eletrbnica de varredura das superficies analisadas
demonstrou diferencas topograficas entre elas. A (SU) apresentou topografia
de superficie lisa, contaminadas com de restos de usinagem (figl a, b, c),
enquanto a (SA) apresentou topografia com padrao morfolégico de subtracéo,
formacdo de vales de diferentes profundidades e tamanhos (fig2 a, b, c¢). As
(SL) (fig3 a, b, c), e (SS) (fig4 a, b, c) produziram superficies rugosas com
padrdao morfolégico mais regular e homogéneo.

A analise por EDS néo revelou qualquer contaminacdo das superficies
analisados, e mostrou picos de Ti para as (SU) (figl d) e (SA) (fig2 d). Para a
(SL), observaram-se picos de Ti e oxigénio (fig3 d). Entretanto a (SS) revelou a
presenca de picos de Ti, oxigénio, silicio, cloro e sodio (fig4 d).

A andlise das superficies dos implantes removidos no periodo de 30
dias demonstrou completo recobrimento por tecido 6sseo das (SL) (fig7 a, b, ¢),
e (SS) (fig8 a, b, c), entretanto a analise da (SU) (figh a, b, c) e (SA) (fig6 a, b,
c) revelaram recobrimento 0sseo reduzido dos implantes. O EDS de todas as

superficies (figs 5d, 6d, 7d, e 8d) mostrou picos de Ti, O, Ca e P, sendo que
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estes dois Ultimos elementos apresentaram maior concentracdo nas (SL) e
(SS). A (SS) mostrou picos de Si (fig 8d).
1.2 Rugosimetria

A andlise microtopografica revelou diferenca estatistica significante
(p<0,05) entre a rugosidade das (SS) (Rm=5,12 + 0,32), e (SL) (Rm= 4,73 *
0,48um), quando comparadas as (SA) (Rm= 1,34 = 0,35um) e (SU) (0,4 £ 0,06
pum), de acordo com o grafico 1 (fig 9).
1.3 Analise biomecéanica

Por meio do exame clinico foi observado auséncia de secrecdo e de
fratura 6ssea. Nenhum implante foi perdido e todos estavam estaveis sem
perda 6ssea marginal. Observou-se que alguns implantes (SS) e (SL) estavam
recobertos por tecido 6sseo neoformado, sendo necessaria sua remocao por
meio de broca esférica nimero 2 de forma cuidadosa, assim expondo o
parafuso de cobertura, possibilitando a realizacdo do ensaio biomecanico. As
meédias de torque-reverso dos implantes nos periodos de 30, 60 e 90 dias
foram respectivamente de 24.60, 43.60 e 60.40 N.cm para (SU), 43.00, 68.20 e
63.80 N.cm para (SA), 60.80, 76.60 e 78.00 N.cm para (SL), e 63.00, 75.40 e
80.60 N.cm para (SS), e estdo destacados no grafico 2 (fig 10). Na comparacéo
estatistica entre as superficies verificou-se aos 30 dias que o torque de
remocao dos implantes (SS), e (SL) foi estatisticamente superior ao (SU)
(p<0,05). Neste mesmo periodo o torque de remocéo dos implantes (SA) foi
estatisticamente superior (p<0,05) ao (SU). Aos 60 dias os implantes (SS) e
(SL) apresentaram torque-reverso estatisticamente superior (p<0,05) ao (SU).
Aos 90 dias somente o0 (SS) apresentou valores torque de remocéao

estatisticamente superior (p<0,05) ao (SU).
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Discusséo

A modificacdo da superficie por feixe de laser tem se mostrado um
método promissor para o tratamento de superficies de implante, por ser limpo,
reprodutivel e economicamente viavel [25,29]. Apresenta a propriedade fisico-
quimica de formacdo de uma camada rica em oxigénio e incorporacdo de
nitrogénio durante a rapida fuséo e solidificacédo do titanio [22,24,25,29]. Cho &
Jung [24] compararam implantes de superficie usinada e modificadas por feixe
de laser por meio de andlise topografica (MEV). Os autores relataram que a
superficie modificada por laser apresentou cavidades regulares semelhantes a
favo de mel, enquanto a superficie usinada apresentava-se relativamente lisa e
com sinais tipicos da usinagem.

A topografia das superficies analisadas por MEV-EDS evidenciaram que
as (SL) e (SS) apresentaram uma morfologia complexa, e que favorecem a
deposicdo de tecido 6sseo, quando comparadas as (SU) e (SA). As
propriedades fisico-quimicas e morfolégicas da superficie do implante tém uma
funcao direta na osteogénese, favorecendo as fases do processo de reparacao
da interface formada entre osso e implante [30]. Faeda et al. [14] avaliaram
implantes de titanio com superficie modificada por feixe de laser por meio da
analise biomecanica, e concluiram que as propriedades fisico-quimicas da
superficie laser aumentaram a interacdo osso/implante quando comparados
aos implantes usinados.

A deposicao de silicato de sodio na superficie modificada por laser foi
realizada no intuito de torna-la bioativa. Kokubo et al [28] relataram que ocorre

uma interacao fisico-quimica desta superficie com os fluidos organicos para
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posterior deposicao 0ssea. A interacdo ocorre pela ligacdo do titanato de sodio,
formado a partir da reacdo do hidroxido de sddio (NaOH) com a superficie
irradiada por laser, com o silicato de sédio, deixando assim a superficie reativa.
O resultado final € facilitar a diferenciacéo e proliferacdo em células de origem
osteoblasticas. Na analise EDS verificou-se presenca de Na, Cl, e Si que sdo
elementos provenientes da solucédo de deposicéo.

A morfologia das superficies mensuradas pela rugosidade média parece
estar relacionada com o nivel de contato osso/implante [22,31,32,33]. Pelos
resultados obtidos na andlise de rugosimetria observou-se que as (SL) e (SS)
apresentaram valores de rugosidade média estatisticamente superior (p<0,05)
qguando comparadas as (SU) e (SA). Vercaigne et al. [34] avaliando as
superficies de implantes recobertos por plasma-spray de Ti (TPS), TPS
associado ao condicionamento &cido, e TPS recobertos por HA implantados
em cabras verificaram correlacdo diretamente proporcional entre valores de
rugosidade média com valores de torque de remocao.

A forca de torque reverso para remocdo de implantes tem sido
empregada em muitos trabalhos experimentais para avaliar a osseointegracéo
[24,35], mesmo que de forma indireta, e tem se mostrado confiavel quando
confrontada com a porcentagem de tecido 0sseo em contato com o implante
[36]. Esta analise foi introduzida com o objetivo de mensurar a for¢ca necessaria
para romper a interface formada entre osso e implante [11].

A andlise estatistica realizada nos dados provenientes do ensaio
biomecanico mostrou que o torque de remocao dos implantes (SU) apresentou
valores inferiores (p<0,05) as demais superficies nos periodos de 30 e 60 dias.

Isto demonstra que os implantes de superficie usinada sdo dependentes do
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tempo de cicatrizacao [10,14,37]. O método de modificacdo de superficies por
condicionamento acido, amplamente discutido na literatura tem apresentado
resultados favoraveis [10,15,17,18,19,38], como observado neste estudo, em
que a (SA) foi superior a (SU) nos periodos de 30 e 60 dias. Entretanto, quando
comparada com a (SL) e (SS), a (SA) apresentou torque-reverso inferior (p<
0,05) no periodo de 30 dias. Resultados semelhantes foram encontrados por
Faeda et al. [14], que compararam implantes de superficie modificada por laser
com implantes de superficies modificada por associacdo de jateamento e
condicionamento &cido (SMC) empregando-se a analise biomecéanica. Os
autores obtiveram valores maiores de torque de remocao para superficie laser
comparada a SMC nos periodos iniciais. A (SS) constituiu uma superficie
experimental ainda nado relatada na literatura, e que apresentou resultados
morfologicos, fisico-quimicos e biomecanicos semelhantes a (SL). Os valores
de torque-reverso obtidos para (SS) foram superiores aos (SL), embora nao
tenha sido observada diferenca estatisticamente significante entre elas.

Os dados obtidos pela analise biomecanica puderam ser ratificados pela
avaliacao da topografia por meio do MEV nos implantes removidos no periodo
de 30 dias. As imagens obtidas indicaram que o rompimento Gsseo ocorreu
predominantemente na interface osso/implante para (SU) e (SA), enquanto nas
(SL) e (SS) o rompimento ocorreu no 0sso adjacente a interface, confirmado
pelos resultados obtidos no EDS, em que mostraram picos maiores de Ca e P

nas superficies (SL) e (SS) quando comparados as (SU) e (SA).
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CONCLUSAO

1 — As caracterizacdes das superficies (SL) e (SS) produziram importantes
modificacdes nas propriedades fisico-quimicas e topograficas, comparado as
(SU) e (SA), favorecendo a interacdo do tecido 6sseo com o implante nos
periodos iniciais do processo de reparo;

2 — Para (SL) e (SS) a fratura promovida pelo ensaio biomecanico ocorreu na

interface 0ss0/0sso0.
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Analise histométrica de implantes Ti-cp com superficies modificadas por

laser sem e com depdsito de silica

Resumo

Proposicéo: Considerando que o processo de reparo da interface formada
entre osso e implante € dependente de uma série de fatores, entre eles as
propriedades fisico-quimicas das superficies, o objetivo deste estudo foi avaliar
o comportamento biolégico do tecido 6ésseo ao redor de implantes diante das
superficies experimentais modificada por laser (SL), modificada por laser com
deposito de silicato de sodio (SS), e das superficies disponiveis
comercialmente, modificada por condicionamento &cido (SA) e superficie
usinada (SU).

Materiais e Métodos: A caracterizacdo topografica das superficies foi
realizada por MEV-EDX, e medidas de rugosidade, previamente a cirurgia
experimental. Trinta coelhos receberam 60 implantes de hexagono externo com
dimensbes de 3,75 x10mm em suas tibias direita e esquerda, sendo um
implante de cada superficie em cada tibia. Ap6s periodos de 4, 8 e 12 semanas
0s animais foram submetidos a eutanasia. As pecas obtidas foram levadas ao
micrétomo para corte sem descalcificacdo. A analise histométrica foi realizada
empregando-se microscopia Optica. Foi mensurada a extensdo linear de
contato entre osso e implante (ELCOI), e a area 6ssea (AO). Os dados obtidos
foram submetidos a analise variancia e ao teste t de Tukey. Uma lamina de
cada superficie do periodo de 4 semanas foi metalizada para realizacdo da
analise do mapeamento elementar por MEV-EDX.

Resultados: A caracterizacdo topografica mostrou diferengas entre as

superficies analisadas, e os valores de rugosidade média das SL e SS foram
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estatisticamente superiores a SA. A (ELCOI) e (AO) dos implantes SL foram
estatisticamente superiores a SA e SU nos periodos de 4, 8 e 12 semanas. A
(ELCOI) e (AO) dos implantes SS foram estatisticamente superiores a SU nos
periodos de 4, 8 e 12 semanas, e estatisticamente superiores a SA nos
periodos de 8 e 12 semanas. A (ELCOI) dos implantes SA foi estatisticamente
superior a SU no periodo de 4 semanas. O mapeamento elementar mostrou
altos picos de calcio e fésforo em todos grupos no periodo de 4 semanas.
Conclusao: Diante dos resultados obtidos concluiu-se que as modificacdes
experimentais SL e SS promovidas nas superficies dos implantes aceleraram
as fases do processo de reparo do tecido 6sseo ao redor de implantes e
proporcionaram melhores niveis de osseointegracao.

Palavras chave: Reparo 0sseo; Laser; Rugosidade de superficie.
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Histometric Analysis of cp Ti Implants with surfaces modified by laser

with and without silica deposition
Abstract

Purpose: Considering that the repair process at the interface formed between
bone and implant is dependent on a series of factors, among these the phisical
quemistry properties of the surface, the aim of this study was to evaluate the
biologic behavior of the bone tissue around implants towards the experimental
surfaces modified by laser (SL); modified by laser with sodium silicate
deposition (SS); and commercially available surfaces modified by acid etching
(SA) and machined surfaces (SU).

Materials and Methods: Topographic characterization of the surfaces was
performed by SEM-EDX, and by mean roughness measurement before
experimental surgery. Thirty rabbits received 60 external hexagon implants
measuring 3.75 x10mm in their right and left tibias, one implant of each surface
being placed in each tibia. After periods of 4, 8 and 12 weeks animals submitted
to euthanasia. The tissues obtained were cut by a microtome without
decalcification. Histometric analysis was performed using an optical
microscope. The bone-interface-contact (BIC), and the bone area (AO) were
measured in percentages. The results obtained were submitted to the analysis
of variance and the Tukey t-test. A slide of each surface in the period of 4
weeks was metalized in order to analyze the element mapping by means of
scanning electron microscopy.

Results: The topographic characterization showed differences between the
analyzed surfaces, and the mean roughness values of SL and SS were

statistically higher than those of SA. The (BIC) of SL implants was statistically
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higher than those of SA and SU in the periods of 4, 8 and 12 weeks. The (BIC)
of SS implants was statistically higher than that of SU in the periods of 4, 8 and
12 weeks, and statistically higher than that of SA in the periods of 8 and 12
weeks. The (BIC) of SA implants was statistically higher than that of SU only in
the period of 4 weeks. Element mapping showed high peaks of calcium and
phosphorous in all groups in the period of 4 weeks.

Conclusion: In view of the results obtained, it was concluded that the
experimental modifications SL and SS promoted on the surfaces of the implants
accelerated the stages of the bone tissue repair process around the implants,
providing better levels of osseointegration.

Key Words: Bone Repair; Laser; Surface Roughness.
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Introducéao

As modificacdes realizadas nas propriedades morfoldgicas, quimicas,
fisico-quimicas da superficie do implante e sua influéncia no processo de
osseointegracao tem sido o objetivo de muitos estudos nos ultimos anos. Estes
estudos demonstraram que o tratamento de superficie possibilitou maiores

4,5,6

~ 123 :
valores de torque de remocéo, e contato osso/implante guando

comparados aos implantes de superficie usinada. Sugere-se que isto ocorra
ndo somente pelo aumento da area de superficie, mas também pela

potencializacdo das respostas biologicas, levando a aceleracdo das fases
e .. , . 7
iniciais do processo de reparo 6sseo ao redor de implantes.

Portanto, o tratamento da superficie assumiu um papel de grande

relevancia na osseointegracao, melhorando a qualidade e quantidade 6ssea na

. : 45
interface formada entre osso e implante, " favorecendo o processo de

reparacado em areas de baixa densidade,8 e em situacdes em que as respostas
biolégicas estdo sabidamente comprometidas, como nos pacientes portadores
de diabetes, que foram submetidos a radioterapia e imunosuprimidos.6 Estes

pacientes até entdo, apresentavam uma contra-indicacdo relativa ao uso de
implantes osseointegraveis.

As modificacdes da superficie do implante podem ser realizadas por

9,10,11

meétodos de adicdo, como o plasma spray de titanio, e recobrimento por

12,13

hidroxiapatita, ou métodos de subtragdo, como a modificacdo por

16,17

. ;. 6,14 . 8,15 . ~ JORT ~
condicionamento acido, '~ jateamentos, =~ oxidagdo anddica, e ablacgéo

3,7,18,19

por feixe de laser. A modificacéo por feixe de laser € um método recente

, 3,20
gue tem apresentado resultados promissores.” " Apresenta as vantagens de
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ter um processamento limpo com alto grau de pureza, além de ser realizado de

- 17,18,19,20,21
forma controlada e reprodutivel.

Atualmente as pesquisas tém se voltado para os recobrimentos da

superficie texturizada por biomateriais com o0 objetivo de torna-la bioativa.
. o , 4. 22 ;. 7
Dentre estes recobrimentos destaca-se o silicato de sédio.”” Este compdsito €

semelhante ao oxido de silicio, presente nas ceramicas de vidro bioativo, que
guando em contato com o sangue e células mesenquimais presentes no local,
estas diferenciam em osteoblastos e permitem formacdo d&ssea por

23,24

osteoconducao. O objetivo final € favorecer a migracao e diferenciacéo de

células de origem osteoblastica direto para um arcabouco fornecido pelo
coagulo sanguineo. Diante do exposto o objetivo deste estudo foi avaliar o
comportamento bioldgico do tecido 6sseo ao redor de implantes diante das
superficies experimentais modificada por laser (SL), modificada por laser com
depésito de silicato de sédio (SS), e das superficies disponiveis
comercialmente, modificada por condicionamento &cido (SA), e superficie

usinada (SU).

Material e Métodos

PREPARO DAS SUPERFICIES

Foram utilizados neste estudo 60 implantes de hexagono externo,
apresentando dimensdes de 3,75x10mm (Conexao Sistemas de Protese, Séo
Paulo, Brasil), com 4 diferentes superficies, sendo 2, superficies experimentais,
gue foram modificadas pelo Grupo de Biomateriais do Instituto de Quimica —
UNESP, Araraquara, e outras 2 comercialmente disponiveis, que constituiram

0s grupos controles, conforme destacado abaixo:
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I. (SL): Implante de Ti-cp com superficie modificada por Feixe de Laser;
II. (SS): Implante de Ti-cp com superficie modificada por Feixe de Laser
e deposicao de silicato de sodio;
lll. (SA): Implante de Ti-cp modificado por condicionamento acido (Master
Porous, Conexdao Sistemas de Protese, Sao Paulo, Brasil);
IV. (SU) Implante de Ti-cp e superficie usinada (Master Screw, Conexao
Sistemas de Protese, Sao Paulo, Brasil).
Modificacdo da Superficie por Feixe de Laser
Os implantes de Ti-cp foram fixados em torno rotatorio, sob o
equipamento de laser Yb: 20W pulsado (Pulsed Ytterbium Fiber Laser, Sistema
Omnimark 20F, Ominitek Tecnologia Ltda, Sao Paulo, Brasil), com os
paramteros de poténcia nominal de 140mJ, e frequéncia de pulso de 20 KHz. O
feixe de laser foi projetado sobre toda a superficie das espiras do implante, em
atmosfera ambiente.
Recobrimento por deposicao de silicato de sddio
Os implantes apos irradiacdo da superficie por feixe de laser foram
limpos em banho ultra-sénico, imersos em solucdo de NaOH (5,0 Mol.L™), e
colocados na estufa por um periodo de 24 horas a 60 °C. Em seguida, foram
retirados da solucdo, e mantidos na estufa por 3 horas a 60 °C. ApoOs esta
etapa, os implantes foram imersos em solucéo de silicato de sédio, pH 7,25, e
permaneceram em estufa por 24 horas, a temperatura de 37°C.
Apoés a realizacdo das modificacbes das superficies experimentais, 0s
implantes foram enviados a empresa (Conexdo Sistema de Proteses, Sao

Paulo, Brasil) para serem esterilizados e embalados a vacuo.

CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES
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A topografia da superficie dos implantes foi analisada, previamente a
instalacéo na tibia dos coelhos por meio do microscopio eletrénico de varredura
(MEV modelo XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, com detector Oxford incaX-
sight, Holanda, 97), acoplado ao sistema de espectrometria de energia
dispersiva de raios X (EDX), para analise semi-quantitativa da composicéo
quimica das superficies. Além disso, 3 discos de Ti-cp com as quatro diferentes
superficies foram preparados. A rugosidade média (Rm) de cada superficie foi
mensurada em 10 pontos, utilizando-se um rugosimetro digital (Mitutoyo SJ-
400, Mitutoyo Sul Americana Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Estes mesmos discos
foram analisados em secdo transversal, por MEV, para a determinacdo da

espessura de rugosidade.
Nestes mesmos discos
MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 30 coelhos machos (albinus, Nova Zelandia), com
idade de aproximadamente 5 meses e peso corporal entre 3 e 4 Kg, que
receberam 60 implantes (15 implantes de cada tipo de superficie), sendo 1
implante de cada superficie em cada epifise tibial. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais com dieta padrdo, ragdo solida (Procoelho, Primor) e
agua “ad libitum” no Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracgatuba -
UNESP. O estudo foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Aragatuba, e recebeu
parecer favoravel ao seu desenvolvimento (protocolo niumero 2007-005035).

PROCEDIMENTO CIRURGICO

O ato cirurgico iniciou-se pelo jejum pré-operatorio de 8 horas prévias

ao ato anesteésico. Os animais foram anestesiados pela infiltracéo intramuscular
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(IM) de 50mg/kg de cloridrato de ketamina (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal
Ltda, Campinas, Sédo Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser
— Laboratoério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Séao Paulo, Brasil).

Em seguida, foi realizada tricotomia em ambas as tibias, direita e
esquerda. A degermacdo e anti-sepsia da regido a ser incisada foram
realizadas com polivinil pirrolidona iodo degermante (PVPI 10% Degermante,
Riodeine, Rioquimica, Sao José do Rio Preto), seguido do PVPI topico (PVPI
10% Topico, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto). Em seguida, os
animais receberam anestesia local por meio de infiltracdo de cloridrato de
mepivacaina (0.3 mL/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000,
Septodont, Franga) para auxiliar na hemostasia.

Uma incisdo de aproximadamente 3 cm de comprimento foi realizada na
regido proximal da tibia, bilateralmente, e o tecido mole foi divulsionado em
espessura total, expondo o tecido 0sseo para instalacdo dos implantes. Os
leitos cirargicos foram preparados por meio de contra angulo redutor 20:1
(Kavo do Brasil, Florianopolis, Brasil) acoplado a um motor elétrico (Conexao
Sistema de Proteses, Sao Paulo, Brasil) a 1400 rpm. Foi realizada a sequéncia
progressiva de fresas, lanca, helicoidal de 2,0mm, piloto de 2,0/3,0mm e
helicoidal de 3,0mm, com irrigacdo abundante de solucéo de cloreto de sddio a
0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, foi instalado um implante de
cada tipo de superficie por tibia, com ancoragem bicortical, a uma velocidade
de 20 rpm.

A sutura foi realizada em planos, empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod, Sdo José dos Campos,

Brasil) com pontos continuos no plano muscular, e fio ndo absorvivel
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(Mononylon 4.0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos
interrompidos no plano da derme.

No pés-operatdério os animais receberam administracdo IM de
Pentabidtico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, S&o Paulo, Brasil) e
de Dipirona Sdédica (1mg/kg, Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda,
Séao Paulo, Brasil) em dose uUnica. Nos periodos de 4, 8, e 12 semanas pos-
operatorio, os animais foram submetidos a eutanasia por meio da
administracdo IM de dose letal de Hidrato de Cloral.

PREPARAC;AO DAS AMOSTRAS E ANALISE HISTOMETRICA

As amostras teciduais provenientes das tibias direita e esquerda,
contendo o implante foram removidas e colocadas em formalina neutra
tamponada a 10% por um periodo de 72h. Em seguida foi realizada a
desidratacdo dessas pecas em concentracfes crescentes de alcoois (etanol
60-100%) e posteriormente, infiltracdo em resina fotopolimerizavel (Technovit
7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co., Wehrheim, Alemanha). Os blocos
contendo implante e tecido 6sseo peri-implantar foram cortados em um ponto
central, empregando-se um micrétomo com sistema de corte e desgaste (Exakt
Apparatebeau, Hamburgo, Alemanha). As laminas obtidas apresentaram
espessura de aproximadamente 50 um e foram coradas pelo azul de Estevenel
e fucsina acida. As imagens foram analisadas em microscépio oOptico (Diastar,
Leica Reichert & Jung products, Alemanha) e capturadas por meio de uma
camera fotografica digital (Leica Microsystems DFC-300-FX, Alemanha), com
resolucao de 1.3 megapixels, acoplada ao microscopio de luz.

As analises histométricas foram realizadas por meio do software de

analise de imagens IMAGELAB 2000, versdo 2.4. Foram calculadas, em
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porcentagem, a extensao linear de contato entre o tecido 6sseo e a superficie
do implante (ELCOI) e a &rea de tecido 6sseo presente (AO) entre as 3 espiras
mais coronarias, localizadas em osso cortical em cada lado do implante.

A analise do mapeamento elementar foi realizada em uma peca de cada
grupo do periodo de 4 semanas que foi processada novamente, utilizando-se a
outra metade do bloco contendo o implante seccionado no ponto central,
conforme descrito acima. Estas laminas obtidas foram metalizadas com ouro
para torna-las condutoras, com o objetivo de mapear Calcio e Fosforo
empregando-se MEV-EDX.

ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos da analise de rugosimetria apresentaram distribuicao
normal, quando testados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e foram
comparados por meio da analise de variancia (ANOVA one-way) e do teste de
comparacdes multiplas de Tukey (p<0,05).

Os valores em porcentagem da ELCOI e AO obtidos na analise
histométrica foram comparados em cada grupo entre si, hos 3 periodos, e para
os diferentes grupos em cada periodo de avaliagdo. Os dados obtidos também
apresentaram distribuicdo normal. Os valores foram submetidos a analise
estatistica de variancia (ANOVA one-way) e ao teste de comparagdes multiplas

de Tukey (p<0,05).

Resultados
TOPOGRAFIA DAS SUPERFICIES DOS IMPLANTES - MEV E EDS
A microscopia eletrbnica de varredura das superficies analisadas

demonstrou diferencas topograficas entre elas. As SL (figla,b), e SS (figld,e)
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produziram superficies rugosas com padrdo morfolégico mais regular e
homogéneo, com estruturas em escala nanométrica (fig.1b,1e). A SA
apresentou topografia com padrao morfologico de subtracdo, com formacao de
vales de diferentes profundidades e tamanhos (figlg,h), enquanto a SU
apresentou topografia de superficie lisa, contaminadas com de restos de
usinagem (figlj,I). A andalise por EDX nao revelou qualquer contaminacédo das
superficies analisados. Para a SL, observou-se picos de Ti e oxigénio (figlc),
enquanto a SS revelou a presenca de picos de Ti, oxigénio, silicio, cloro e
sédio (figlf). Foram observados picos de Ti para as SA (figll) e SU (figlm).

RUGOSIMETRIA

A secéo transversal dos discos mostrou uma espessura média de 21,76
+ 9,05 um para SL (fig2a), 28,75 + 10,12 um para SS (fig2b), e 7,84 + 3,73 um
para SA (fig2c). O MEV em secéo transversal da superficie SS (fig2b) mostrou
a presenca de uma camada “hibrida”, composta pela irradiacdo com feixe de
laser seguida pela deposicéo do silicato de sodio, ndo sendo possivel distinguir
a modificacdo por feixe de laser do depdsito de silicato de sédio, evidenciada
pelo EDX (fig.1)).

A analise microtopografica revelou diferencas estatisticas significantes
(p<0,05) entre as superficies. A rugosidade média das SS (Rm=5,12 + 0,32
um), e SL (Rm= 4,73 £ 0,48 um) foram estatisticamente superiores as SA (Rm=
1,34 £ 0,35 um) e SU (0,4 + 0,06 um), de acordo com o grafico 1 (fig3).

ANALISE HISTOMETRICA

A ELCOI dos implantes SL foi estatisticamente superior (p<0,05) a (SA)
e SU nos periodos de 4, 8 e 12 semanas, enquanto a ELCOI dos implantes SS
foi estatisticamente superior a SU nos periodos de 4, 8 e 12 semanas, €

estatisticamente superior a SA nos periodos de 8 e 12 semanas. Ja a ELCOI
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dos implantes SA foi estatisticamente superior (p<0,05) a SU somente no

periodo de 4 semanas. Os valores da média e desvio padrdo em porcentagem

da ELCOI de todas as superficies e periodos estdo na tabela abaixo, e

ilustrados no grafico Il (fig4).

Periodos Grupos

(semanas) SL SS SA SuU
4 sem 69,36 + 7,91 60,34 + 7,49 49,15 £ 5,76 36,69 +7,2
8 sem 71,67 £8,79 62,34 +9,10 41,94 + 2,85 52,52 £ 2,75
12 sem 79,69+3,30 70,67 +7,96 57,18 +7,81 51,31+ 6,96

A AO dos implantes SL foi estatisticamente superior (p<0,05) a SA e SU

nos trés periodos analisados. A AO dos implantes SS foi estatisticamente

superior (p<0,05) a SU nos periodos de 8 e 12 semanas. A AO dos implantes

SA foi estatisticamente superior (p<0,05) a SU no periodo de 4 semanas. Os

valores da média e desvio padrdo em porcentagem da AO de todas as

superficies em todos os periodos estdo na tabela abaixo, e ilustrados no gréafico

Il (figh).
Periodo Grupos
(semanas) SL SS SA SU
4 sem 78,59 + 5,19 77,81 + 3,89 75,21 +7,17 62,52 + 5,30
8 sem 87,17 £ 5,90 78,64 £ 3,37 77,49 £ 5,83 74,01 £ 4,68
12 sem 87,99 £ 2,52 78,92 * 3,46 76,42 + 5,98 73,81 £4,91

A analise qualitativa do tecido 6sseo ao redor dos implantes SL (fig.6a) e

SS (fig.6d) no periodo de 4 semanas revelou um tecido ésseo cortical mais
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maduro devido a disposicao regular e mais homogénea das fibras colagenas,
com formacdo de lamelas concéntricas (setas azuis), e pequenas areas de
tecido conjuntivo imaturo (corado pelo azul de Estevenel), com presenca de
osteoblastos dispostos em palicada (setas pretas). Nos periodos 8 e 12
semanas verificou-se em SL (fig.6b,c), e SS (fig.6e,f) maior maturacao tecidual
e manutencdo de significativa interface de contato entre as superficies e o
tecido 6sseo. Nos implantes SS nao foi possivel notar nenhum desgarramento
do material depositado, silicato de sodio na superficie em todos os periodos
(fig.6d,e,f).

Ja nos implantes SA (figb.g) e SU (fig,6)) no periodo de 4 semanas
houve menor quantidade de trabéculas 6sseas entre as espiras dos implantes
na regido cortical, e estas entremeadas por tecido conjuntivo imaturo, com
fibras colagenas dispostas menos ordenadamente (setas pretas). Em algumas
regides verificou-se nitida separacdo entre tecido 0sseo pré-existente e tecido
0sseo neoformado (setas azuis). Nos periodos de 8 e 12 semanas, o padrdo
0sseo de SA (fig6.h,i) e SU (fig6.l,m) foi mais maduro, com maior interface de
contato da superficie com o tecido 6sseo, embora fosse possivel notar a
presenca de algumas areas de tecido conjuntivo imaturo entre as trabéculas
0sseas e a permanéncia de tecido 6sseo pré-existente, ainda ndo remodelado
em algumas regides (fig6.h,l setas pretas).

MAPEAMENTO ELEMENTAR

A analise da distribuicdo e homogeneidade de Calcio e Fosforo das
laminas revelou presenca de altos picos desses elementos em todos o0s

grupos, destacando-se as cores: Azul para o Titanio, vermelho para o Fosforo e
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verde para o Calcio. As sobreposi¢cOes das imagens dos diferentes elementos

para cada grupo, e o EDX dos mesmos estdo destacados na figura 7.

Discusséo

Os diferentes métodos de texturizacdo em implantes osseointegraveis
conferem a superficie do mesmo uma topografia mais rugosa, o que interfere
diretamente nas respostas celulares e, consequentemente nos niveis e

3,25,26

velocidade de deposicdo Ossea. Este estudo mostrou que as

modificacdes topograficas realizadas na superficie do implante possibilitaram
efeitos positivos no processo de deposicdo 0ssea quando comparados aos
implantes de superficie usinada. No entanto as modificacbes topogréaficas
experimentais de ablacdo por laser SL e ablacdo por laser e depodsito de
silicato de soédio SS foram as que apresentaram melhores resultados,
acelerando as fases do processo de reparo 6sseo ao redor de implantes e
proporcionando melhores niveis de osseointegracao.

Esta modulacdo da resposta biolégica foi comprovada pelos valores de
ELCOI e AO em porcentagem encontrado nos implantes SL e SS, que de um
modo geral foram superiores aos implantes SU e SA em todos os periodos
analisados. Estes achados sdo consequiéncias da modificagdo experimental da
superficie do implante, provenientes da ac¢édo do feixe de laser em atmosfera
ambiente, proporcionando interacdes fisico-quimicas desta superficie com o0s
elementos oxigénio, nitrogénio, e carbono. Ratificando os achados acima,

3,7,18,19

estudos anteriores, encontraram resultados semelhantes aos deste

trabalho, em que as propriedades fisico-quimicas da superficie modificada por

feixe de laser aceleraram as fases do reparo 6sseo ao redor de implantes.
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Este mesmo nivel de contato entre a superficie do implante e tecido
0sseo, neste estudo evidenciado pela porcentagem da ELCOI, parece estar

27,28,29

relacionado com os valores de rugosidade média. Pelos resultados

obtidos na analise microtopografica observou-se que as SL e SS apresentaram
valores de rugosidade média estatisticamente superior (p<0,05) quando
comparadas as SU e SA, dados que foram diretamente proporcionais com a
porcentagem da ELCOI e AO, que foram maiores nas SL e SS.

A morfologia topogréfica das superficies analisadas por MEV-EDS antes
dos implantes serem instalados evidenciaram que as SL e SS apresentaram
uma morfologia complexa, com cavidades regulares, semelhantes a um favo de
mel, livre de impurezas e com estruturas em escala hanométrica. A aplicacao
da nanotecnologia corresponde a mais uma etapa no processo de
desenvolvimento das superficies de implantes osseointegraveis, e indicam uma

30,31,32

modulacdo na resposta tecidual. Estudos recentes indicaram que a

hipétese mais provavel para esta melhor resposta tecidual foi a existéncia de
nanoestruturas no tecido 6sseo, e que a interacdo entre tecido 0sseo e
biomaterial ocorra também nesta escala.

O silicato de sadio foi depositado na superficie modificada por laser para
torna-la bioativa. O processo de incorporacgéo bioldgica baseia na reacéo fisico-
quimica desta superficie com os fluidos organicos para posterior deposicéo
6ssea.’? A interacdo ocorre pela ligacdo do titanato de sédio, formado a partir
da reacdo do hidréxido de soédio (NaOH) com a superficie irradiada por laser,
com o silicato de sédio, deixando assim a superficie reativa. O objetivo foi
facilitar a diferenciacdo e proliferacdo em células de origem osteoblasticas.

Neste trabalho o comportamento desta superficie apresentou resultados
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favoraveis na interacdo com o tecido 6sseo, conforme resultados da analise
histométrica.

Atualmente ha uma preocupacdo com o uso dos materiais de
recobrimento em superficies de implantes. Esta preocupacéo deve-se ao risco
de deslocamento do material depositado, ocasionando processo inflamatorio e
perda O0ssea em funcdo da fagocitose do material incorporado, levando a
ruptura da interface formada entre tecido 6sseo e superficie do implante. A
deposicao do silicato de sédio na superficie previamente modificada por feixe
de laser ndo apresentou este problema, uma vez que os valores em

porcentagem da ELCOI da SS foram muito proximos aos da SL. Aparecida et
al. 2009% afirmaram gue o laser apresenta a propriedade fisico-quimica de

formacdo de uma camada rica em oxigénio e incorporacdo de nitrogénio
durante a fuséo e solidificacédo rapida do titanio, deixando a superficie reativa,
facilitando a incorporacdo do material de recobrimento. Além disso, em geral
esta preocupacao nao afeta os métodos de texturizacdo por subtracdo, como a
ablacdo por laser, uma vez que a maioria dos problemas de deslocamento

ocorridos até entdo foram relatados no método de adicdo de plasma spray de

hidroxiapatita.SA"35

Sendo assim, dentro das limitacées do presente estudo, os resultados
obtidos sugerem que as caracterizagbes experimentais realizadas nas
superficies dos implantes SL e SS promoveram importantes modificaces
fisico-quimicas, favorecendo a interagdo entre tecido 0sseo e implante durante
0 processo de reparacdo. Novos estudos tornar-se-80 necessarios para um

melhor entendimento da modulacdo das respostas biolégicas promovidas por
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estas modificacbes experimentais, bem como o comportamento destas diante

dos fluidos bucais e progressao da doenca periimplantar.
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Figurala b - MEV: SL (500X e 20000X) c — EDX pré-implantacédo
d e —MEV: SS (500X e 20000X) f— EDX pré-implantacao
g h —MEV: SA (500X e 20000X) i— EDX pré-implantacao
j I = MEV: SU (500X e 20000X) m — EDX pré-implantagéo
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Figura 2 a— MEV: SL (500X seccao transversal)
b — MEV: SS (500X secc¢éo transversal)
¢ — MEV: SA (500X seccéao transversal)
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Figura 3: Rugosidade média e desvio-padrdao (DP) das diferentes

superficies. Diferenca significante* (p<0,05) — ANOVA (one way) —
Bonferroni test.
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Figura 4: ELCOI das diferentes superficies. Diferenca significante*
(p<0,05) — ANOVA (one way) — Teste t Tukey.
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Figura 5: Area Ossea das diferentes superficies. Diferenca
significante* (p<0,05) — ANOVA (one way) — Teste t Tukey.

119



120

Figura 6: Cortes Histologicos nao-descalcificados da regido cortical superior (azul
de Estevenel e fucsina acida, aumento de 200X).
a-c, d-f, g-i, j-m: SL, SS, SA e SU nos periodos de 4, 8, e 12 semanas,

respectivamente.
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Figura 7: a-h — Sobreposi¢cao do mapeamento elementar de Ca (verde), P
(vermelho), e Ti (azul) e EDX de SL, SS, SA e SU,respectivamente, periodo

de 4 semanas.
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Anexo A
Comité de Etica em Experimentacao Animal

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne sp ' 4()LI0 DE MESQUITA FILHO"

Campus de Aragatuba

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “AVALIACAO DO PROCESSO DE
REPARO AO REDOR DE IMPLANTES USINADO E TEXTURIZADO
EM TiBIA DE COELHOS. ESTUDO BIOMECANICO,
HISTOMORFOMETRICO E IMUNOISTOQUIMICO” sob
responsabilidade do Prof. Dr. CELSO KOOGI SONODA e colaboracao
de FRANCISLEY AVILA SOUZA esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA
em 06 de julho de 2007, de acordo com o protocol'o no. 2007- 005035.

Aragatuba, 14 de setembro de 2007.

Prof® Dr2 CRISTINA ANTONIALI SILVA
Presidente da CEEA - FOA/UNESP
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Anexo B
Figuras do Procedimento Cirargico




130

Figura 1 a - Degermacéo (PVPI Degermante)
b - Anti-sepsia (PVPI Topico)
¢ - Complementacéo anestésica (Cloridrato de Mepivacaina)
d - Incisdo dermo-periosteal
e - Tibia exposta (Local de preparacao do leito receptor)
f - Fresagem broca lanca
g - Fresagem broca helicoidal 2.0mm
h - Fresagem broca piloto 2.0/30mm
i - Fresagem broca helicoidal 3.0mm
j - Instalacdo do implante
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Anexo C

Figuras Complementares Analise Histométrica

.
& Sheia o

Figura 1 — SL: Cortes Histologicos ndo-descalcificados da regido cortical
superior (azul de Estevenel e fucsina acida, aumento de 10X, 100X, 200X).

a-c, d-f, g-i: periodos de 4, 8, e 12 semanas, respectivamente.
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Figura 2 — SS: Cortes Histologicos nédo-descalcificados da regiéo cortical

superior (azul de Estevenel e fucsina acida, aumento de 10X, 100X, 200X).

a-c, d-f, g-i: periodos de 4, 8, e 12 semanas respectivamente.
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Figura 3 — SA: Cortes Histoldgicos ndo-descalcificados da regido cortical

superior (azul de Estevenel e fucsina acida, aumento de 10X, 100X, 200X).

a-c, d-f, g-i: periodos de 4, 8, e 12 semanas, respectivamente.
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Figura 4 — SU: Cortes Histolégicos ndo-descalcificados da regido cortical

superior (azul de Estevenel e fucsina acida, aumento de 10X, 100X, 200X).
a-c, d-f, g-i: periodos de 4, 8, e 12 semanas, respectivamente.
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Figura 5 — llustracéo esquemaética para o calculo da ELCOI em porcentagem
(regra de trés simples) — Software IMAGELAB 2000, versao 2.4.
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Figura 7 — llustracéo esquemaética para o calculo da AO em porcentagem
(regra de trés simples) — Software IMAGELAB 2000, verséao 2.4.



Anexo D

Tabelas do Capitulo I el
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Periodo Grupos

(Dias) Su SA SL Ss

30 dias 2460+7,46 | 43,00+£8,36 | 60,80 +9,12 63,00 + 7,58
60 dias | 43,60 +16,65| 68,20+ 6,64 | 76,60 + 9,63 75,40 £ 9,12
90 dias 60,40 +9,65 | 63,80+7,29 | 78,00+ 7,87 80,60 + 3,78

Tabela | — Valores de torque de remocéao (Média e DP) dos implantes em
N/cm nos periodos de 30, 60, e 90 dias. Anova e Teste t de Tukey (p,0,05)

SECCAO TRANSVERSAL - MEV

SL

SS

SA

21,76 £ 9,

05 um

28,75 + 10,12 um

7,84 £ 3,73 um

Tabela Il — Valores em ym da espessura média em secg¢ao transversal

RUGOSIDADE MEDIA

SL *

SS*

SA

SuU

4,73 £ 0,48 ym

5,12 + 0,32 pm

1,34 + 0,35 um

0,4 + 0,06 um

Tabela Ill - Valores em uym da rugosidade média
ANOVA e Teste t de Tukey (p<0,05)
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Grupos
Periodos
(Semanas)
SL SS SA SuU
4 sem 69,36 + 7,91 | 60,34 £ 7,49 | 49,15+5,76 36,69 +7,2
8 sem 71,67 £8,79 | 62,34+£9,10 | 41,94+285 | 52,52+275
12 sem 79,69 +3,30 | 70,67 £7,96 | 57,18 +7,81 51,31 + 6,96

Tabela IV — ELCOI em porcentagem das superficies nos periodos de 4, 8, e

12 semanas
Periodo Grupos
(semanas) g SS SA Su
4 sem 78,59+5,19 | 77,81+£3,89 | 75,21+7,17 62,52 + 5,30
8 sem 87,17 £5,90 | 78,64 +3,37 | 77,49 +5,83 74,01 + 4,68
12 sem 87,99+252 | 78,92 +3,46 | 76,42 +5,98 73,81 +£4,91

Tabela V — AO em porcentagem das superficies nos periodos de 4, 8, e 12

seémanas.
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Anexo E
Capitulo | - Versédo em Inglés

Comparative in vivo Study of cp Ti Implants with surfaces modified by
laser with and without silicon deposition: Biomechanical and SEM

Analysis
Abstract

The purpose of this study was to evaluate commercially pure titanium (cp Ti)
implant surfaces modified by laser beam (LS) and laser beam associated with
sodium silicate deposition (SS), and compare them with surfaces modified by
dual-acid etching (AS) and with machined surfaces (MS). Thirty rabbits received
two implants each (one in each tibia). After 30, 60 and 90 days postoperatively,
the implants were removed by reverse torque for biomechanical analysis and
surfaces were analyzed by scanning electron microscopy (SEM) and X-ray
energy dispersive spectroscopy (EDS). Results: The mean values of reverse
torque at 30, 60 and 90 days postoperatively were 24.60, 43.60 and 60.40 N.cm
respectively for MS Group; 43.00, 68.20 and 63.80 N.cm for AS Group; 59.80,
76.60 and 78.00 N.cm for LS Group, and 63.00, 75.40 and 80.60 N.cm for SS
Group. At 30 days, SL and SS groups showed statistically significant difference
(p<0.05) when compared with the other groups. At 60 days, LS and SS Groups
showed statistically significant difference (p<0.05) when compared with MS
Group. It was concluded that the biomechanical and topographical properties of
SL and SS implants showed increased bone-implant interaction when compared
with that of AS and MS implants.

Key Words: Osseointegrated Implant, Osseointegration, Removal Torque, Laser

Beam, Biocompatibility Materials.
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Introduction

Nowadays the placement of osseointegrated implants has become an
efficient and well accepted method of replacing lost teeth. Worldwide, millions of
implants are placed annually to reestablish dental occlusion in patients. This
treatment modality has increasingly aroused dentists’ interest in view of the
high level of success and safety achieved with osseointegration, and as a result
of the availability of a large number of researches.

Branemark et al. [1] defined osseointegration as the stable, direct
structural and functional connection between orderly and healthy bone and the
implant surface at optical microscopic level, capable of bearing the masticatory
forces. However, biologically there is no evidence of complete contact between
the bone and titanium surface, but there is a larger or smaller quantity of
conjunctive tissue, without clinical failure or loss of the implant occurring [2].
This entire process being with the migration of osteogenic cells derived from the
layer of bone marrow, including undifferentiated mesenchymal cells, osteocytes
and osteoblasts, directly onto a structure provided by the blood clot [3,4,5].
Anabolic modeling appears to be the first response to bone repair after an
implant is placed in the cortical bone, similar to the process occurring in fracture
healing [6,7].

With the goal of providing better healing around dental implants, various
measures have been suggested over the last few years. These measures have
almost always been related surface characteristics [8], more precisely material,
topographic and physico-chemical [9]. Therefore, the modifications made to the
implant surface assume a significant value in osseointegration, representing an

advancement in implant dentistry, since an increase in the percentage of bone
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tissue contact at the interface has been observed [10], diminishing the
osseointegration period [11], and improving the repair process in low bone

density areas, when compared with implants with a machined surface [12].

Implant surface characteristics can be modified by addition or subtraction
methods. In the subtraction method, modification by acid etching is pointed out,
its purpose being to increase the surface area by altering the microtopography
[10,12,13,14]. This method can be used alone [15], or in association with
airborne particle abrasion using aluminum oxide [13,16], or titanium oxide
particles [16]. Studies have shown their superiority to machined surfaces by
means of biomechanical [10,12,17] and histomorphometric [13,18,19,20]
analyses, as well as in experimental studies and meta-analyses evaluating
the success rate of implants in low quality bone in humans [21].

New surface modification methods have been studied with promising
results. Among these, laser surface modification is outstanding. This method
provides a complex and homogeneous surface morphology, with a high degree
of purity, in addition to being carried out in a controlled and reproducible manner
[22,23,24,25]. Recent studies have been directed towards bioactive lining
materials [14,25,26,27], and new biomaterials have appeared, among them
silicon oxide [27], also present in bioactive glass-ceramics which, when in
contact with blood, allow bone formation by osteoconduction [28]. The end
objective is to make the implant surface reactive, to favor stabilization of the
blood clot, and consequently, bone cell chemotaxis to the implant surface [5].

Therefore, the aim of this study was to compare the behavior of the bone
tissue around implants (cp Ti) of machined surfaces, modified by Dual-acid

etching, laser, and laser with silicon deposition, using biomechanical testing,
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scanning electron microscopy, and X-ray energy dispersive spectroscopy

(EDS).

Materials and Methods

1.1 Implants

In this study, 60 external hexagon implants were used, measuring
3.75x10mm (Conexdo Sistemas de Protese, S&o Paulo, Brazil), with 4
differents surfaces, 2 of which were commercially available and constituted the
control groups, the other 2 were test surfaces, which were modified by the
Biomaterials Group of the “Instituto de Quimica da Universidade Estadual
Paulista de Araraquara” — UNESP. The analyzed implant surfaces were as
follows:

1- Commercially pure titanium implant (cp Ti) and machined surface (SU),
commercially available (Master Screw, Conexdo Sistemas de Protese, Séo
Paulo, Brazil);

2- Commercially pure titanium implant (cp Ti) and surface modified by Dual-
acid etching, commercially available (SA) (Master Porous, Conexao
Sistemas de Protese, Sao Paulo, Brazil);

3- Implant (cp Ti) and surface modified by Laser Beam (SL);

4- Implant (cp Ti) and surface modified by laser beam and sodium silicate
deposition (SS);

1.2 Preparation of Test Surfaces:
1.2.1 Surface Modification by Laser Beam
The implants (cp Ti) and machined surface were fixed on a rotary lathe,

under a pulsed Yb laser appliance (Pulsed Ytterbium Fiber Laser, Sistema
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Omnimark 20F, Ominitek Tecnologia Ltda, Sdo Paulo, Brazil). The laser beam
was projected onto the entire surface of the implant spirals in an ambient
atmosphere.
1.2.2 Surface Modification by Laser Beam and Sodium Silicate Deposition
After laser beam irradiation of the surface, the implants were immersed in
a NaOH (5.0 Mol.L™) solution, and placed in an oven for a period of 24 hours at
60 °C. After this, they were removed from the solution and kept in the oven for 3
hours at 60 °C. After this stage, the implants were immersed in a sodium silicate
solution, pH 7.25, and remained in the oven for 24 hours, at a temperature of
37°C.
After the surface modifications were performed in the test group, the
implants were sent to the company (Conexao Sistema de Proteses, Sao Paulo,

Brazil) sterilization and vacuum packing.
1.3 Animals and Implants

Thirty white male albinus rabbits, approximately 5 months old, with a
body weight of 3 to 4 Kg were used. They were divided into 3 groups of 10
animals, according to the periods of sacrifice. The animals were kept in
individual cages and fed standard solid rations (Procoelho, Primor) and water
“ad libitum” , at the vivarium of the School of Dentistry of Aracatuba — FOA,
UNESP. The study was submitted to the Ethics Committee on Animal
Experimentation of FOA-UNESP for approval, and received a favorable report
for its development (Protocol Number 2007-005035). Sixty external hexagon
implants were used. Each animal received 2 implants with different surfaces, 1
implant of each surface being placed in each right and left tibial metaphysis.

1.4 Experimental Surgery
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The animals were kept in pre-operative fasting for 8 hours. The surgical
procedure began with general anesthesia with the use of 50mg/kg ketamin
chloride (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Sdo Paulo, Brazil), and
5mg/Kg xylazin chloride (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brazil) administered intramuscularly.  After this, trichotomy and
antisepsis were performed with degerming and topical PVPI (PVPI 10%,
Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Brazil). As complementary
anesthesia the animals received local infiltration of mepivacaine chloride (0.3
mil/Kg, 2% Scandicaine with adrenalina 1:100.000, Septodont, France). An
incision approximately 3 cm long was made in the tibial metaphysis, with the
use of a No.15 scalpel blade (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japan), mounted
in a No.3 scalpel handle. After this the full thickness of the soft tissue was
separated, exposing the bone tissue in order to insert the implants. To prepare
the surgical bed, an electric motor with a final speed of 1500 r.p.m. and
reduction counter-angle of 20:1 (Kavo do Brasil, Joinvile, Brazil) were used.
Preparation began with the spear drill to rupture the cortical bone. After this, 2.0
mm helicoidal, 2.0mm/3.0mm pilot and 3.0mm helicoidal drills were used
(Conexao Sistema de Proteses, Sao Paulo, Brazil), sequentially, with abundant
irrigation with a 0.9% Sodium Chloride solution (Darrow, Rio de Janeiro, Brazil).
The implants were inserted at the speed of 20 r.p.m and fixed torque at 45
N/cm. Suturing was performed in planes, with the use of absorbable thread
(Polygalactin 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos,
Brazil) with continuous stitches in the muscular plane and non-absorbable
thread (Nylon 4.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Brazil) with

interrupted stitches in the dermal plane. In the post-operative period the animals
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received IM administration of Pentabiotic (0.1mlI/Kg, Fort Dodge Saude Animal
Ltda, S&do Paulo, Brazil) and a single dose of Sodium Dipyrone (1mg/Kg/day,
Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brazil).

Form of Analyzing the Results
1.5.1 Surface Rugosimetry

The mean roughness (Rm) was analyzed on previously prepared three
disks of each surface, with the use of a roughness meter (Mitutoyo SJ-400,
Mitutoyo Sul Americana Ltda, Sdo Paulo, Brazil). The results obtained were
submitted to statistical analysis of variance and Bonferroni’'s multiple

comparisons test (p<0.05).

1.5.2 Biomechanical Analysis

In the periods of 30, 60 and 90 days the pre-operative procedure from
fasting through to antisepsis was performed. The tibial metaphysis of 10 rabbits
per each period were opened to expose the implants and perform in vivo
reverse-torque with the use of an analogic torquemeter (15-BTG, Tohnichi,
Tokyo, Japan). The values obtained were grouped and submitted to statistical
analysis of variance and to the Tukey Test for multiple comparisons among the
different groups and periods, adopting the level of significance of 5%. After
biomechanical analysis the animals were submitted to euthanasia by IM

administration of a lethal dose of 30% Chloral Hydrate (2ml/Kg).

Results
1.1 Implant Surface Topography — SEM and EDS
Scanning Electron Microscopy of the analyzed surfaces demonstrated

topographical differences among them. Group (SU) presented a smooth surface
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topography, contaminated with machining remainders (Figs.1 a, b, c), whereas
Group (SA) presented a topography with a morphologic pattern of subtraction,
formation of valleys of different depths and sizes (Figs 2 a, b, c¢). Group (SL)
(Figs3 a, b, c¢), and (SS) (Figs.4 a, b, c) produced rough surfaces with a more
regular and homogeneous morphological pattern.

Analysis by EDS revealed no contamination whatever of the analyzed
surfaces, and showed peaks of Ti for Groups (SU) (Fig.1 d) and (SA) (Fig.2 d).
For Group (SL), peaks of Ti and oxygen were observed (Fig. 3 d). However,
Group (SS) revealed the presence of peaks of Ti, oxygen, silica, chloride and
sodium (Fig.4 d).

Surface analysis of the implants removed in the period of 30 days
demonstrated complete coverage by bone tissue in the Groups (SL) (Fig.7 a, b,
c), and (SS) (Fig.8 a, b, ¢), however, the analysis of Groups (SU) (Fig.5 a, b, ¢)
and (SA) (Fig.6 a, b, c) revealed reduced bone coverage of the implants. The
EDS of all the surfaces (Figs. 5d, 6d, 7d, and 8d) showed peaks of Ti, O, Ca
and P, and the latter two elements presented higher concentration in Groups
(SL) and (SS). Group (SS) showed peaks of Si (Fig. 8d).

1.2 Rugosimetry

The microtopographic analysis revealed statistically significant
differences (p<0.05) between the roughness of Groups (SS) (Rm=5.12 + 0.32),
and (SL) (Rm= 4.73 + 0.48um), when compared with Groups (SA) (Rm=1.34
0.35um) and (SU) (0.4 + 0.06 um), according to Graph 1 (Fig. 9).

1.3 Biomechanical Analysis
In a macroscopic observation absence of secretion and bone fracture

were noted. No implant was lost and all were stable and without marginal bone
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loss. It was observed that some implants (SS) and (SL) were covered by
neoformed bone tissue, and it was necessary to remove it carefully with a
Number 2 spherical bur to expose the covering screw and enable the
biomechanical tests to be performed. The reverse-torque means of the implants
in the periods of 30, 60 and 90 days were 24.60, 43.60 and 60.40 N.cm
respectively for Group (SU); 43.00, 68.20 and 63.80 N.cm for (SA); 60.80, 76.60
and 78.00 N.cm for (SL); and 63.00, 75.40 and 80.60 N.cm for (SS), and are
highlighted in Graph 2 (Fig. 10). In the statistical comparison between the
surfaces, at 30 days it was found that the removal torque of implants in Group
(SS), and (SL) was statistically higher than in Group (SU) (p<0.05). In the same
period the removal torque of implants in group (SA) was statistically higher than
in Group (SU) (p<0.05). At 60 days the implants in Groups (SS) and (SL)
presented statistically higher reverse torque (p<0.05) in comparison with Group
(SU). At 90 days only Group (SS) presented statistically higher torque removal

values (p<0.05) in comparison with Group (SU).

Discussion

Surface modification by laser beam has been shown to be a promising
method for the treatment of implant surfaces, because it is clean, reproducible
and economically feasible [25,29]. It presents the physico-chemical property of
forming an oxygen-rich layer, and the incorporation of nitrogen during rapid
fusion and solidification of the titanium [22,24,25,29]. Cho & Jung [24]
compared laser-modified machined implant surfaces by means of topographic

analysis (SEM). The authors related that the laser modified surface presented
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regular cavities similar to those of a honeycomb, whereas the machined surface
was shown to be relatively smooth and with typical signs of machining.

The topography of the surfaces analyzed by SEM-EDS showed evidence
of Groups (SL) and (SS) presenting a complex morphology, which favored the
deposition of bone tissue, when compared with the Groups (SU) and (SA). The
physico-chemical and morphologic properties of the implant surface has a direct
function in osteogenesis, favoring the stages of the repair process at the
interface formed between the bone and implant [30]. Faeda et al. [14] evaluated
titanium implants with laser beam modified surfaces by means of biomechanical
analysis and concluded that the physico-chemical properties increased the
bone/implant interaction when compared with machined implants.

Sodium silicate deposition was performed on the laser modified surface
with the purpose of making it bioactive. Kokubo et al [27] related that a physico-
chemical interaction of this surface with the organic fluids occurs, for later bone
deposition. The interaction occurs through the sodium titanate link, which is
formed by the reaction between sodium hydroxide (NaOH) on the laser
irradiated surface and sodium silicate, thus making the surface reactive. The
end result is to facilitate the differentiation and proliferation of cells of
osteoblastic origin. In the EDS analysis the presence was verified of Na, Cl, and
Si, which are elements coming from the deposition solution.

The morphology of the surfaces measured by the mean roughness
appears to be related to the bone/impact level of contact [22,31,32,33]. From
the results obtained in the rugosimetry analysis, it was observed that (SL) and
(SS) presented statistically higher mean roughness values (p<0.05) when

compared with Groups (SU) and (SA). Vercaigne et al. [34] evaluating implant
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surfaces covered by Ti (TPS) plasma-spray, TPS associated with acid etching,
and TPS covered by HA implanted in goats, verified correlation among the
mean roughness values directly proportional to their removal torque values.

The reverse torque force for the removal of implants has been used in
many studies for the evaluation of osseointegration [24,35], even in an indirect
manner, and has been shown to be reliable when compared with the
percentage of bone tissue in contact with the implant [36]. This analysis was
introduced with the aim of measuring the force required to rupture the interface
formed between the bone and implant [11].

The statistical analysis performed using the data from the biomechanical
test showed that the removal torque of the implants in Group (SU) presented
lower values (p<0.05) than those of the other surfaces in the periods of 30 and
60 days. This demonstrates that the machined surface implants are dependent
on the healing time [10,14,37]. The method of surface modification by acid
etching, widely discussed in the literature, has presented favorable results
[10,15,17,18,19,38], as observed in this study, in which Group (SA) showed
superior results to those of Group (SU) in the periods of 30 and 60 days.
However, when compared with Group (SL) and (SS), Group (SA) presented a
lower reverse torque value (p< 0.05) in the period of 30 days. Similar results
were found by Faeda et al. [14], who used biomechanical analysis to compare
implants with laser modified surfaces with implants in which surfaces were
modified by the association of airborne particle abrasion and acid etching
(SMC). The authors obtained higher removal torque values for the laser
modified surface when compared with SMC in the initial periods.  The Group

(SS) constituted an experimental surface not yet reported in the literature, and
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which presented morphological, physio-chemical and biochemical results similar
to those of Group (SL). The reverse torque values obtained for Group (SS) were
higher than those for (SL), although no statistically significant difference were
observed between them.

The data obtained by biomechanical analysis could be ratified by
evaluating the topography by SEM in the implants removed in the period of 30
days. The images obtained indicated that bone rupture occurred predominantly
at the bone/implant interface for (SU) and (SA), whereas in (SL) and (SS)
rupture occurred in the bone adjacent to the interface, confirmed by the results
obtained in EDS, in which higher peaks of Ca and P were shown in the (SL) and

(SS) surfaces when compared with those of (SU) and (SA).

CONCLUSION

1 — The characterizations of (SL) and (SS) surfaces produced important
modifications in the physico-chemical properties and topographies when
compared with (SU) and (SA), favoring the interaction of bone tissue with the
implant in the initial periods of the bone repair process;

2 — For (SL) and (SS) the fracture promoted by the biomechanical test

occurred and the bone/bone interface.
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Anexo F
Capitulo Il - Versédo em Inglés

Histometric Analysis of cp Ti Implants with surfaces modified by laser

with and without silica deposition

Abstract

Purpose: Considering that the repair process at the interface formed between
bone and implant is dependent on a series of factors, among these the
properties of the surface, the aim of this study was to evaluate the biologic
behavior of the bone tissue around implants towards the experimental surfaces
modified by laser (SL); modified by laser with sodium silicate deposition (SS);
and commercially available surfaces modified by acid etching (SA) and
machined surfaces (SU).

Materials and Methods: Topographic characterization of the surfaces was
performed by SEM-EDX, and by mean roughness measurement before
experimental surgery. Thirty rabbits received 60 external hexagon implants
measuring 3.75 x10mm in their right and left tibias, one implant of each surface
being placed in each tibia. After periods of 4, 8 and 12 weeks animals submitted
to euthanasia. The tissues obtained were cut by a microtome without
decalcification. Histometric analysis was performed using an optical
microscope. The bone interface contact (BIC), and the bone area (AO) were
measured in percentages. The results obtained were submitted to the analysis
of variance and the Tukey t-test. A slide of each surface in the period of 4
weeks was metalized in order to analyze the element mapping by means of

scanning electron microscopy.
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Results: The topographic characterization showed differences between the
analyzed surfaces, and the mean roughness values of SL and SS were
statistically higher than those of SA. The (BIC) of SL implants was statistically
higher than those of SA and SU in the periods of 4, 8 and 12 weeks. The (BIC)
of SS implants was statistically higher than that of SU in the periods of 4, 8 and
12 weeks, and statistically higher than that of SA in the periods of 8 and 12
weeks. The (BIC) of SA implants was statistically higher than that of SU in the
period of 4 weeks. Element mapping showed high peaks of calcium and
phosphorous in all groups in the period of 4 weeks.

Conclusion: In view of the results obtained, it was concluded that the
experimental modifications SL and SS promoted on the surfaces of the implants
accelerated the stages of the bone tissue repair process around the implants,
providing better levels of osseointegration.

Key Words: Bone Repair; Laser; Surface Roughness.
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Introduction

The changes made in the morphological, chemical and physico-chemical
properties of the implant surface and their influence on the osseointegration
process have been the objective of many studies over the last few years. These

studies have demonstrated that surface treatment has enabled higher removal

2 4,5,6

torquel' 3 and bone/implant contact™” values to be obtained, when compared

with machined-surface implants. It has been suggested that this occurs not only
because of the increase in surface area, but also by potentiating the biological

responses, leading to acceleration of the initial stages of the process of bone
repair around implants.7

Therefore, surface treatment has assumed a role of great relevance in
osseointegration. This process originated from the intention of improving the

quality and quantity of bone at the interface formed between the bone and
impIant,A"5 favoring the repair process in low density areas,8 and in situations in

which the biological responses are known to be compromised, such as patients

with diabetes, who have been submitted to radiotherapy and are
immunosuppressed.6 Up to now these were patients for whom the use of

osseointegratable implants was contra-indicated.

The changes in the implant surface may be performed by methods of

9,10,11 12,13

addition, such as titanium plasma spray, and hydroxyapatite coating,

or methods of subtraction, such as modification by acid etching,s’14 airborne

5 16,17 3,7,18,19

particle abrasion,s'1 anodic oxidation, and laser beam ablation.
Laser beam modification is a recent method that has presented promising

results.®>?° It has the advantage of clean processing with a high degree of
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purity, in addition to being performed in a controlled and reproducible

manner.7’18'19'20'21

At present, researches have been directed towards texturing and coating

surfaces with biomaterial to make them bioactive. Among these coatings,
sodium silicate is outstanding.22 This compound is similar to silica oxide,

present in bioactive glass ceramics which, when in contact with blood and

mesenchymal cells present at the site, the latter differentiate into osteoblasts

23,24

and allow bone formation by osteocondution. The final objective is to favor

the migration and differentiation of cells of osteoblastic origin directly to
structure provided by the blood coagulum. In view of the above discussion, the
aim of this study was to evaluate the biologic behavior the bone tissue around
implants towards experimental surfaces modified by laser (SL), modified by
laser with sodium silicate deposition (SS), and commercially available surfaces

modified by acid etching (SA), and machined surfaces (SU).

Materials and Methods

SURFACE PREPARATION

In this study, 60 external hexagon implants were used, measuring
3.75x10mm (Conexao Sistemas de Protese, Sdo Paulo, Brazil), with 4 different
surfaces, 2 of which were experimental surfaces that were modified by the
Biomaterials Group of the “Instituto de Quimica UNESP,” Araraquara” and the
other 2 were commercially available and constituted the control groups, as
shown below:

3 (SL): Implant (cp Ti) and surface modified by Laser Beam (SL);

4 (SS): Implant (cp Ti) and surface modified by laser beam and sodium
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silicate deposition (SS); (SA): Implant (cp Ti) modified by acid etching
(Master Porous, Conexdao Sistemas de Protese, Sao Paulo, Brazil);
6 (SU) Implant cp Ti and machined surface (Master Screw, Conexao
Sistemas de Protese, Sao Paulo, Brazil).
Surface Modification by Laser Beam
The cp Ti implants were fixed to a rotary lathe under the Yb laser
equipment: 20W pulsed (Pulsed Ytterbium Fiber Laser, Sistema Omnimark 20F,
Ominitek Tecnologia Ltda, Sdo Paulo, Brazil), with the parameters of nominal
power 140mJ, and pulse frequency 20 KHz. The laser beam was projected onto
the entire surface of the implant spirals in an ambient atmosphere.
Coating by sodium silicate deposition
After laser beam irradiation of the surface, the implants were immersed in
a NaOH (5.0 Mol.L™) solution, and placed in an oven for a period of 24 hours at
60 °C. After this, they were removed from the solution and kept in the oven for 3
hours at 60 °C. After this stage, the implants were immersed in a sodium silicate
solution, pH 7.25, and remained in the oven for 24 hours, at a temperature of
37°C.
After the surface modifications of the experimental surfaces were
performed, the implants were sent to the company (Conexdo Sistema de

Proteses, Sao Paulo, Brazil) to be sterilized and vacuum packed.
SURFACE CHARACTERIZATION

Before the implants were placed in the rabbit tibias, their surface
topography was analyzed by means of scanning electron microscopy (SEM
model XL 30 TMP, FEG, Philips XL Series, with Oxford incaX-sight detector,

Holland, 97), coupled to the energy dispersive X-ray spectrometry system
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(EDX), for semi-quantitative analysis of the chemical composition of the
surfaces. In addition to this, cp Ti disks were modified with the different surfaces
and analyzed in cross section by SEM, to determine the mean thickness of 10

points measured on the surfaces.

In these same discs the mean roughness (Rm) of each surface was
measured, using a digital rugosimeter (Mitutoyo SJ-400, Mitutoyo Sul

Americana Ltda, Sao Paulo, Brazil).
EXPERIMENTAL MODEL

Thirty male rabbits (albinus, New Zealand) rabbits aged approximately 5
months, with body weight between 3 and 4 Kg were used. They received60
implants (15 implants of each type of surface), 1 implant of each surface being
placed in each tibial epiphysis. The animals were kept in individual cages and
fed a standard diet of solid rations (Procoelho, Primor) and water “ad libitum”, at
the vivarium of the School of Dentistry of Aracatuba — UNESP. The study was
submitted to the Ethics Committee on Animal Experimentation of the School of
Dentistry of Aracatuba for approval, and received a favorable report for its
development (Protocol Number 2007-005035).

SURGICAL PROCEDURE
The surgical procedure began with pre-operative fasting for 8 hours
before anesthesia. The animals were anesthetized by intramuscular infiltration
(IM) of 50mg/kg ketamine hydrochloride (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal
Ltda, Sdo Paulo, Brazil), and 5mg/Kg xylazine chloride (Dopaser — Laboratorio
Calier do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brazil).
After this trichotomy was performed in the right and left tibias. Degerming

and antisepsis of the region to be incised was performed with polyvinyl
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pyrrolidone iodine degerming agent (PVPI 10% Degermante, Riodeine,
Rioquimica, Sado José do Rio Preto, Brazil), followed by topical PVPI (10%
Topical PVPI, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, Brazil). After this,
the animals received local anesthetic by means of mepivacaine chloride
infiltration (0.3 mL/Kg, 2% Scandicaine with adrenalin 1:100.000, Septodont,
France) to help with hemostasis.

An incision approximately 3 cm long was made in the proximal region of
the tibia, bilaterally, and the soft tissue was divulsed through its entire thickness,
exposing the bone tissue for implant placement. The surgical beds were
prepared by means of a counter angle reducer 20:1 (Kavo do Brasil,
Florianopolis, Brazil) coupled to and electric motor (Conexdo Sistema de
Préteses, Sao Paulo, Brazil) at 1400 rpm. A progressive sequence of cutters,
lance, 2.0mm helical cutter, 2.0/3.0mm pilot cutter and 3.0mm helical cutter
were used, with abundant irrigation with 0.9% sodium chloride solution (Darrow,
Rio de Janeiro, Brazil). Next, one implant with each type of surface per tibia was
placed, with bicortical anchorage, at a speed of 20 rpm.

Suturing was performed in planes, with the use of absorbable thread
(Polygalactin 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos,
Brazil) with continuous stitches in the muscular plane and non-absorbable
thread (Nylon 4.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Brazil) with
interrupted stitches in the dermal plane.

In the post-operative period the animals received IM administration of
Pentabiotic (0.1ml/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, S&o Paulo, Brazil) and a
single dose of Sodium Dipyrone (1mg/kg/Kg, Ariston Industrias Quimicas e

Farmacéuticas Ltda, Sado Paulo, Brazil). In the periods of 4, 8, and 12 weeks
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post-operatively, the animals were submitted to euthanasia by means of IM
administration of a lethal dose of chloral hydrate.

SAMPLE PREPARATION AND HISTP,ETROC ANALYSIS

The tissue samples taken from the right and left tibias containing the
implants were removed and placed in 10% neutral buffered formalin for a period
of 72h. After this, the tissues were dehydrated in increasing concentrations of
alcohol (ethanol 60-100%) and afterwards, infiltration in light polymerizable
resin (Technovit 7200 VLC, Kultzer Heraeus GmbH & Co., Wehrheim,
Germany). The blocks containing the implant and peri-implant bone tissue were
cut in a central point, using a microtome with a cut and wear system (Exakt
Apparatebeau, Hamburg, Germany). The slides obtained were approximately
50 um thick and were stained with Stevenel blue and acid fuchsin. The images
were analyzed under an optical microscope (Diastar, Leica Reichert & Jung
Products, Germany) and captured by means of a digital photographic camera
(Leica Microsystems DFC-300-FX, Germany), with a resolution of 1.3
megapixels, coupled to a common light microscope and a computer.

The histometric analysis was performed by means of image analysis
software IMAGELAB 2000, version 2.4. Calculations in percentage were made
of the bone interface contact (BIC), and the area of bone tissue present (AO)
between the 3 most coronally situated spirals, located in cortical bone on each
side of the implant.

The element mapping was analyzed in a part from each group in the
period of 4 weeks, which was processed again, using the other half of the block

containing the implant section in the central point, as described above. These
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slides obtained were metalized to verify the distribution and homogeneity of Ca
and P, with the use of SEM-EDX coupled to an electronic microsound system.

STATISTICAL ANALYSIS

The values obtained in the rugosimetry analysis presented normal
distribution, when tested by the Kolmogorov-Smirnov test, and were compared
by means of the analysis of variance (ANOVA one-way) and Tukey’s multiple
comparison test (p<0.05).

The BIC and AO values in percentage obtained in the histometric
analysis were compared in each group among them, in the 3 periods, and for
the different groups in each period of evaluation. The data obtained also
presented normal distribution. The results obtained were submitted to statistical
analysis of variance (ANOVA one-way) and Tukey’s multiple comparison test

(p<0.05).

Results

SURFACE TOPOGRAPHY OF IMPLANTS - SEM AND EDX

Scanning Electron Microscopy of the analyzed surfaces demonstrated
topographical differences among them. The SL (Figs.la,b), and SS (Figs.1d,e)
produced rough surfaces with a more regular and homogeneous morphological
pattern, with structures on a nanometric scale (Figs.1lb and e). Group SA
presented a topography with a morphologic pattern of subtraction, with the
formation of valleys of different depths and sizes (Figs 1 g,h) whereas Group
SU presented a smooth surface topography, contaminated with machining
remainders (Figs.1j,l). Analysis by EDX revealed not contamination whatever

of the analyzed surfaces. For SL, peaks of Ti and oxygen were observed
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(Fig.1c), whereas SS revealed the presence of peaks of Ti, oxygen, silica and
sodium chloride (Figlf). Ti peaks were observed for SA (Fig.1l) and SU
(Fig.1m).

RUGOSIMETRY

The cross section of the discs showed a mean thickness of 21.76 + 9.05
pm for SL (Fig.2a). 28.75 + 10.12 um for SS (Fig.2b). and 7.84 + 3.73 pm for
SA (Fig.2c). In the cross section of surface SS (Fig.2b) SEM showed the
presence of a “hybrid” layer produced by laser beam irradiation followed by
sodium silicate deposition, and it was not possible to distinguish the
modification by laser beam from the sodium silicate deposit, evidenced by EDX
(Fig.1j).

Microtopographic analysis revealed statistically significant differences
(p<0.05) among the surfaces. The mean roughness values of SS (Rm=5.12 +
0.32 um). and SL (Rm= 4.73 + 0.48 um) were statistically higher than those of
SA (Rm=1.34 £ 0.35 um) e SU (0.4 £ 0.06 um). according to Graph 1 (Fig.3).

HISTOMETRIC ANALYSIS

The ELCOI of SL implants was statistically higher (p<0,05) than those of
SA and SU in the periods of 4, 8 and 12 weeks, whereas the BIC of SS
implants was statistically higher than those of SU the periods of 4, 8 and 12
weeks, and statistically higher than those of SA in the periods of 8 and 12
weeks. Whereas the BIC of SA implants was statistically higher (p<0.05) than
that of SU only in the period of 4 weeks. The mean and standard deviation
values in percentage of BIC of all the surfaces and periods are shown in the
chart below, and illustrated in Graph Il (Fig.4).

The AO of SL implants SL was statistically higher (p<0.05) than those of

SA and SU in the three analyzed periods. The BIC of SS implants was
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statistically higher than those of SU in the periods of 8 and 12 weeks. The AO
of SA implants was statistically higher than (p<0.05) that of SU in the period of 4
weeks. The mean and standard deviation values in percentage of AO of all the
surfaces in all periods are shown in the chart below, and illustrated in Graph Il
(Fig.5).

The qualitative analysis of bone tissue around implants SL and SS in the
period of 4 weeks revealed a more mature cortical bone tissue due to the more
regular and homogeneous deposition of collagen fibers, with the formation of
concentric lamella, and small areas of immature conjunctive tissue (stained with
Stevenel blue), with the presence of osteoblasts disposed in palisade formation.
In the periods of 60 and 90 days greater tissue maturation and significant
maintenance of the contact interface between the surfaces and bone tissue was
verified (Fig). In the SS implants SS it was not possible to note any detachment
of the sodium silicate material deposited on the surface (Fig).

Whereas in the SA (Fig) and SU (Fig) implants , in the period of 4 weeks
there was a smaller quantity of bone trabeculae between the spirals of the
implants in the cortical region, and these were interlaced with immature
conjunctive tissue. It was also verified that the collagen fibers were disposed in
a less orderly manner and there was less tissue maturity (Fig). In some regions
clear separation between the pre-existent bone tissue and neoformed bone
tissue was verified (Fig). In the periods of 8 and 12 weeks, the bony pattern of
SA (Fig.) and SU (Fig.) was more mature, with a larger contact interface of the
surface with bone tissue, although it was possible to note the presence of some

areas of immature conjunctive tissue among the bone trabeculae (Fig.) and the
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permanence of pre-existent bone tissue was still not remodeled in some regions
(Fig.).

ELEMENT MAPPING

The analysis of distribution and homogeneity of Ca and P in the slides
revealed the presence of high peaks of these elements in all the groups,
highlighting the colors blue for Ti, red for P and green for Ca. Superimposition

of the images of the different elements for each group is shown in Figure 7.

Discussion
The different methods of texturization in osseointegratable implants give
their surfaces a rougher topography, which interferes directly in the cell

responses, and consequently in the levels and speed of bone deposition.?”zs’26

This study showed that the topographical changes made in the implant surface
made it possible to have positive effects on the bone deposition process when
compared with machined-surface implants. Nevertheless, the experimental
topographical modifications made by laser ablation SL and laser ablation and
sodium silicate deposition SS were those that showed the best results,
accelerating the stages of the process of bone repair around implants and
providing better levels of osseointegration.

This biological response modulation was proved by the BIC and AO
values in percentages found in the SL and SS implants, which were generally
higher than those of the SU and SA implants in all the analyzed periods. These
findings are the consequences of implant surface modification by laser beam.
The interaction of the laser beam with the titanium surface in an ambient

atmosphere led to the physico-chemical interaction of oxygen, nitrogen and
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carbon, caused by the rapid heating and cooling of the surface . Ratifying the

3,7,18,19

above findings, pervious studies, have found results similar to those of

the present study, in which the physico-chemical properties of the surface

modified by laser beam accelerated the stages of bone repair around implants.
This same level of contact between the implant surface and bone tissue,

in this study evidenced by the percentage of BIC, appears to be related to the

27,28,29

mean roughness values. From the results obtained in the

microtopographic analysis it was observed that the SL and SS presented
statistically higher mean roughness values (p<0.05) when compared with those
of SU and SA, data that were directly proportional to the percentage of BIC
and AO, which showed higher values than those of SL and SS.

The topographic morphology of the surfaces analyzed by SEM-EDX
before the implants were placed, showed that the SL and SS presented a
complex morphology, with regular cavities, similar to those of a honey-comb,
free of impurities and with structures on a nanometric scale. The application of
nanotechnology corresponds to yet another stage in the process of
development of osseointegratable implant surfaces, and indicates a modulation

30,31,32

in tissue response. Recent studies have indicated that the most probable

hypothesis for this better tissue response was the existence of nanostructures
in the bone tissue, and tht the interaction between the bone tissue and
biomaterial also occurs on this scale.

Sodium silicate was deposited on the laser-modified surface to make it
bioactive. The process of biological incorporation is based on the physico-

chemical reaction of this surface with the organic fluids for later bone

deposition.22 The interaction occurs by the sodium titanate link formed by the



168

reaction of the sodium hydroxide (NaOH) with the laser irradiated surface, thus
leaving the surface reactive. The goal was to facilitate the differentiation and
proliferation of cells of osteoblastic origin. In this study the behavior of this
surface presented favorable results in the interaction with bone tissue,
according to the results of the histometric analysis.

At present there is concern about the use of coating materials on implant
surfaces, which is due to the risk of displacement of the deposited material,
causing an inflammatory process and bone loss as a result of phagocytosis of
the incorporated material, and leading to the rupture of the interface formed
between the bone tissue and implant surface. The deposition of sodium silicate
on the surface previously modified by laser beam did not present this problem,

since the ELCOI values in percentage of SS were very close to those of SL.
Aparecida et al. 2009*® affirmed that laser presents the physico-chemical

property of forming a layer rich in oxygen and nitrogen incorporation during the
rapid fusion and solidification of titanium, leaving the surface reactive, and
facilitating the incorporation of the coating material. Furthermore, in general, this
concern does not affect the methods of texturization by subtraction, such as
ablation by laser, since the majority of problems of displacements that have

occurred up to now were related to the method of addition of plasma sprayed

hydroxyz;lpatite.g""35

Therefore, within the limitations of the present study, the results obtained
suggest that the experimental characterizations performed in the surfaces of
implants SL and SS promoted important physico-chemical modifications,
favoring the interaction between the bone tissue and implant during the repair

process. Further studies will be necessary for better understanding of the
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modulation of biologic responses promoted by these experimental
modifications, as well as of the behavior of these towards oral fluids and the

progression of peri-implant disease.



170

References
1 — Carlsson L, Rostlund T, Albrektsson, B, et al: Removal torque for polished

and rough titanium implants. Int J Oral Maxillofac Implants 3:21, 1988.

2 - Kesser-Liechti G, Zix J, Mericske-Stern R: Stability measurements of 1-
stage implants in the edentulous mandible by means of resonance frequency

analysis. Int J Oral Maxillofac Implants 23:353, 2008.

3 — Faeda RS, Tavares HA, Sartori R, et al: Biological performance of chemical
hydroxyapatite coating associate with implant surface modification by laser
beam: biomechanical study in rabbit tibiae. J Oral Maxillofac Surg 67:1706,

20009.

4 - Thomas K, Cook SD: Relationship between surface characteristics and the

degree of bone-implant integration. J Biomed Mater Res 26:831, 1992.

5 - Xavier SP, Carvalho PSP, Beloti MM, et al: Response of rat bone marrow
cells to commercially pure titanium submitted to different surface treatments. J

Dent 31:173, 2003.

6 - Qahash M, Hardwick R, Rohrer MD, et al: Surface-etching enhances
titanium implant osseointegration in newly formed (rhBMP-2-induced) and

native bone. Int J Oral Maxillofac Implants 22: 472, 2007.



171

7 - Faeda RS, Tavares HS, Sartori R, et al: Evaluation of titanium implants with
surface modification by laser beam. Biomechanical study in rabbit tibias. Bras

Oral Res 23:137, 2009.

8 - Buser D, Schenk RK, Steinemann S, et al: Influence of surface
characteristics on bone integration of titanium implants. a histomorphometric

study in miniature pigs. J Biomed Mater Res 25:889, 1991.

9 - Gotfredsen K, Wennerberg A, Johansson, C, et al: Anchorage of TiO2-
blasted, HA-coated, and machined implants: an experimental study with rabbits.

J Biomed Mater Res 29:1223, 1995.

10 - Gotfredsen K, Berglundh T, Lindhe J: Bone reactions adjacent to titanium
implants with different surface characteristics subjected to static load. a study in

the dog (II). Clin Oral Implants Res 12:196, 2001.

11 - Lima LA, Fuchs-Wehrle AM, Lang NP, et al: Surface characteristics of
implants influence their bone integration after simultaneous placement of

implant and GBR membrane. Clin Oral Implants Res 14:669, 2003.

12 — Piattelli A, Scarano A, DI Alberti L, et al: Histological and histochemical
analysis of acid and alkaline phosphatases around hydroxyapatite-coated

implants: a time course study in rabbit. Biomaterials 18:1191, 1997.



172

13 - — Uehara T, Takaoka K, Ito K: Histological evidence of osseointegration in
human retrieved fractured hydroxyapatite-coated screw-type implants: a case

report. Clin Oral Implants Res 15:540, 2004.

14 - Klokkevold PR, Nishimura RD, Adachi M, et al: Osseointegration enhanced
by chemical etching of the titanium surface. a torque removal study in the rabbit.

Clin Oral Implants Res 8:442, 1997.

15 - Wennerberg A, Albrektsson T, Andersson B, et al: A histomorphometric
and removal torque study of screw-shaped titanium implants with three different

surface topographies. Clin Oral Implants Res Copenhagen 6:24, 1995.

16 - Sul YT, Johansson CB, Jeong Y, et al: Resonance frequency and removal
torque analysis of implants with turned and anodized surface oxides. Clin Oral

Implants Res 13:252, 2002.

17 - Huang YH, Xiropaidis AV, Sorensen RG, et al: Bone formation at titanium
porous oxide (TiUnite) oral implants in type IV bone. Clin Oral Implants Res

16:105, 2005.

18 - Gaggl A, Schultes G, Muller, WD, et al: Scanning electron microscopical
analysis of laser-treated titanium implant surfaces — a comparative study.

Biomaterials 21:1067, 2000.



173

19 - Cho SA, Jung SK: A removal torque of the laser-treated titanium implants
in rabbit tibia. Biomaterials 24:4859, 2003.
20 - Braga FJC, Marques RFC, Filho EA: Surface modification of Ti dental

implants by Nd:YVO4 laser irradiation. Appl Surf Scien 253:9203, 2007.

21 - Tavares HS, Faeda RS, Guastaldi AC, et al: SEM-EDS and biomechanical
evaluation of implants with different surface treatments: an initial study. J

Osseointegration 1:25, 2009.

22 - Kokubo T, Kim HM, Kawashita M: Novel bioactive materials with different

mechanical properties. Biomaterials 24:2161, 2003.

23 - Schepers EJ, Ducheine P, Barbier L, et al: Bioactive glass particles of
narrow size range: a new material for the repair of bone defects. Implant Dent

2:151, 1993.

24 - Chen QZ, Li Y, Jin LY, et al: A new sol-gel process for producing Na(2)O-

containing bioactive glass-ceramics. Acta Biomateral 4:, 2010.

25 — Suzuki M, Guimaraes MVM, Marin C, et al: Histomorphologic and bone-to-
implant contact evaluation of dual acid-etched and bioceramic grit-blasted
implant surfaces: an experimental study in dogs. J Oral Maxillofac Surg

68:1877, 2010.



174

26 - Coelho PG, Granato R, Marin C, Bonfante EA, Freire JN, Janal MN, Gil JN,
Suzuki M: Biomechanical evaluation of endosseous implants at early

implantation times: a study in dogs. J Oral Maxillofac Surg 68:1667, 2010.

27 — Cooper LFA: A role for surface topography in creating and maintaining

bone at titanium endosseous implants. J Prosthet Dent 84:522, 2000.

28 - Stach RM, Kohles, SS: A meta-analysis examining the clinical survivability
of machined surface and osseotite implants in poor-quality bone. Implant Dent

12:87, 2003.

29 - Sandrini E, Giordano C, Busini V, et al: Apatite formation and cellular
response of a novel bioactive titanium. J Mater Sci Mater Med 18:1225, 2007.

30 - Mendes VC, Moeineddin R, Davies JE: The effect of the discrete calcium
phosphate nanocrystals on bone bonding to titanium surfaces. Biomaterials

28:4748, 2007.

31 - Meirelles L, Arvidsson A, Andersson M, et al: Nano hydroxyapatite
structures influence early bone formation. J Biomed Mater Res A, Appl

Biomater 87A:299, 2008.

32 - Meirelles L, Currie F, Jacobsson M, et al: The effect of chemical and
nanotopographical modifications on the early stages of osseointegration. Int J

Oarl Maxillofac Implants 23:641, 2008.



175

33 — Aparecida AH, Fook MV, Guastaldi AC: Biomimetic apatite formation on
ultra high molecular weight polyethylene (UHMWPE) using modified biomimetic

solution. J Mater Sci Mater Med 20:1215, 2009.

34 — Bloebaum RD, Beeks D, Dorr LD, et al: Complications with hydroxyapatite
particulate separation in total hip arthroplasty. Clin Orthop Relat Res 298:109,

1994.

35 — Albrektsson T: Hydroxyapatite-coated implants: a case against their use. J

Oral Maxillofac Surg 56:1312, 1998.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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