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RESUMO

A nanotecnologia utilizada como revestimento de implantes ortopédicos, neurologicos e odontoldgicos
tem importancia, cada vez maior, para fixacao e durabilidade dos mesmos. A biocompatibilidade com
o tecido 6sseo ¢, portanto, fundamental. Apds avaliagcdo dos resultados feita através por analise
histologica em 46 amostras de tecido subcutineo de camundongos com e sem recobrimento de
AITiCrN+Si3N4 (Nitreto de Cromo aluminio titanio envelopadas em uma camada de nitreto de silicio)
verificou-se que infiltragcdo eosinofilica, intensidade do processo inflamatdrio, infiltragdo por células
gigantes multinucleada ndo apresentarem diferenca estatistica entre os dois grupos. Verificou-se
fibrose no grupo com revestimento foi 1,7 vezes maior (RR = 1,7, IC 95% = 0,83 a 3,7) e presenga de
pigmento granular negro que caracterizou desgaste, desplacamento e/ou corrosdo do cobrimento em
todas as amostras. Conclui-se que tal material ndo tem espago para para ser utilizado em cobrimentos
nanotecnoldgicos de implantes metalicos.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Cobrimento. Implante.

ABSTRACT

Nanotechnology used as a coating for orthopedic, neurological, and dental implants is increasingly
important for their fixation and durability. Biocompatibility with bone tissue is therefore essential.
After evaluating the results through histological analysis of 46 subcutaneous tissue samples from mice
with and without AITiCrN+Si3N4 coating (Titanium Aluminum Nitride enveloped in a silicon nitride
layer), it was found that eosinophilic infiltration, intensity of the inflammatory process, and infiltration
by multinucleated giant cells showed no statistical difference between the two groups. Fibrosis was
found in the coated group, which was 1.7 times greater (RR = 1.7, 95% CI = 0.83 to 3.7), and the
presence of black granular pigment characterized wear, displacement, and/or corrosion of the coating
in all samples. It is concluded that such material has no space to be used in nanotechnological coatings
of metal implants.

Keywords: Nanotechnology. Coating. Implant.

RESUMEN

La nanotecnologia utilizada como recubrimiento para implantes ortopédicos, neurologicos y dentales
es cada vez mas importante para su fijacion y durabilidad. Por lo tanto, la biocompatibilidad con el
tejido 6seo es esencial. Tras evaluar los resultados mediante analisis histologico de 46 muestras de
tejido subcutaneo de ratones con y sin recubrimiento de AITiCrN+Si:N4 (nitruro de titanio, aluminio y
cromo envuelto en una capa de nitruro de silicio), se observd que la infiltracién eosinofilica, la
intensidad del proceso inflamatorio y la infiltracion de células gigantes multinucleadas no presentaron
diferencias estadisticas entre los dos grupos. Se observo fibrosis en el grupo recubierto, que fue 1,7
veces mayor (RR = 1,7; IC del 95 % = 0,83 a 3,7), y la presencia de pigmento granular negro
caracterizo el desgaste, el desplazamiento y/o la corrosion del recubrimiento en todas las muestras. Se
concluye que este material no tiene cabida para su uso en recubrimientos nanotecnologicos de
implantes metélicos.

Palabras clave: Nanotecnologia. Recubrimiento. Implante.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ uma pratica da medicina moderna que envolve o uso e a manipulagao da
matéria em niveis moleculares e anatomicos. Seu uso na saude deriva-se do conceito conhecido como
Nanociéncia.! O revestimento de material de implantes ortopédicos, neurologicos e odontoldgicos tem
importancia, cada vez maior, para fixagao e durabilidade dos mesmos baseados na biocompatibilidade
com o tecido 6sseo.>?

A viabilidade do implante e a qualidade protética pos-cirurgica dependem da interag¢do entre o
material exdgeno e o organismo, sendo perfeita se ausente. O material deve ser biocompativel. Neste
contexto emergiram as proteses revestidas que, teoricamente, maximizariam suas caracteristicas fisico-
quimicas e possibilitariam a melhor aceitacdo do organismo bem como maior durabilidade do
implante >4>-6.7:8

A literatura apresenta dados conflitantes a respeito da real eficacia das proteses revestidas.
Como mostra o estudo de Lazarinis ef al., o qual demonstra que hastes femorais revestidas além de
apresentarem sobrevida semelhante aquelas ndo revestidas, também apresentam taxas similares em
relaco a necessidade de revisio cirurgica.’

Assim como a meta-andlise delineada por Voigt e Mosier, em 2011, que revisou o resultado de
926 artroplastias de joelho. Este estudo sugeriu que os implantes revestidos obtiveram maior
durabilidade a longo prazo em pacientes com idade inferior a 70 anos.!'® Neste cenario, a pluralidade
de caracteristicas dos materiais implantados evoca a necessidade de ampliar os estudos que avaliem a
biocompatibilidade dos materiais e seus revestimentos.

O objetivo do presente estudo visa avaliar a biocompatibilidade ao revestimento
AITiCrN+Si3N4 (Nitreto de Cromo aluminio titdnio envelopadas em uma camada de nitreto de silicio),

utilizando-se como modelo animal camundongos, comparando a sua eficicia com préteses nao

revestidas.

2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 30 camundongos da linhagem Swiss, com peso
entre 30 a 35g. Restaram para andlise estatistica, 23 camundongos apds os critérios de exclusio e
analise do material anatomopatologico.

Os animais foram mantidos no laboratorio de Tratamento Crdnico (Saude I1) do CCE - Centro
Cirurgico Experimental da UNIVILLE. Os mesmos foram acomodados individualmente em caixas de
polipropileno com serragem, de tamanho de 300x190x130 mm, com tampa de arame cromado, sem
cantos vivos. Estas caixas foram entdo dispostas em prateleiras no laboratorio, onde a temperatura foi
mantida em 22 + 1°C constantemente e a iluminagao foi controlada, mantendo 12 horas de luz ¢ 12

horas de escuro, sempre deixando o escuro no periodo noturno. A limpeza foi realizada em intervalos
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de trés dias. A disposicao de agua ¢ feita em garrafa propria e deixada a disposi¢ao dos animais, sendo
trocada a cada semana. A ragao foi colocada sobre a tampa de arame e também deixada a vontade dos
animais, sendo sempre adicionada quando necessario.

A cobertura utilizada foi a AITiCrN+Si3N4 (Nitreto de Cromo aluminio titanio envelopadas
em uma camada de nitreto de silicio) com 2 cargas em multicamada e 2 cargas em gradiente em barras.

O material a ser testado quanto a biocompatibilidade foi inserido, por incisdo cirargica, nos
dois lados do dorso do animal. Como amostra padrdo, foram utilizadas barras de 1cm compostas por
(material da barra). A metade das amostras foram revestidas com o material do estudo, (material

revestido estudado). Figuras 1A e 1B.

Figura 1 A - Blocos de 1 cm com e sem revestimento.
Figura 1 B - Introdutores com Blocos para inoculagdo subcuténea.

Fonte: Os autores

Os camundongos foram previamente anestesiados com lidocaina 2% sem vasoconstritor apos
antissepsia local com clorexidina alcoolica para tal procedimento (Figura 2). No lado direito foi
implantado a amostra revestida com o material a ser estudado e no lado esquerdo a mesma amostra

sem revestimento. Apos a cirurgia, a ferida cirargica foi suturada com fio mononylon 3.0.

ig. 2 — Introducdo dos Blocos subcutaneo.

Fonte: Os autores
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Os camundongos foram categorizados aleatoriamente em cinco grupos compostos por dez
camundongos cada. O primeiro grupo de animais foi submetido a eutanasia através de deslocamento
cervical apds 7 dias a implantacdo do material.

Por meio de procedimento cirurgico, o bloco contendo pele, subcutdneo e¢ os materiais
implantados foi retirado para avaliagdo anatomopatoldgica com estudo do grau de reagdo tecidual,
vislumbrando a evolu¢do da reacdo local e a biocompatibilidade do implante. Apds 7 dias, um novo
grupo de animais foram sacrificados e submetidos a mesma avaliagdo que o grupo anterior. Assim
sucederam-se os demais grupos, respeitando sempre o intervalo de tempo previamente estabelecido e
os métodos de eutandsia, coleta do material e analise anatomopatologica.

Foram enviados para estudo anatomopatoldgico as amostras com e sem revestimento (Figuras
3A e 3B). Analisamos comparativamente a reacdo tecidual provocada pelo material através das
seguintes varidveis:

PADRAO PROCESSO INFLAMATORIO, INFILTRACAO EOSINOFILICA, EXTENSAO
PROCESSO INFLAMATORIO, INTENSIDADE DO PROCESSO INFLAMATORIO,
INFILTRACAO POR CELULAS GIGANTES MULTINUCLEADAS, FIBROSE CONCENTRICA,
PROLIFERACAO ANGIOFIBROBLASTICA E PIGMENTO GRANULAR NEGRO.

Fig. 3-A - Captagdo das amostras.
Fig. 3-B - Encaminhamento para analise em Formol tamponado 10%.

Fonte: Os autores

Dividimos a analise das amostras em trés grupos. No primeiro grupo, a analise foi realizada
apos 3 semanas apos a implantagdo do implante, no segundo grupo, apds 5 semanas e no terceiro grupo,
ap6s 7 semanas. Obtivemos 8 amostras no primeiro grupo, 7 amostras no segundo € 8§ amostras no
terceiro grupo.

Foram excluidas as amostras que ndo tiveram material suficiente ou houve danos ao material,

sendo impossibilitado o estudo anatomopatologico.
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3 RESULTADOS

ISSNM: 2177-3246

Todos os dados foram obtidos e conferidos pelo pesquisador.

As medidas de tendéncia central consideradas na analise estatistica foram frequéncias absolutas
e percentuais. A estimativa da diferenga entre as proporgodes foi estimada pelo teste qui-quadrado de
Pearson e teste exato de Fisher.

A estimativa de risco foi realizada pelo célculo do risco relativo e respectivos intervalos de
confianca de 95%.

A amostra foi calculada considerando um erro do tipo I de 5%, com poder de teste minimo
estimado de 85%. O erro do tipo II pode ter ocorrido para as associacdes estimadas como nao
significativas em virtude do tamanho da amostra.

Constituiram a amostra deste estudo 46 amostras de tecido subcutaneo de camundongos testado
para reacdo biologica a fio metalico sem e com revestimento nanotecnoldgico 3 (8 amostras), 5 (7

amostras) ¢ 7 semanas (8 amostras) apos o implante.

3.1 PADRAO DE PROCESSO INFLAMATORIO

No grupo sem revestimento nanotecnologico houve progressio de padrao inflamatdrio
predominantemente ausente ou cronico proliferativo com 5 semanas para fibrose com 7 semanas (p =
0,01). No grupo com revestimento observou-se o mesmo fenomeno (p < 0,001). Nao se verificou

diferenca de evolucao entre os dois grupos (p > 0,05) (Tabela 1, Graficos 1 A/ 1 B).

Tabela 1 - Padrido de Processo Inflamatorio

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO
Ausente Crd prol Fibros p* Ausente Cron pro Fibros p** p***
3s 02 25,0% 06 75,0%  000,0% 0,01 000,0% 08100,0% 000,0% <0,001 0,13
6s 01 14,3% 06 85,7% 00 0,0% 0228,6% 0571,4% 00 0,0% 0,51
7s 00 0,0% 0337,5% 0562,5% 000,0%  0450,0% 0450,0% 0,61

NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparag@o entre os grupos (sem revestimento) ** comparagdo entre 0s grupos
(com revestimento) ***comparagdo entre sem ¢ com revestimento.
Fonte: Autores.

Graficos 1: A - Padrdo de Processo Inflamatorio sem Revestimento B — Padrdao de Processo Inflamatorio com
Revestimento.
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Observou-se risco de fibrose no grupo sem revestimento 7 vezes maior quando comparado a 3* com a 7* semana (RR =
7,0 IC 95% = 1,09 a 44,6). No grupo com revestimento foi 1,7 vezes maior (RR = 1,7, IC 95% = 0,83 a 3,7) na 7*
semana.
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3.2 INFILTRACAO EOSINOFILICA
Nao se observou infiltracdo eosinofilica significativa em nenhum dos grupos (p > 0,05), em

nenhum dos momentos de avaliacdo (p > 0,05) (Tabela 2, Graficos 2 A/ 2 B).

Tabela 2 - Infiltrado Eosinofilico

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO
Ausente Minimo  Discreto  p* Ausente Minimo Discreto  p**  p***
3s 08100,0% 000,0% 000,0% 03 06750% 0112,5% 0112,5% 0,39 0,31
6s 06 85,7% 000,0% 0114,3% 07 100,0% 00 0,0% 00 0,0% 0,29
7s  08100,0% 000,0%  000,0% 08 100,0% 00 0,0% 00 0,0% 1,00

NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparacdo entre os grupos (sem revestimento) ** comparacao entre os grupos
(com revestimento) ***comparagdo entre sem e com revestimento
Fonte: Autores.

Graficos 2: A - Infiltrado Eosinofilico sem revestimento B - Infiltrado Eosinofilico com revestimento.
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3.3 EXTENSAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

No grupo sem revestimento nanotecnolégico ndo se observou diferenca expressiva de acordo
com o tempo (p=0,17). No grupo com revestimento, observou-se mudanca de predominio de extensao
moderada para discreta ou minima (p = 0,04). Na comparac¢ao dos dois grupos observou-se que com 3
semanas a extensdao do processo inflamatério foi maior no grupo com revestimento nanotecnoldgico

(p =0,02) (Tabela 3, Graficos 3 A/ 3 B).

Tabela 3 - Extensdo do Processo Inflamatorio

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO
Ausen Mini Discre Mod p* Ausen  Minim  Discre Mod p**  p***
3s 03 03 02 000,0% 0,17 00 0,0% 01 02 05 0,04 0,02
37,5% 37,5%  25,0% 12,5%  25,0% 62,5%
6s 02 02 00 03 03 01 02 01 0,31
28,6% 28,6% 0,0% 42,9% 42,9% 14,3%  28,6% 14,3%
7s 05 00 0,0% 01 00 0,0% 04 01 02 01 0,61
62,5% 12,5% 50,0% 12,5%  25,0% 12,5%

NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparacao entre os grupos (sem revestimento) ** comparagdo entre os grupos
(com revestimento) ***comparag@o entre sem e com revestimento
Fonte: Autores.
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Graficos 3: A - Extensdo do processo inflamatorio sem revestimento. B - Extensdo do processo inflamatoério com
revestimento.
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3.4 INTENSIDADE DO PROCESSO INFLAMATORIO

Com relagdo a intensidade do processo inflamatério ndo se observou diferenga entre os

momentos de avaliagdo ou entre os grupos (p > 0,05) (Tabela 4, Graficos 4 A/ 4 B).

Tabela 4 - Intensidade do Processo Inflamatorio

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO
Ausent Minim Discr Mod p*  Ausent Minim Discr Mod  p**  p¥**
03 04 00 01 00 03 02 03

3s 37,5% 50,0  0,0%  12,5% 0.4 0,0%  37,5%  250% 37.5% 0.3 010
6s 02 02 00 03 03 02 01 01 0.53

28,6%  28,6% 0,00  42,9% 42,9%  28,6%  143%  143% ’
75 05 02 00 01 04 01 02 01 0.48

62,5% 25,0% 0,0%  12,5% 50,0%  2,5%  250% 12,5% ’

NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparag@o entre os grupos (sem revestimento) ** comparagdo entre os grupos
(com revestimento) ***comparagdo entre sem ¢ com revestimento.
Fonte: Autores.

Graficos 4: A - Intensidade do Processo Inflamatdrio sem revestimento. B - Intensidade do processo inflamatdrio com
revestimento.
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3.5 INFILTRACAO POR CELULAS GIGANTES MULTINUCLEADAS

Com relagdo a infiltragdo por células gigantes multinucleadas ndo se observou diferenca entre

os momentos de avaliagdao ou entre os grupos (p > 0,05) (Tabela 5, Graficos SA/ 5 B).
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Tabela 5 - Infiltrado por Células Gigantes Multinucleadas

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO
Ausente Presente p* Ausente Presente p** pr*E
08 00 07 N
3s 100,0% 0.0% 0,1 87.5% 01 12,5% 0,77 1,00
07 00 06 N
6s 100,0% 0.0% 2 85.7% 01 14,3% 1,00
7s 0675,0% 02 25,0% 06 02 25,0% 0,98

75,0%
NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparagéo entre os grupos (sem revestimento) ** comparag@o entre os grupos
(com revestimento) *** comparacdo entre sem e com revestimento

Fonte: Autores.

Grafico 5 A - infiltrag@o por células gigantes multinucleadas sem revestimento Grafico
5 B - infiltragdo por células gigantes multinucleadas com revestimento

B Ausente M Presente ®Ausente W Presente

3.6 FIBROSE CONCENTRICA

No grupo sem revestimento nanotecnologico ndo se observou diferenca expressiva de acordo
com o tempo (p =0,52). No grupo com revestimento, observou-se progressao de auséncia para minimo
de 3 a 7 semanas (p = 0,01). Na comparagdo dos dois grupos observou-se que com 7 semanas a fibrose
foi mais frequente no grupo com revestimento nanotecnologico (p = 0,02) (Tabela 6, Graficos 6 A e 6

B).

Tabela 6 - Fibrose Concéntrica

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO
Ausente Minimo Discreto p* Ausente Minimo  Discreto pF**

3s 05 (62,5%) 02 (25,0%) 01 0,52 03 02 (25%) 03 (37,5% 0,01 0,47
(12,5%) (37,5%)

6s 02 (28,6%) 02 (28,6%) 03 04 02 01 0,43
(42,8%) (57,1%)  (28,6%)  (14,3%)

7s 04 (50,0%) 03 (37,5%) 01 00 (0,0%) 08 00 (0,0%) 0,02
(12,5%) (100%)

NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparagdo entre os grupos (sem revestimento) ** comparagdo entre os grupos
(com revestimento) *** comparacéo entre sem e com revestimento
Fonte: Autores.
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Graficos 6: A - Fibrose Concéntrica sem revestimento. B - Fibrose Concéntrica com revestimento.
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3.7 PROLIFERACAO ANGIOFIBROBLASTICA

No grupo sem revestimento nanotecnoldgico observou-se uma variagdo entre 3 e 5 semanas (p
=0,04) mas com retorno de padrdo de auséncia de proliferacdo angiofibroblastica com 7 semanas. No
grupo com revestimento, ndo se observou alteracao significativa (p =0,27.) Na comparagdo dos dois

grupos nao se observou diferenga significativa (p > 0,05) (Tabela 7, Grafico 7).

Tabela 7 - Proliferagdo Angiofibrobléstica

SEM REVESTIMENTO COM REVESTIMENTO

Ausent  Minim  Discret Mod. p* Ausent Minim  Discret  Mod. p*  p**
% %

3s 03 04 00 01 0,04 01 02 02 03 02 0,1l
37,5%  50,0% 0,0% 12,5% 12,5%  25,0%  25,0%  37,5% 9

6s 02 01 02 02 04 00 01 02 0,5
28,6% 14,3%  28,6%  28,6% 57,1% 0,0% 4,3% 28,6% 7

7s 07 01 00 00 05 01 02 00 0,3
87,5% 12,5% 0,0% 0,0% 62,5% 12,5%  25,0% 0,0% 1

NOTA: Teste Qui-quadrado de Pearson * comparacdo entre os grupos (sem revestimento) ** comparagao
entre os grupos (com revestimento) ***comparagdo entre sem e com revestimento.
Fonte: Autores.

Graficos 7: A - proliferagdo angiofibroblastica sem recobrimento. B - proliferagdo angiofibrobléastica sem recobrimento
- N
—_ WAusente WMinimo W Discreto W Noder T WAmSERte  WMInmo W Discrets W Maderada

3.8 PIGMENTO GRANULAR NEGRO
Pigmento granular negro foi visto em todos os casos € em todas as semanas com revestimento

nanotecnologico.
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4 DISCUSSAO

A avaliacdo dos resultados foi feita através de analise histoldgica. As reacdes organicas dos
camundongos aos implantes foram divididas em categorias e a comparag¢ao intergrupos se fez em cima
destas caracteristicas.!!

Constituiram a amostra deste estudo 46 amostras de tecido subcutaneo de camundongos testado
para reacdo bioldgica a fio metdlico sem e com revestimento nanotecnologico 3 (8 amostras), 5 (7
amostras) e 7 semanas (8 amostras) apds o implante.

Discutiremos o comportamento pelos estudos que apresentaram diferenca estatistica visto as
analises de INFILTRACAO EOSINOFILICA, INTENSIDADE DO PROCESSO INFLAMATORIO,
INFILTRACAO POR CELULAS GIGANTES MULTINUCLEADA nio apresentarem diferenca
estatistica entre os dois grupos.

Quanto ao Padrao de Processo Inflamatorio:

No grupo sem revestimento nanotecnologico houve progressio de padrao inflamatdrio
predominantemente ausente ou cronico proliferativo com 5 semanas para fibrose com 7 semanas (p =
0,01). No grupo com revestimento observou-se o mesmo fenomeno (p < 0,001). Nao se verificou
diferenga de evolucao entre os dois grupos (p > 0,05).

A extensdo do processo inflamatorio ndo variou com os tempos de andlise no grupo sem
revestimento (p =0,17). No grupo com revestimento, observou-se mudanga de predominio de extensao
moderada para discreta ou minima (p = 0,04). Na comparac¢ado dos dois grupos observou-se que com 3
semanas a extensao do processo inflamatério foi maior no grupo com revestimento nanotecnolégico
(p =0,02).

Em se analisando a intensidade do processo inflamatorio, houve predominio da auséncia ou
presenca minima. Nao houve diferenca entre os momentos de avaliagdao ou entre os grupos (p > 0,05).

Observou-se risco de fibrose no grupo sem revestimento 7 vezes maior quando comparado a 3*
com a 7* semana (RR = 7,0 IC 95% = 1,09 a 44,6). No grupo com revestimento o risco foi 1,7 vezes
maior (RR=1,7, IC 95% = 0,83 a 3,7) na comparacao entre a 3% e a 7* semana.

Em todas as amostras analisadas de cada série do grupo com revestimento nanotecnolédgico foi
encontrado pigmento granular negro, enquanto que o grupo sem revestimento ndo apresentou tal
caracteristica em nenhum momento.

O pigmento granular negro encontrado na microscopia corresponde ao desplacamento do

material do implante, que pode ocorrer em decorréncia do desgaste ou corrosdo do metal.

5 CONCLUSAO
Apos avaliacao dos resultados feita através por analise histologica em 46 amostras de tecido

subcutaneo de camundongos com e sem recobrimento de AITiCrN+Si13N4 (Nitreto de Cromo aluminio
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titanio envelopadas em uma camada de nitreto de silicio) verificou-se que infiltracdo eosinofilica,
intensidade do processo inflamatdrio, infiltragdo por células gigantes multinucleada ndo apresentarem
diferenga estatistica entre os dois grupos.
Fibrose no grupo com revestimento 1,7 vezes maior (RR =1,7, IC 95% = 0,83 a 3,7) e presenga
de pigmento granular negro caracterizam desgaste, desplacamento e/ou corrosao do recobrimento.
Conclui-se que tal material ndo teria espago para para utilizagdo em recobrimento

nanotecnologico em implantes metalicos.
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