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RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi analisar as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas de dois tipos de superficies de implantes osteointegraveis manufaturadas
para uso em odontologia. Superficies maquinadas (Mq) e com tratamento superficial
(ST) foram analisadas pela microscopia eletrénica de varredura (MEV), perfildbmetro
de contato, espectroscopia de energia dispersiva (EDS), gonidmetro e cultura de
células do estroma da medula 6ssea humana. Foram notadas diferencas
significantes na topografia e potencial de molhabilidade entre as superficies
testadas. Apesar da significante diferenga da rugosidade superficial (Ra) (teste de
Wilcoxon / p<0,05) entre as superficies maquinadas e tratadas, ambas apresentaram
um alto grau de lisura. Todavia as superficies tratadas tiveram uma capacidade de
molhabilidade maior que as maquinadas. Os angulos de contato tiveram diferencas
significantes entre maquinadas e tratadas (teste de Tukey / p<0,001). A analise ao
EDS observou uma alta concentracao de titdnio em ambas as superficies testadas.
A contagem de células aderidas (método duplo cego) sobre as distintas superficies
mostrou ndo haver diferenga significante na adesdo das células estromais sobre
estas apos 18 horas (teste de Mann Whitney / p>0,05). O presente estudo concluiu
que modificagdes na rugosidade superficial dos implantes de titanio podem
promover significantes diferengas na morfologia das células estromais. Entretanto
neste micro ambiente ndo foi notada interferéncia no fendmeno da adesao.

Palavras Chave: Adesao, implante, superficie, microscépio eletrénico de varredura,
molhabilidade, células estromais, cultura de células.



ABSTRACT

The aim of our study was to analyze physically, chemically and biologically
characteristics of two kinds of implant surfaces used in dentistry. Machined (Mq) and
treated surfaces (TS) have been analyzed using scanning electronic microscope
(SEM), profilometer, energy dispersing spectroscopy (EDS), goniometer and human
marrow stromal cells culture. Significant differences have been noted on the
topography and wettability of the tested surfaces. Despite the significant difference of
surface roughness average (Ra), (Wilcoxon test / p<0,05) among treated surfaces
and machined surfaces, both have presented a high degree of flatness. However,
treated surfaces presented a high level of wettability when compared to machined
surfaces. Contact angles have presented considerable differences between treated
and machined surfaces (Tukey test p<0.001). EDS analysis showed a high degree of
titanium on both tested surfaces. Adhered cells counting on both types of surfaces
showed there is no significant in stromal cells adhesion after 18 hours (Mann
Whitney test p>0.05). The present study concludes that modifications on the titanium
implant surfaces roughness may promote significant differences on the morphology
of bone marrow stromal cells. Nevertheless in the microenvironment, no interference
adhesion phenomenon was noted.

Key Words: Adhesion, implant, surface, scanning electronic microscope, wettability,
stromal cells, cell culture.
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1 INTRODUCAO

A perda de elementos dentarios e as tentativas de reposicido destes sao
desafios que fazem parte da propria histéria da humanidade (SPIEKERMANN et al.,
1995).

A descoberta da osseointegracdo na segunda metade dos anos 60 por Per-
Ingvar Branemark, seguida por seus estudos preliminares; e posteriormente a sua
consolidagdo na comunidade cientifica mundial, nos anos 80, através da divulgagao
na América do Norte com a Conferéncia de Toronto em 1982, a encargo de George
Zarb (ALBREKTSSON e WENNERBERG, 2005), foi um divisor de aguas entre
passado e futuro.

Desde o inicio e até hoje a maioria dos implantes de titanio utilizados em todo
o0 mundo sao para reabilitagdes de pacientes edéntulos, porém o que se observa é
que nao ha limites em suas possibilidades, tais como préteses faciais, auriculares,
entre outras (BRANEMARK et al., 2001).

O protocolo original de Branemark objetivava um periodo de “repouso” livre de
cargas para que pudesse haver uma previsibilidade na area receptora de um
implante de titanio (GAPSKI et al., 2003); paradigma que tem sido quebrado com as
constantes pesquisas na area e geragao de modelos atuais como o carregamento
imediato (MEYER et al., 2003).

Entendimentos sobre a macro e a micro estrutura das superficies, assim
como o desenho (plataformas, roscas, e geometria em seu todo), mecanica,
topografia e analise quimica das fixagdes (NIZNICK, 2000; GEURS et al., 2002;
ALBREKTSSON e WENNERBERG 2004[a]) estdo possibilitando resultados cada
vez mais rapidos e previsiveis.

Carga imediata, fungcdo imediata ou carregamento precoce. Embora estas

terminologias ainda nao estejam bem definidas, suas propostas e principios sao bem
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claros; reduzindo sensivelmente o tempo de trabalho e consequentemente a
satisfagao paciente/profissional.

Dentre os parametros para o carregamento precoce, uma estabilidade
primaria 6tima tem sido relatada como primordial. Sendo obtida através do maior
contato possivel entre a fixagao e o sitio 6sseo (interface) (SAAD et al., 2007).

Em relagdo ao contato osso-implante, os fabricantes tém direcionado seus
esforcos na busca de uma superficie de implante ideal, que promova uma
osseointegracao rapida e duradoura (SAMMONS et al.,, 2005). Uma vez que, as
interagcdes células-titanio sido fatores fundamentais para o sucesso clinico das
fixagcdes (SADER et al.,, 2005). A busca desta superficie esta na necessidade do
entendimento de qual a melhor resposta biomaterial-tecido. E a mais estudada
atualmente é a de titdnio comercialmente puro (cpTi), pois tem demonstrado
excelentes resultados prospectivos em longo prazo (PLACKO et al., 2000), com uma
taxa de sucesso na ordem de 87,5% a 97,4% (UEHARA; TAKAOKA; ITO, 2004).

Estudos comparativos tém avaliado o comportamento dos osteoblastos em
contato com o titdnio nos diversos tipos de tratamentos que as superficies dos
implantes vem recebendo. Tem sido demonstrando que a rugosidade parece
otimizar a mineralizagdo da matriz 6ssea (BOYAN et al., 2003), e que as superficies
lisas necessitam de um maior tempo para que ocorra a osseointegragao
(BOTTICELLI et al, 2005).

Algumas respostas aos frequentes questionamentos e possibilidade de tornar
ainda mais efetivas as superficies dos implantes o&steo-integraveis estdo sendo
obtidas pela compreensdo dos fenébmenos de interfaces. Conhecimentos sobre as
diversas topografias através de técnicas de magnificagdo avangadas e mapeamento
superficial tem sido de grande relevancia no entendimento do comportamento das
células sobre os diversos tipos de fixacbes (SADER et al., 2005). O estudo da
molhabilidade e, por conseguinte da energia superficial também tem servido de
grande auxilio a este propdsito. Estes tém demonstrado a relevancia da hidrofilia do
titdnio. Segundo BUSER et al (2004); RUPP et al. (2006), a rugosidade tende a
aumentar a energia de superficie e consequentemente a molhabilidade, promovendo
uma maior capacidade hidrofilica dos implantes dentarios; fator relevante em relacao
ao micro ambiente 6sseo. E sendo o fendmeno da adesao o primeiro a ocorrer apés
o contato bio-sistema/biomaterial, onde as células deverdao aderir a uma superficie

que mimetize da melhor forma possivel o micro ambiente 6sseo (SCHWARTZ, Z. et
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al., 1999), a utilizagao de culturas de células quando correlacionadas as ferramentas
anteriormente citadas, tendem a obter resultados cada vez mais proximos do real.
Sendo assim, estudos que possibilitem o conhecimento dos mais diversos sistemas
de implantes, desde a sua manufatura, até o seu comportamento final frente ao vivo,
sao de extrema relevancia para que estes artefatos cumpram suas funcdes dentro
dos preceitos de biocompatibilidade e biosseguranca.

O objetivo do presente estudo € a analise fisica, quimica e biolégica de
superficies de titdanio maquinadas (Mq) e com tratamento superficial (ST) utilizadas
em implantes osteointegraveis de uso odontoldgico (fixacbes) através da
microscopia eletrdbnica de varredura, espectroscopia de energia dispersiva,
perfilometria, &ngulos de contato e ades&o de ceélulas do estroma da medula 6ssea

humana.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 O TECIDO OSSEO

O osso é um tecido conjuntivo especializado (ALBERTS et al., 1997),
ricamente vascularizado, com uma intrincada organizacdo celular (HING, 2004;
STEVENS et al., 2005) e responsavel pela maior parte do esqueleto.

Tem uma ampla funcdo de resisténcia mecanica, sustentacdo dos musculos,
protecdo dos o6rgaos, formagdo hematopoiética e reserva de calcio para o corpo
(BLAIR; ZAIDI; SCHLESINGER, 2002; KAPANEN, 2002; DUMPLOMB et al., 2006).

2.1.1 A histologia e afisiologia 6ssea

2.1.1.1 A nutricao

Em uma visdo macroscopica o tecido 6sseo sera dividido didaticamente em
osso cortical e medular (HING, 2004), e é revestido interna e externamente por
membranas ricas em células com caracteristicas fibroblasticas (McKIBBIN, 1978)
denominadas respectivamente enddsteo e peridsteo (figura1). A funcdo destas
membranas esta relacionada a protecao celular e a manutencédo da vitalidade do
tecido em questao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1973).

A nutricdo é dada através dos vasos sanguineos, que serdo observados
superficialmente ao peridsteo, enddsteo e trabéculas medulares. Nestas regides as
células dsseas se alinham paralelas a estes vasos. O osso compacto ou cortical tera
um sistema vascular denominado Harversiano (canais de Harvers), especializado
em areas mais profundas (McKIBBIN, 1978); a interligacdo dos canais de Harvers
ocorrera pelo sistema colateral de Volkmann, ou canais de Volkmann (figura 1)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1973).
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A manutencgao tecidual é dada de forma dinamica e harménica através das
células (GOLDHABER, 1966; CHEN et al., 1997; BLAIR, 2002), que irao comandar
um processo de aposigao e reabsor¢gdao (remodelagdo) através de mecanismos
precisos (turnover 6sseo) (Cell and Molecullar Biology of Vertebrate Hard Tissues,
Ciba Foundation Symposium, 1988, apud ALBERTS et al, 1997; BLAIR; ZAIDI;
SCHLESINGER, 2002).

Sislema
de Havers

Sistema
circunferencial
A,
Sislema o | LR Sy :
circunferencial Mot
mlerno \

|
Canal de Havers Canal de Volkmann  Periosteo

Figura 1 — Esquema macroscépico da estrutura da diafise em ossos longos. E observado o sistema
Harversiano e canais colaterais de Volkmann, responsaveis pela facilitagdo da vascularizagédo 6ssea,
e a presencga do sistema circunferencial, provido de lamelas concéntricas, onde os ostedcitos sédo
organizados preenchendo as lacunas e interligando-se entre si para a manutengdo da nutricdo. A
direita um sistema de Harvers isolado mostrando a organizagdo dos ostedcitos margeando o vaso
sanguineo.

Fonte: JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J. Tecido Osseo In JUNQUEIRAL.C. e CARNEIRO,J.
Histologia Bésica. Rio de Janeiro, Editora Guanabara Koogan S.A. Cap.8, p.132-155, 1973.

2.1.1.2 As células

Os componentes celulares do tecido Osseo sao: os osteoblastos, os
osteoclastos e os ostedcitos.
Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formacao e renovagao da

matriz éssea através da sintese e deposicao desta (KAABECHE et al. 2004) em
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periodos distintos e pela expressao de genes especificos (DUCY et al. 1999;
SCHWARTZ et al, 1999; BECK Jr; ZELER; MORAN, 2000; D'ALONZO et al., 2002).
Este tipo celular se especializa através da modulacdo e ndo pela mitose, como as
células osteoprogenitoras e células pluripotentes do estroma da medula éssea, as
quais Ihe darao origem (CHIAPASCO; ROSSI, 2007). Tem a fungao de estruturar o
esqueleto e manté-lo com da deposi¢cao de matriz 6ssea nao mineralizada (ostedide)
e minerais. Sendo entdo o osteoblasto responsavel pela produgcdo de colageno,
fosfatase alcalina (ALP), osteonectina (ON), osteocalcina (OC), osteopontina (OPN),
sialoproteina 6ssea (BSP), prostaglandina E,, glicosaminoglicanos, proteoglicanos,
fosfoproteinas, colagenase e estimuladores do plasminogénio (GANONG et al.,
1989; CHEN et al., 1997; SCHWARTZ et al., 1999; PURPURA; AUBIN; ZANDSTRA,
2004; CHIAPASCO; ROSSI, 2007). Sua organizagao no tecido 6sseo se da através
de unidades multicelulares (BMUs), unidas através de gap junctions, denominadas
Osteons. Estas unidades irdo atuar em conjunto na formacéo da estrutura compésita
(BLAIR; ZAIDI; SCHLESINGER, 2002; BOSKEY; PASCHALIS, 2005).

Estudos suportam que a origem dos osteoblastos esteja no estroma da
medula éssea a partir das células-tronco mesenquimais (BALDUINO, 2006). Onde
estas deverdo se diferenciar inicialmente em pré-osteoblastos (célula
osteoprogenitora) e em seguida no tipo celular em questdo através da expresséo
dos fatores de crescimento B (TGF-B1 e TGF-B2) que fazem parte de uma
superfamilia, onde sdo também encontradas as proteinas morfogenéticas do osso
(BMPs) (NODA; CAMILLIERE, 1989; SCHWARTZ et al., 1999; BLAIR; ZAIDI;
SCHLESINGER, 2002; CHIAPASCO; ROSSI, 2007). Os fatotes TGF-f1 e TGF-p2
serdo sintetizados nas plaquetas, macréfagos e até nos préprios osteoblastos
(CHIAPASCO; ROSSI, 2007).

ApoOs a sua diferenciacdo os osteoblastos darao inicio a producdo da matriz
nao mireralizada (SCHNEIDER, 2003), tomando uma forma cuboidal (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1973) ou poligonal, onde serdo notados prolongamentos celulares e
citoplasma basdfilo; o nucleo apresentara entdo uma localizagdo excéntrica e o
nucléolo tornar-se-a proeminente (SCHWARTZ et al. 1999). Sua ultra-estrutura
apresenta um abundante reticulo endoplasmatico rugoso e grande quantidade de
lamelas do complexo de Golgi que sao responsaveis pela sintese e processamento
da matriz 6ssea. Sdo ainda encontradas numerosas mitocdndrias e grande
quantidade de vesiculas secretoras (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1973),
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caracterizando-se entao esta célula como sintetizadora de proteinas (DUMPLOMB
et al., 2006). Os prolongamentos celulares funcionam como area de uniao entre os
osteoblastos vizinhos, e tornam-se mais evidentes quando estes sdo aprisionados
na matriz 6ssea. Sendo utilizados na comunicagéo entre os agora entdo, ostedcitos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1973); e destes com as células de revestimento 6sseo e
vasos sanguineos (SCHWARTZ et al. 1999). As células de revestimento 6sseo
(bone linning cells) tém forma achatada devido ao pequeno poder de sintese, e
parecem derivar dos osteoblastos apds a finalizacdo da mineralizacdo da matriz
colagena. Sugere-se que estes elementos celulares possam ser mantidos na
superficie do tecido apds a sintese desta ao invés de serem incorporados ao
processo de mineralizagdo (SCHWARTZ et al., 1999; CHIAPASCO; ROSSI, 2007).
Estas células deverdo permanecer assim até que uma nova remodelacéo se inicie
ou entdo voltem a fase de célula indiferenciada (MUSCHLER; MIDURA;
NAKAMOTO, 2003).

Os mecanismos que controlam a aposigao da matriz colagena e diferenciagao
dos osteoblastos apds 0 nascimento ainda sdo pouco conhecidos. Supdem-se que a
mineralizagdo ocorra através da interagdo matriz extracelular/osteoblasto
(D’ALONZO et al., 2002).

Atualmente sabe-se que o fator de transcrigdo genética Cbfa-1 (Core binding
factor-1) parece ser expresso na fase de diferenciagdo do osteoblasto por ativagao
sequencial. A expressao do Cbfa-1 regula a produg¢ao da osteocalcina (proteina néao
colagénica) que juntamente com a osteonectina (proteina ndo colagénica) irdo
funcionar como fatores ligantes do calcio e induzir a calcificagdo da matriz (DUCY et
al. 1999). Sendo assim, o fator Cbfa-1 é considerado o primeiro marcador especifico
da osteogénese, uma vez que este sé é expresso em osteoblastos e condroblastos.

O osteoblasto é responsavel pela sintese de varios tipos de colageno (Tipos |,
lll, IV e V), sendo que o Colageno Tipo | & responsavel por cerca de 97% do
colageno total sintetizado pelos osteoblastos. (BOSKEY; PASCHALIS, 2005). Dados
recentes (BALDUINO, 2006) levantam a hipétese de que este tipo celular seja
responsavel também pela manutengdo das células-tronco hematopoiéticas através
de fatores que induzem a auto-renovacao, controle da quiescéncia e manuteng¢ao da
forma tronco.

A atuacao dos osteoblastos assim como os demais tipos celulares é dada

através da adesdo da célula em varios fendmenos biologicos, desde a
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embriogénese, manutencao tecidual, processos cicatriciais, respostas imunologicas,
metastases e até a prépria integracdo aos biomateriais. Sendo assim, as
caracteristicas das superficies dos biomateriais como topografia, quimica e energia
superficial livre sdo essenciais para que a resposta celular seja favoravel
(ANSELME, 2000).

Os osteoclastos sao células multinucleadas responsaveis pela reabsorgao
tecidual e sdo encontradas em depressdes da matriz 6ssea denominadas lacunas
de Howship (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1973). Segundo GANONG (1989); YAMATE
et al (1997); BLAIR; ZAIDI; SCHLESINGER (2002), estes tipos celulares séao
derivados dos mondcitos sanguineos, e responsaveis pela reabsor¢cao da matriz no
processo de remodelagdo Ossea. Todavia, TAICHMAN; EMERSON (1998),
CHIAPASCO; ROSSI (2007) observam que nao ha consenso sobre a linhagem
osteoclastica ser oriunda de mondcitos/macrofagos ou da fusao de precursores dos
monadcitos (monoblastos).

A atividade osteoclastica em osso intacto se dara através de estimulos
recebidos pelo horménio para-tireoidiano, prostaglandinas e 1,25 dihidroxi-vitamina
Ds;. Sugere-se que o comportamento destas células possa estar ainda associado a
atividade hormonal de outro tipo celular; e que a célula candidata seria o
osteoblasto.

O possivel mecanismo pelo qual os osteoblastos possam ativar a osteoclase
pode ser descrito através da exposicdo de minerais pelos osteoblastos ao
produzirem colagenase e o ativador tecidual do plasminogénio (CHAMBERS;
DARBY; FULLER, 1985; DUMPLOMB et al., 2006).

ApoOs intensa producdo de matriz os osteoblastos, como ja citado, s&o
aprisionados por esta e transformam-se em ostedcitos, posicionando-se em regides
mais internas denominadas lacunas. Estas células tém um poder de sintese bem
reduzido, mas sio de alta relevancia para a vitalidade éssea e atuantes no processo
de homeostase. Apos sua apoptose a matriz do local é imediatamente reabsorvida
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1973; CHIAPASCO; ROSSI, 2007) iniciando-se um novo

ciclo de remodelagao.
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2.1.1.3 A matriz 6ssea

A exceléncia mecanica do tecido 0sseo, estudada de forma bem ampla
(FROST, 1990; FROST, 1991; FROST, 1994; WISKOTT; BELSER, 1999;
BUCHMAN, 2003), se da através de sua matriz, formada predominantemente por
colageno tipo I, que promove uma grande resisténcia a tragao, e fosfato de célcio na
forma de cristais de hidroxiapatita ((Ca1o(PO4)s(OH).), que aumentam a rigidez e
resisténcia a compressao (Cell and Molecullar Biology of Vertebrate Hard Tissues,
Ciba Foundation Symposium, 1988, apud ALBERTS et al, 1997). O colageno
juntamente com as proteinas nao colagenas (fosfoproteinas, proteinas gama
carboxiladas, proteoglicanas e proteolipideos) e fatores de crescimento sao
responsaveis pela porgdo orgénica desta matriz (25%). E a hidroxiapatita (HA) pela
inorganica (60%), restando ainda cerca de 15% de agua (BOSKEY; PASCHALIS,
2005). Dentre as proteinas ndo colagenas, segundo HING (2004), as de maior
interesse sao a osteocalcina (OC), sialoproteina 6éssea (BSP), osteopontina (OPN) e
osteonectina (ON) por se acreditar que estas sdo as responsaveis pelo controle e
manutencido da matriz. Sendo somente a OC e BSP especificas do osso. As fungdes
destas proteinas, segundo uma revisao realizada por este autor séo:

A OC é a mais abundante proteina gama-carboxilada encontrada na matriz
extracelular e altamente ligante da hidroxiapatita, mas ndo ao fosfato de calcio
amorfo.

A BSP é uma sialoglicoproteina acidificada e compreende cerca de 15% das
proteinas nao colagenas da matriz. Acredita-se que esteja associada a
mineralizagdo e remodelagcdo Ossea. Esta proteina apresenta uma atividade
multifuncional (dose dependente) tanto para a diferenciagdo dos osteoblastos como
para a reabsorcdo da matriz 6ssea.

A OPN é uma glicoproteina fosforilada acidificada presente em varios tecidos,
possui grande importdncia na inibicdo da formagdo de HA, diminuindo a
possibilidade de calcificacdes ectdpicas.

Em relacdo a ON ha algumas controvérsias, enquanto TERMINE et al (1981),
observaram que esta fosfoproteina parece ser uma das responsaveis na iniciacado do
processo de mineralizacdo através da promocado de nddulos de calcificagdo do
colageno. Dados corroborados por DUCY et al. (1999). HING (2004) comenta que

esta € a proteina sintetizada pelos osteoblastos com a menor concentracido na
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matriz 6ssea, tendo maior presengca em outros tecidos. E que por este motivo a sua
importancia na formagao 6ssea seria especulativa. Este autor sugere que ela estaria
ligada a inibicdo da formagao de HA, porém somente quando esta se apresenta em
grandes concentragdes. E acreditam que esteja mais associada as interagdes
celulares como modificacdo da forma dos osteoblastos, do que da prépria
mineralizagado da matriz.

Os fatores de crescimento sao peptideos que irdo regular o crescimento,

funcdo e motilidade, resultando na formagéo do tecido em questao (HING, 2004).

2.1.1.4 Aremodelagdo e a regeneracao

A manutencao e renovacao tecidual é dada através da remodelagdo. Este
evento também € reativado em casos onde ha perda de continuidade, como por
exemplo em fraturas. (McKIBBIN, 1978).

O processo de remodelagao se inicia com um grupo de aproximadamente 6 a
10 osteoclastos reabsorvendo diariamente uma média de 20-40 ym de matriz na
forma linear por um processo de acidificagdo (pH~= 5.0) mediado por enzimas
(anidrase carbbnica e proteases) (CHIAPASCO; ROSSI, 2007). A reabsorgao se
dara por volta de até 100 dias, sendo seguida pela deposicdo de matriz pelos
osteoblastos. Nas areas de remodelagao sao observadas as denominadas “cunhas
de corte” onde se notam erosdes provocadas pelos osteoclastos denominadas
“cones de reabsorgao” (figura 2).

A deposicao da matriz 6ssea que promovera a renovacgao do tecido 6sseo no
adulto se dara através de unidades basicas multicelulares (BMUs), compostas por
osteoblastos unidos através de gap junctions. Estima-se que cada BMU chegue a ter
em meédia 2000 osteoblastos ativos. O numero de BMUs por area dependera da
solicitagcdo ao osso em questdo. A aposi¢cao de matriz dssea ocorre até uma meédia
de até 225 pm® por osteoblasto por dia, por um periodo médio de até 50 dias.
(MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO, 2003).

Devido ao intenso metabolismo do processo citado, o turnover ésseo ocorre
com uma produg¢ao de matriz acima na necessaria, onde sobra uma boa margem de
seguranga para a sobrevivéncia do tecido (BLAIR; ZAIDI; SCHLESINGER, 2002;
MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO, 2003).
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Quando ocorrem fraturas Osseas a reconstituicdo se dara através da
reativacdo de processos caracteristicos da fase de embriogénese. Entretanto,
devido as baixas concentragcdes de oxigénio o que ocorrera neste momento seréo
fendbmenos de ossificagdo endocondral onde a formacdo éssea é realizada por
substituicdo de um molde de tecido cartilaginoso (HING, 2004).

Logo apds perda da integridade ocorrera a formagéo do coagulo sanguineo
que preenchera os espagos entre os fragmentos 6sseos (McKIBBIN, 1978). Neste
momento células inflamatdrias migrardo para a area, liberando mediadores quimicos
e fatores de crescimento que serdo capazes de reativar as células osteoprogenitoras
(SCHWARTZ et al. 1999). Através da estabilizacdo e imobilizagdo da fratura
ocorrera a facilitagdo da vascularizagao proporcionando a diferenciacao das células
osteoprogenitoras em osteoblastos. A vascularizagdo é vital na manutengdo do
osteoblasto, pois ira carrear e aumentar a tensdo de oxigénio na area, fator
extremamente importante na sintese da matriz 6ssea (McKIBBIN, 1978), uma vez

que a ruptura inicial do tecido levara este a situagdes de necrose (HING, 2004).

Canal de Nutricao _ Vaso Sanauineo
Osso Cortical

Figura 2 — Cunha de corte. Mecanismo da remodelagdo 6ssea . Os osteoclastos promovem a

reabsor¢cado da matriz 6ssea. Neste momento é observada uma eroséo no tecido denominada cone de
reabsor¢gdo. Logo em seguida uma unidade basica multicelular (BMU), composta por um grupo de
osteoblastos ativos unidos através de gap junctions acompanha esta erosdo depositando matriz

ostedide para a renovagéo tecidual (mineralizagao).

2.1.2 A osteogénese

A osteogénese é um processo complexo que envolve a diferenciacéo de

células mesenquimais pluripotentes em pré-osteoblastos e posteriormente em
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osteoblastos. Este desenrolar celular se repetira ainda durante a remodelagao 6ssea
fisiolégica ou em fraturas (MURAGLIA; CANCEDDA; QUARTO, 2000; HING, 2004).

Este processo é dividido em dois tipos de ossificagdo, intramembranosa e
endocondral. Onde a primeira ocorrera através de células embrionarias totipotentes,
diferenciando-se em osteoblastos com conseqlente formagao de tecido ésseo. E a
segunda através da substituicdo de um molde de tecido cartilaginoso por células
osseas, como citado anteriormente (HING, 2004).

O entendimento dos periodos da osteogénese se dara através de
mecanismos de balango e manutengdo da matriz d6ssea (BLAIR; ZAIDI,
SCHLESINGER, 2002). Como resumo podem ser citados quatro periodos distintos:

Periodo | : Proliferacéo das células osteoblasticas e sintese do colageno tipo

Nesta fase as células mesenquimais pluripotentes tendem a diferenciarem-se
em osteoblastos através da expressdo genética do fator de crescimento TGF-3
(NODA; CAMILLIERE, 1989). Esta diferenciagdo depende da adesdo das células
sobre as moléculas de proteinas da matriz como o Colageno Tipo | e fibronectina por
atuagcdo de (glicoproteinas extracelulares denominadas integrinas (a e p)
(KAABECHE et al. 2004).

Periodo Il : Expressao genética para a maturagéo da matriz éssea:

Apos a fase inicial tem inicio a expressdo dos genes responsaveis pela
organizagao da matriz. A matriz ostedide € invadida por vesiculas extracelulares
ricas em fosfatase alcalina (ALP), um dos fatores relacionados com a proliferagao e
calcificagédo (POSTIGLIONE et al., 2003; GURPINAR; ONUR, 2005).

Periodo Il : Mineralizagdo da matriz:

Nesta fase a expressao genética sera em dire¢cao a deposigao de cristais de
hidroxiapatita para a calcificagdo da matriz (BECK Jr; ZELER; MORAN, 2000). Ha
grande producdo de osteocalcina (OC) e osteopontina (OPN), duas proteinas n&o
colagenas, responsaveis pela modulagdo das ligagdes de ions calcio (DUCY et al.
1999) e grande afinidade pela hidroxiapatita (MERRY et al., 1993). A producao de
OPN parece ter ligacdo como o aumento da ALP que atua como sinalizadora através
de ions fosfato liberados no meio (BECK Jr; ZELER; MORAN, 2000).
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Periodo VI : Finalizagao:

A matriz recebe grande quantidade de colageno tipo | e colagenase-3 para
modelagao tecidual. A expressao da colagenase-3 dependera da sintese da matriz
colagena (D’ALONZO et al., 2002).

O processo de aposicao e reabsorcao da matriz dssea ocorre durante toda a
vida e desta maneira é renovada e mantida a integridade do tecido ésseo.

O osso € o unico tecido que, em vertebrados tera a condigao de regenerar-se.
Os demais tecidos como cardiaco, muscular e nervoso serao reparados por fibroses
(HING, 2004).

2.2 A BIOENGENHARIA — ENGENHARIA OSSEA

A engenharia tecidual comegou em 1933, quando Bisceglie cultivou células
tumorais de ratos em uma membrana de polimero e transplantou ao peritbneo de um
embrido de galinha. Esta tecnologia veio possibilitar a regeneragado ou substituicéo
de varias partes de 6rgaos e sistemas através de medidas biolégicas (GARNER,
2002).

Avancos nesta area, através dos biomateriais, tem trazido um grande impacto
na restauracado e reabilitacdo de estruturas teciduais perdidas do corpo humano
(BRUNSKI; PULEO; NANCI, 2000; XIONG et al., 2002; GARNER, 2002; REKOW,
2003; LIM; DONAHUE, 2004; STEVENS et al., 2005; KENNEDY, et al., 2006).

2.2.1 Os biomateriais

Biomateriais sdo conceituados como materiais capazes de substituir
estruturas perdidas, promover um aumento de uma estrutura pré-existente ou até
mesmo induzirem a formagao de um novo tecido (BURG; PORTER; KELLAM, 2000;
LIM; DONAHUE, 2004). MUSCHLER; NAKAMOTO; GRIFFITH (2004) , acrescentam
ainda que tudo isto € possivel através de conhecimentos adquiridos em areas da
fisica, da quimica e da biologia dentro de praticas clinicas efetivas com materiais,
dispositivos e sistemas especificos, baseados em uma estratégia pré-concebida.

O contato do biomaterial com o tecido vivo através da interface ira influenciar
uma resposta celular/tecidual, ativando assim o mecanismo desejado e obtendo
resultados precisos (BRUNSKI; PULEO; NANCI, 2000; LIM; DONAHUE, 2004,
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MEYER et al. 2005). Chama-se isto de biosseguranca e biocompatibilidade;
qualidades requeridas a um biomaterial (KUMARI et al, 2002).

Estes conhecimentos tem levado a excelentes resultados em engenharia
Ossea. Exaustivos estudos vem sendo desenvolvidos com o objetivo da
reconstrugdo do esqueleto. Sugere-se a importancia de de trés elementos basicos
neste sentido, que sao: as células, os fatores de crescimento e um arcabouco
osteogénico e/ou osteocondutor / osteopromotor (HING, 2004).

A utilizagdo de arcabougos absorviveis tém se tornado o grande “gol” em
técnicas de reconstrugao, servindo como matrizes tridimensionais para o desenrolar
celular (XIONG et al., 2002).

STEVENS et al. (2005), sugerem que sejam chamados de “bio-reatores
0sseos” as novas metodologias de estimulagao tecidual para areas extensas. E
sugerem que estes “promotores” de células tém o grande beneficio de diminuir a
morbidade cirurgica. Em seus estudos demonstraram a possibilidade de
reconstrugdes através da utilizagdo de estimuladores celulares em regides providas
de grande atividade pluripotencial (bio-reator). Estes estimuladores seriam “grandes
meios de cultura” utilizados in vivo. Seus resultados foram bastante satisfatorios.

A procura constante de biomateriais que promovam uma interagdo e
formagdo Ossea excelente ainda € necessaria, pois perduram diversas perguntas
sem respostas em relagdo a a engenharia tecidual e a atividade das células-tronco
(BURG; PORTER; KELLAM, 2000; KUMARI et al., 2002; LIM; DONAHUE, 2004).

Por definicdo, células-tronco sao aquelas que tem o poder de auto-renovagao
e capacidade de diferenciarem-se em pelo menos um tipo celular maduro
(HERZOG; KRAUSE, 2003). Talvez devido a estes motivos, as terapias baseadas na
utilizacao de células-tronco em desordens degenerativas e demais tipos de injurias
tenham tomado corpo no atual momento cientifico.

Células mesenquimais pluripotentes originarias da medula 6ssea séao
facilmente cultivadas mantendo a sua linhagem (DAGA, 2002; SHU LEE et al., 2003;
MATTIOLLI-BELMONTE et al., 2005), e possuem alta plasticidade, podendo se
diferenciar em células de varios tecidos (HERZOG; KRAUSE, 2003) o que as tornam
especialmente interessantes em engenharia dssea.

Células estromais da medula éssea (BMSCs) tém sido utilizadas com a
proposicao de suporte hematopoiético em transplantes e terapias genéticas. Todavia

a infusao sistémica ndo tem trazido resultados longitudinais tao relevantes como os
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transplantes subcutaneos. Este tipo de modalidade vem elevando a
aproximadamente cerca de 70% o hematdcrito por até 2 meses em média (DAGA et
al, 2002).

Biépsia da Medula do H

Osso lliaco i

v
i Osso medular

Sangue colhido Cultivo de MSCs particulado e
l medula 6ssea

Meio de Cultura: DMEM + 10% de sorc
de feto bovino + L-glutamino e
PRP Preparado antibiéticos + Meio Indutor (10° M
Dexametasona, 80 p g/ml L-Acido
PPP ascorbico, fosfato de magnésio n-hidrato
e 10mM B-glicerofosfato

Materiais de Enxerto
Controle: Coagulo; J
1)PRP; 2)MSCc+PRP; 3)Osso

Medular particulado e medula

!

Figura 3 — Regeneracéo tecidual baseada em principios de bioengenharia. A utilizagao de plasma

rico em plaquetas (PRP), adicionado a células do estroma medular, obtidas através de meios de
cultura, adicionadas a osso medular particulado, parecem promover a regeneragao 0ssea.

FONTE: YAMADA)Y. et al. Tissue-engineered injectable bone regeneration for osseointegrated
dental implants. Clin Oral Impl Res, v.15, p.589-597, 2004.
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MUSCHLER, NAKAMOTO, GRIFFITH (2004), observam que as novas
tendéncias de uso de células-tronco em bioengenharia sao:

Implantes de receptores de células progenitoras (arcabougos);

Transplante de células progenitoras para aumento do volume destas no local;

Transplante de culturas expandidas de células progenitoras;

Transplante total de tecido neo-formado.

YAMADA et al. (2004) demonstraram ser possivel promover a regeneragao
o0ssea em defeitos provocados com a utilizagdo de plasma rico em plaquetas (PRP)
associado a células mesesnquimais pluripotentes originarias da medula &ssea
transplantadas diretamente sobre o local do defeito, beneficiando assim a neo
formacao Ossea viabilizando a instalagdo de implantes osseointegrados (figura 3).

Todos os beneficios gerados pela bioengenharia tem melhorado
sensivelmente os resultados nas mais diversas areas da medicina.

Novas técnicas de enxertias e manipulagéo de tecidos vem conseguindo bons
resultados, onde a odontologia tem sido altamente beneficiada. Dentre os
biomateriais o titdnio € um metal largamente utilizado na confecgdo de implantes
dentarios (CHIAPASCO; ROSSI, 2007), o qual tem obtido bons resultados
longitudinais (UEHARA; TAKAOKA; ITO, 2004).

Embora ja consagrada de forma clinica e cientifica, um grande numero de
estudos ainda tém sido direcionados para o entendimento completo do fenémeno
da osseointegracdo. Especial atencdo tem sido dada em relagdo a interface e
interacdo dos osteoblastos com os implantes dentarios (ALBREKTSSON;
JACOBSSON, 1987; SCHNEIDER et al. , 2003).

A adeséo, assim como nos tecidos corporais € a primeira fase de integragéo
celular ao biomaterial. E importante saber que apés o contato da célula com a
superficie ocorrerao interagbes fisico-quimicas, onde estardo envolvidas forgcas
ibnicas, forcas de van der Walls entre outras. Dando assim sequéncia ao desenrolar
do processo. Os eventos subsequentes se desenvolverao através de atividades
moleculares como os das proteinas da matriz extracelular, da membrana
citoplasmatica e do citoesqueleto que deverao interagir como sinalizadores para a
transcricdo dos fatores genéticos (ANSELME, 2000) e estdo diretamente ligados a
qualidade da superficie a ser colonizada (LIM; DONAHUE, 2004; MEYER et al.,
2005; MATTIOLLI-BELMONTE et al., 2005).
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O implante ideal, deve-se concluir, assim como todo e qualquer biomaterial,
funcionara de forma a produzir uma previsivel, controlada e rapida resposta tecidual
na interface, alcangando uma estabilidade duradoura nos tecidos moles e duros
(BRUNSKI; PULEO; NANCI, 2000).

LIM; DONAHUE (2004); RUPP et al. (2006), classificam a energia de
superficie e molhabilidade como caracteristicas de extrema importancia aos
biomateriais; e assim aos implantes dentarios. Estes funcionardo em contato com
meios liquidos onde a hidrofilicidade se faz absoluta, e dependem diretamente

destes fatores para a fase inicial de “bio-integracao”.

2.2.2 A energia superficial, o angulo de contato e a molhabilidade

Superficies imersas em meios liquidos estdo sujeitas as forgas nao
covalentes. Sao elas as forgas de van der Walls (LW), as forgas eletrostaticas (EL) e
as forgas acido-base de Lewis (AB) (VAN OSS; GIESE; DOCOSLIS, 2001).

A agua possui propriedades polares que causam fortes interagdes através
das pontes de hidrogénio, que sédo um subgrupo das AB. Estas podem representar
cerca de 90% de todas as interagdes bioldégicas do meio aquoso, podendo ser
repulsivas ou trativas. O estudo da tensao superficial em meios fluidos como a boca
ou mesmo o sangue depende da determinagcdo separada de LW, EL e AB (VAN
OSS; GIESE; DOCOSLIS, 2001). Através do estudo destas forgas pode-se
determinar em grande parte a adesao de substancias, sejam elas bioldgicas ou néo,
sobre as superficies. Em odontologia isto se faz importante devido a energia de
superficie dos materiais, que pode ser um dos determinantes na estabilidade e
durabilidade destes sob condicdes adversas. O entendimento atdbmico dos materiais
pode levar ao desenvolvimento de restauragdes (biomateriais) com efeitos anti-
bacterianos, por exemplo, (SATOU et al. 1998).

A tensao superficial e a energia superficial livre estdo relacionadas ao angulo
de contato. Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
em seu Compéndio de Terminologia Quimica / versdao On-line a definicdo para

angulo de contato (figura 4) é:

“ Angulo de Contato-: Quando um liquido ndo tem a capacidade de se
espalhar sobre um substrato (usualmente um sélido), um angulo de contato

(©) é formado, o qual é definido como o angulo formado pela tangente entre
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duas interfaces em uma linha trifasica de contato. Deve-se sempre ser
declarado que as interfaces determinardo o ©. Se, todavia for necessario
distinguir entre um ‘angulo de contato avancado’ (©,) um ‘angulo de contato
retrocedido’ (©,) e o ‘angulo de contato de equilibrio’ (Qe), o sistema é dito
como tendo um angulo de contato em histerese.” (McNAUGHT; WILKINSON,
1997).

Atomos e moléculas tém uma tendéncia & movimentagdo através da energia
cinética. Sendo que este movimento tende a ser decrescente do estado gasoso ao
sélido. As moléculas livres por sua natureza tendem a aproximarem-se das vizinhas
através da coesao. Nos sélidos a energia cinética € nula, devido a atragédo pelas
forcas de coesdao na superficie. Denomina-se energia superficial o campo
eletrostatico que tende a manter esta unido e a atrair as moléculas com campos
elétricos contrarios. Corpos cristalinos possuem alta energia superficial, assim como
os de natureza metélica (STEENBECKER, 2003).

T = a0° Tangent

T Uque T, ) Y Tangents

Figura 4 — Angulo de Contato. Quando um liquido ndo tem a capacidade de se espalhar sobre um
substrato (usualmente um sélido), um angulo de contato (@) é formado, o qual é definido como o
angulo formado pela tangente entre duas interfaces em uma linha trifasica de contato (sélido/liquido

liquido/ar e solido/ar).

REUTER; SCHEFFLER (2001) definem a energia superficial livre de Gibbs
como sendo o potencial termodindmico de superficies expostas ao oxigénio
atmosférico, descrito como pressao de oxigénio (p) e temperatura (7).

Este seria o ambiente onde o oxigénio poderia ser absorvido ou doado sem a

mudanca de pressao ou temperatura.
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A relacado entre o angulo de contato e a energia superficial livre ocorre de
forma inversa em uma mesma superficie. Uma diminuicdo no angulo de contato
ocorre com o aumento da energia superficial livre. Em consequéncia deste fato a
capacidade de molhabilidade da superficie torna-se maior (GALAN JR, 1999; LIM;
DONAHUE, 2004).

Molhabilidade é o primeiro conceito em relagdo a atividade celular em um
biomaterial. Define-se como sendo a capacidade de um liquido molhar uma
superficie (LIM; DONAHUE, 2004).

O diagrama da morfologia da molhabilidade de cada substrato ira depender
basicamente do tipo, forma dos sulcos da superficie e do angulo de contato do
material (SEEMANN et al, 2005). Diferengas na umidade do ambiente, rugosidade e
quimica das superficies podem separadas ou em conjunto contribuir para
discrepancias significativas.

O estudo da energia superficial se faz entdo muito importante para o
entendimento da molhabilidade. Em tecido vivo, como o 0sso, tem-se observado que
tanto a hidrofilicidade como a hidrofobicidade influenciam de forma marcante o
comportamento celular (KENNEDY et al., 2006).

Apos o tratamento superficial do titdnio, nota-se que este se mostrara
inicialmente hidrofébico, porém apds um pequeno espaco de tempo esta superficie
tendera a tornar-se hidrofilica. Esta hidrofobicidade inicial sugere-se, € devida a
presenca de moléculas de ar contidas apds o jateamento do metal, por exemplo
(RUPP et al. 2006).

Neste momento ha que diferenciar energia superficial (sélidos) e tensao
superficial (liquidos). Embora ambas possam ser expressas por J/m? (energia) ou
N/m (mecéanica). Por exemplo, substratos hidrofilicos sdo aqueles que tém alta
energia de superficie e tendem a ser molhados através da baixa tensao superficial
de determinados liquidos como a agua (LIM; DONAHUE, 2004). Todavia a
viscosidade dos liquidos e rugosidade de superficies tendem a alterar a
molhabilidade (VOGLER, 1999).

Em uma escala atbmica ndo ha como determinar a energia superficial de um
material devido a oscilagéo frequente, principalmente em ambientes reativos. Como
exemplo, um mesmo metal pode ter diferentes composi¢cées quimicas no seu todo, o

que torna a sua energia superficial também diferente. Mesmo superficies estaveis
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podem tornar-se instaveis ao terem seu meio ambiente modificado (KASEMO;
LAUSMAA, 1994; ORSINI et al., 2000).

A energia superficial tem sido utilizada em grande escala para avaliar
interagbes células-materiais, assim como adesao, resisténcia de adesao, morfologia,
espraiamento, proliferagcao e diferenciacdo. Os resultados muitas vezes tém sido
contraditorios. Talvez pelos tipos celulares, tipos de métodos, tipos de culturas entre
outros (BOYAN et al., 2003; KENNEDY et al., 2006).

2.2.3 O titanio e o 6xido de titanio

O titanio € um metal reativo e quando exposto ao meio ambiente (ar e agua)
sofre atuacao do oxigénio (KASEMO.; LAUSMAA, 1994). Durante a instalacao de
implantes osseointegrados é observada uma fina camada hidratada e estavel de
oxido (KASEMO; LAUSMAA, 1994) com aproximadamente 4-5 nm sobre o metal.
Normalmente esta camada é encontrada na forma de 6xido de titanio (TiO,) (RUPP
et al. 2006). Em suas regides mais superficiais serdo encontrados radicais hidroxila
(—OH) e oxigénio livre (0%) (ZHAO et al, 2005). Em teoria as altas energias das
superficies de titanio tornam facilitada a obtencdo da camada de 6xido (ZHAO et al,
2005). Embora estavel, apds a formagao desta ocorre uma diminuigdo da energia
superficial (RUPP et al. 2006) devido a contaminagao por hidrocarbonetos presentes
no ar. Estudos com superficies otimizadas em ambientes hidratados tendem a
diminuir esta contaminagdo e consequentemente a manutengdo da hidrofilicidade
(ZHAO et al, 2005).

Superficies altamente rugosas tendem a liberar uma maior quantidade de
ions, que poderiam afetar o processo de mineralizagao. Felizmente a estabilidade e
manutengdo continua da camada de TiO, tendem a minimizar este fator (COOPER,
2000). Entao estao que, estudos in vitro e in vivo demonstraram que é irrelevante a
liberacdo de ions das superficies de cpTi apds receberem tratamento superficial
(MEYER et al., 2003; WENNERBERG et al., 2004). O que se observa € um aumento
progressivo da camada com o passar do tempo e a deposicdo de ions do
microambiente 0sseo sobre esta; como calcio, fosfato e enxofre (LARSSON et al,
1997).
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Outra fungao relacionada a estabilidade desta camada seria em relacédo a
manutencdo de uma alta resisténcia a corrosdo do titdnio (PLACKO et al., 2000;
RUPP et al.2006).

O significado biolégico deste Oxido ainda € discutivel (LUNDSTROM,;
TENGVALL, 2005). Entretanto, acredita-se que este seja um dos motivos da
excelente biocompatibilidade do metal (COOPER, 2000; RUPP et al.2006).

Uma simples observacdo ao microscépio pode revelar a interface osso-
implante (BUDD et al., 1991). Todavia, esta para ser avaliada necessita ser
preparada de acordo com a técnica de observagdao, o que muitas vezes leva a
perda das substancias contidas nesta regido. Observa-se que a camada de 6xido de
titdnio apos a separagao do implante e bloco 6sseo tende a ficar aderida ao metal, o
que dificulta a avaliagéo da estrutura da interface (BUDD et al., 1991).

Em 1992, Budd et al. propuseram a modificacdo na técnica de preparo por
descalcificacdo do bloco ésseo com a utilizagdo de um infiltrado de resina na
interface, in situ, o que possibilitou em algumas areas a prote¢do dos componentes
locais. Foram observadas as presencas de ions calcio (Ca®*), fosfato (PO4) e
substancia amorfa, relacionados com o titanio.

Ao entrar em contato com o tecido vivo através de sua reatividade, acredita-
se que haja uma interagdo entre o titanio do implante e a atividade metabdlica do
sitio (RUPP et al.,, 2006). Sugere-se que in vivo a interagdo entre o metal e o
peréxido de hidrogénio liberado pelas células inflamatérias ajude a formar e manter
este composto (TiO2). E que este teria a capacidade de promover a quelagdo dos
ions calcio (Ca”) e fosfato (PO4-). Supde-se ainda que possa haver entédo a ativagéo
temporaria do sistema complemento (PERALA; CHAPMAN, 1991). Sendo assim a
superficie poderia agir como um dos fatores intrinsecos do processo de coagulagéo
sanguinea (LUNDSTROM.; TENGVALL, 2005).

2.2.4 A interacdo célula-biomaterial

Culturas sédo excelentes meios de se observar os periodos evolutivos e a
morfogénese celular sob condigdes controladas, o que facilita o entendimento do
processo in vivo (RAJARAMAN et al, 1974).
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A necessidade do entendimento da interagao celular com as superficies dos
implantes Osteo-integraveis tem levado a inumeras pesquisas (SCHNEIDER et al.,
2003) com uma infinidade de modelos de culturas.

Culturas primarias de medula 6ssea de ratos, galinhas e humanas sao
algumas das quais tém se mostrado mais uteis nos estudos do metabolismo e das
respostas hormonais de células osteogénicas (PURPURA; AUBIN; ZANDSTRA,
2004). Assim sendo, estes estudos tém demonstrado fatores bem interessantes em
relacéo a interdependéncia superficie-célula (ZHAO et al., 2005).

O fendtipo da célula em seg¢des de cortes histoldégicos nos da valiosas pistas
em relagcdo a sua linhagem. Porém células retiradas de seu sitio original, e
separadas de suas matrizes intersticiais, instaladas em um meio de cultura perdem
muitas de suas caracteristicas. Fato € que, grande parte das células-tronco
apresentam caracteristicas fibroblasticas, entretanto nem todas dardo origem a
estes. Porém células que tem capacidade de promover adesao e espraiamento em
uma superficie podem ser denominadas células mesenquimais pluripotentes e assim
obterem a diferenciacdo dos osteoblastos, ou apenas ter uma caracteristica de
célula osteoprogenitora e se diferenciar em fibroblasto (SCHWARTZ et al., 1999).

Células com caracteristicas pluripotentes irdo sofrer atuacdo do meio
ambiente para a sua expressao fenotipica, sendo por este motivo algo a se
considerar em engenharia tecidual (LIM; DONAHUE, 2004).

Quando culturas celulares sao estudadas o primeiro passo é a observagao do
contato inicial da célula sobre a superficie. Utilizando-se biomateriais € esperado
que apods este fendbmeno inicial ocorra a adesao ao substrato e se inicie entdo as
interacdes subsequentes para a formacgao da interface. Os mecanismos iniciais que
comandam o contato, como ja citado, residem em forgas ibnicas e energia de
superficie (KUMARI et al., 2002).

A utilizagdo do microscépio eletrénico de varredura (MEV) tem sido de grande
valia para o estudo de culturas e a sua utilizagao tem proporcionado entre outras, a
identificacdo da elaboragcdo da linha de cimento primaria e deposicdo de matriz
extracelular colagena (PARKER; SHIGA; DAVIES, 1999).

Uma variedade de meios de cultura tém sido disponibilizados para o estudo in
vitro dos osteoblastos. E muitos dos fatores contidos nestes estarao disponiveis in
vivo na matriz 6ssea, sendo mandatdrios no processo de mineralizagcao

(DUMPLOMB et al., 2006). Quando células osteogénicas s&o cultivadas em
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presenca de acido ascorbico e fosfato organico (por exemplo B-glicerofosfato) o que
se pode notar é uma discreta formacao de nédulos de calcificacdo caracteristicos de
osso neoformado. Estes nddulos tém se mostrado sugestivos dos estagios finais de
proliferagdo/diferenciacédo de células osteoprogenitoras e ja tem sido utilizados na
diferenciacao de células humanas pluripotentes para a modulagdo e formacédo de
células osteoblasticas. Outros aditivos tém mostrado a possibilidade de aumentar a
formacado de nodulos in vitro. Os glicocorticbides como a dexametasona (Dex),
quando adicionada aos meios de cultura, de maneira dose dependente, parecem
desempenhar satisfatériamente esta fungéo (CHEN et al., 1994; DUMPLOMB et al.,
2006). CHEN et al. (1994), observaram que a Dex introduzida no meio de cultura
também induziu a transformac&o da forma alongada a poligonal em osteoblastos e
aumentou a atividade da ALP, sendo esta essencial a mineralizagdo da matriz
ostedide. Entretanto, em um estudo com culturas primarias de calvarias de ratos,
PURPURA; AUBIN; ZANDSTRA (2004) demonstraram que a densidade celular é
tdo, ou mais importante que a adicdo do hormdnio. Por exemplo, colbnias de
formagdes osteogénicas (CFU-O), sdo dependentes da Dex inicialmente, porém
quando atingem altas densidades, esta necessidade é diminuida, ou até mesmo
independente para que ocorra a completa diferenciagao da unidade celular.

Dos tipos celulares estudados, as diferentes linhagens com caracteristicas de
osteoblastos (osteoblast like cells) tém demonstrado diferentes resultados sobre
superficies; estando cada uma delas indicada para determinado tipo de avaliagao
(tabela 1) (SCHWARTZ et al., 1999).

Divergéncias ocorridas em resultados de estudos que utilizam osteoblast like
cells podem residir no fato da origem da célula selecionada (ROSA; BELOTI, 2003;
SADER et al., 2005). Como exemplo as células derivadas do osteossarcoma nao
apresentam total diferenciacdo in vitro (vide tabela 1) estando indicadas para
avaliagao de eventos iniciais, como por exemplo a adesao.

LUMBIKANONDA; SAMMONS (2001), ainda concordam que estas
divergéncias podem estar ainda associadas a metodologias dos experimentos que
negligenciam, por conseguinte a manipulagao, acondicionamento e desenho externo

das fixagoes.
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Tabela 1 — Quadro comparativo de células com comportamento de osteoblastos

utilizadas em procedimentos de culturas

Células FRC Células MG63 Células OCT1 Células MLO-Y4
Osteoprogenitor Osteoblastos néo Osteoblastos Secretores Ostedcitos
Multipotente Diferenciados
Nédulos Migratérios de ALPase Alta ALPase Baixa ALPase
multicamadas Baixa Osteocalcina Alta Osteocalcina
Proliferagao Alta Osteopontina Conexina43
Com depdsito d HA Nao ocorre
quando tratada com  calcificagdo em cultura
Dex + BGP

Rato Transgénico produtor RatoTransgénico produtor
Ratos Osteossarcoma de Osteocalcina de Osteocalcina
Humano

Fonte-: SCHWARTZ, Z. et al. Implant Surface Characteristics Modulate Differrentiation Behavior of
Cells in the Osteoblastic Lineage. Adv Dent Res, v.13, p.38-48, 1999.

Figura 5 — Estagios da adeséao celular. No primeiro estagio (A), logo apés o contato da célula com o
biomaterial sdo notadas pequenas extensbes do citoesqueleto (filopodes), em seguida (segundo
estagio) estas extensdes tornam-se mais visiveis (B) e sdo chamadas de lamelépodes (cytoplasmic
webbing). E no terceiro estagio (C) é observado o espraiamento circunferencial, dando sequéncia
entdo ao quarto estagio (D) (total espraiamento).

Fonte: RAJARAMAN, R. et al. A scanning electron microscope study of cell adhesion and spreading
in vitro. Exp Cell Res, v.88, p.327-339, 1974.
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SAMMONS et al. (2005), concluem que ainda ndao ha um consenso sobre o
comportamento celular sobre diferentes superficies.

A atividade dos osteoblastos, assim como a expressdo de matriz colagena e
mineralizagdo como ja citado, depende de varios fatores, sendo estes locais e
sistémicos para que os osteoblastos possam expressar as proteinas da matriz. Em
contrapartida, estes responderdao aos hormonios osteotropicos, incluindo o horménio
para-tireoidiano (PTH), prostaglandina E,, 1,25 Di-hidroxi vitamina D e
glicocorticéides como a dexametasona (Dex) (PURPURA; AUBIN; ZANDSTRA,
2004).

2.2.5 A engenharia 6ssea e as possibilidades com os estudos das
células-tronco e fatores osteogénicos da medula 6ssea

2.2.5.1 As células-tronco

MUSCHLER, G.F.; NAKAMOTO, C.; GRIFFITH, L.G. (2004) definem célula-
tronco como um tipo celular especial que tem a possibilidade de auto-renovagao
(figura 6). Este processo ocorrera através de um estimulo que promovera uma
divisao celular assimétrica. Como produto havera uma célula idéntica a célula mae e
uma outra com fungdes biologicas diferentes daquela. Estas células (células filhas)
terdo diferentes destinos. Aquela que ficou com caracteristicas iguais as da célula
mae voltara ao repouso (célula-tronco) até que novo estimulo aconteca. A outra se
proliferara simetricamente e sera denominada célula progenitora (células
transitérias), dando origem a tecidos diferenciados.

A capacidade de auto-renovacéao possibilitara a manutengao da populacéo de
células-tronco. Caso contrario, a diminuicdo deste tipo celular poderia acarretar
sérias consequéncias em manutengao e renovagao tecidual (MUSCHLER; MIDURA,;
NAKAMOTO, 2003), uma vez que, mesmo tendo um pequeno potencial de auto-
renovagao, as células progenitoras tenderéo a se diferenciar ndo voltando mais ao
estado original.

As células-tronco serdo encontradas nao somente nos estagios iniciais da
vida, mas também no individuo adulto, embora em uma menor populagdo
(MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO, 2003), e serao responsaveis pela
manutencgao, renovacgao e reparagao de injurias decorrentes do processo de vida do
individuo (MUSCHLER; NAKAMOTO; GRIFFITH, 2004). Sugere-se que, apos a
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diferenciagao dos tecidos do embrido as células-tronco possam ficar aprisionadas
temporaria ou definitivamente em cavidades especificas de cada 6érgao. Aonde
algumas venham a ter a capacidade de manterem-se pluripotentes ou multipotentes,
diferenciando-se em outros tecidos, enquanto as demais se tornariam uni potentes
através de mudancas nucleares irreversiveis (MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO,
2003).

Ativacao

Célula Mae

Auto

Células Filhas . @ Renovag&o
Células @ Proliferacao
Progenitoras

Figura 6 — Auto-renovagao da célula-tronco. Apds sua ativagdo a célula-tronco (célula mae) dara
origem a dois tipos celulares distintos através de uma divisdo celular assimétrica. O resultado desta
divisdo é a geragdo de ceélulas filhas com diferentes caracteristicas. Sera gerada uma célula com
poder de auto renovagao e caracteristicas idénticas a célula mae que voltara a forma “tronco”. A
finalidade deste comportamento € a manutencgéo desta populagdo celular. A outra célula gerada tera
caracteristicas de célula progenitora e dara origem a tipos celulares diferenciados que formarao os
mais diversos tecidos. As células-tronco dividem-se em embrionarias (totipotentes) e adultas

(multipotentes ou pluripotentes).

Como ja citado, pesquisas com células-tronco tém levado a inumeras
possibilidades em engenharia tecidual. Dentre os tipos celulares estudados
podemos citar as células embrionarias e adultas. A diferenga entre estas residira em

que as células embrionarias apresentar-se-do totipotentes, enquanto as adultas
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seriam na maioria das vezes deficitarias na diferenciacao em tecidos que nao os de
sua origem (MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO, 2003). O que poderia ser
observado nas células adultas seria um potencial de plasticidade (UNITED STATES
OF AMERICA - NIH, 2007).

As células embrionarias sdo aquelas que dardo origem ao blastocisto, que
consiste de uma “massa” de células em torno de 3 a 5 dias de desenvolvimento
antes de sua implantagdo na cavidade uterina (DUMPLOMB et al, 2006).
Posteriormente, este originara todos os demais tipos celulares (MUSCHLER;
MIDURA; NAKAMOTO, 2003) diferenciando-se nos trés folhetos embrionarios
(ectoderma, mesoderma e endoderma) (CHIAPASCO et al., 2007).

Devido a sua capacidade “otipotente” e grande interesse cientifico,
divergéncias tem sido geradas tanto na comunidade cientifica mundial como na
sociedade civil e religiosa em relagcdo ao uso do blastocisto em pesquisas de
bioengenharia (HALL; STOJKOVIC; STOJKOVIC, 2006).

Em 09 de Agosto de 2001 a Agéncia Nacional de Saude Americana (The
National Institutes of Health — NIH) estabeleceu as seguintes normas para a
utilizagao de células embrionarias (UNITED STATES OF AMERICA — NIH, 2001)-:

- Células-tronco com finalidade terapéutica devem ser derivadas de embrides
gerados com esta finalidade;

- Os embrides ndo devem ser utilizados rotineiramente para métodos
terapéuticos ou de pesquisas;

- Consentimento esclarecido deve ser requisitado ao doador do embri&o;

- Nao podera ser comercializado de qualquer maneira o embrido. Somente
podera ser utilizado por doagao.

Embora as células embrionarias possuam um potencial regenerador tecidual
praticamente infinito, as pesquisas com células adultas vém tomando bastante forga
apos algumas mudangas dos paradigmas atuais. Além dos ja citados problemas
éticos, enormes controvérsias tem surgido em relagao a utilizagdo de heteroplasmas
e a possibilidade da geragao de padrbes anémalos. Estas anomalias poderiam gerar
padrbées de reprogramacodes nucleares incorretos (HALL; STOJKOVIC; STOJKOVIC,
2006).

A literatura tem mostrado que comunidades celulares como, por exemplo,
células derivadas do estroma 6sseo, musculo e tecido adiposo apresentam grande

plasticidade. Isto tem impulsionado a pesquisa cientifica no sentido da exploragao
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destes tipos celulares de forma mais incisiva. Soma-se ainda que algumas células
adultas paregcam ter a possibilidade de se diferenciar em diversos outros tipos
celulares dos trés folhetos embrionarios, mostrando-se entdo pluripotentes (VAN
DAMME et al., 2002; MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO, 2003). Na mesma linha
de raciocinio, CHIAPASCO et al. (2007) observam que a utilizagdo de fatores de
crescimento adicionados as culturas de células estromais s&o um caminho
interessante a se seguir.

BARNETT et al. (2000) observaram a possibilidade da utilizacdo de
transplantes de células da mucosa olfatéria em doencas degenerativas nervosas.
Estudos em camundongos mostraram a possibilidade da reestruturacédo da bainha
de mielina com a utilizagao destas células.

Mais recentemente, LIMA et al (2006) demonstraram resultados animadores
em estudos clinicos com humanos e lesbes de medula espinhal utilizando-se dos
tipos celulares citados acima. As células da mucosa olfatéria parecem ter a
possibilidade de manterem caracteristicas embrionarias (totipotentes) mesmo na
fase adulta.

Baseado nestes principios parece ser correto imaginar que a utilizagao de bio-
reatores associados as inumeras possibilidades que vém sendo criadas em
engenharia de tecidos seja um caminho ético na pesquisa da reconstrugédo de partes

perdidas ou na cura de doengas.

2.2.5.2 Os fatores osteogénicos da medula éssea

A possibilidade da utilizagado de células da medula 6ssea vermelha como um
fator potencial para a formagcao 6ssea foi sugerido inicialmente por Goujon no inicio
de 1869 (CONNOLLY et al, 1989). Em 1968, Fridenstein e colaboradores as
denominaram células multipotentes da medula éssea, e estabeleceram que células
aderentes, com capacidade de clonagem, nao fagocitarias e com caracteristicas
fibroblasticas poderiam ser encontradas em individuos na fase pos natal (BIANCO;
ROBEY, 2000; MUSCHLER; BIANCO et al. 2001; MIDURA; NAKAMOTO, 2003). A
demoninacdo multipotente ou pluripotente reside no fato de que estas células, assim
como as células musculares e adiposas, apresentam a capacidade de
diferenciarem-se de forma discreta em diversos outros tipos de fenétipos celulares,

incluindo osso, cartilagem, tenddes, ligamentos, musculo, células adiposas e
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nervosas (figura 8) (MUSCHLER; MIDURA; NAKAMOTO, 2003), ao contrario das
células que dardo origem ao tecido cartilaginoso (estas células se diferenciarao
somente em células cartilaginosas). (BIANCO et al. 2001; MUSCHLER,;
NAKAMOTO; GRIFFITH, 2004).

A medula éssea (figura 7) consiste em um complexo formado por varios tipos
celulares que irdo interagir e coexistir de forma sinérgica, tanto do sistema
hematopoiético como do proprio estroma medular. Apos o nascimento, é iniciada a
producdo das células sanguineas neste sitio. O desenvolvimento da medula
ocorrera entdo de acordo com a colonizagao de precursores sanguineos ocupando
as cavidades Osseas e cartilaginosas, formando uma intima ligagao, e profunda
interdependéncia entre estes tecidos (TAICHMAN; EMERSON, 1998).
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Figura 7 — Arquitetura da medula éssea (adaptado). A interagao entre os sistemas hematopoiético e

estromal.
Fonte: TAICHMAN,R.S.; EMERSON,S.G. The Role of Osteoblasts in the Hematopoietic
Microenviroment. Stem Cells, v.16, p.7-15, 1998.
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As células mesenquimais pluripotentes estardo disponiveis na hematopoiese
medular e dardo origem a varios outras linhagens com fungdes de formagao
teciduais diversas (figura 8, pagina 53) (BIANCO, et al., 2001). Entretanto, nem
todas as células do estroma ésseo suportardo a hematopoiese. Supde-se que
apenas discretos elementos celulares tenham esta funcdo. Quanto ao estroma, este
sera responsavel ndo somente pelas células de suporte hematopoiético, mas
contribuira também para a formagao Ossea, através da intimidade e caracteristicas
fenotipicas entre as células dsseas e as células estromais, que sao responsaveis por
este fenébmeno (TAICHMAN; EMERSON, 1998; VAN DAMME et al, 2002).

A utilizagdo de experimentos in vitro e in vivo (PARKER; SHIGA; DAVIES,
1999) para a explicagdo dos fatores decorrentes dos mecanismos moleculares que
comandam as celulas tem auxiliado de forma marcante o desenvolvimento da
engenharia 6ssea. Onde a utilizagdo de células do estroma da medula éssea pelo
que se observa, parecem ser ferramentas a serem utilizadas (TULI et al., 2003).
Entretanto cuidados devem ser tomados tanto na metodologia como na selegédo do
tipo de célula e seu comportamento no microambiente (fatores exaustivamente
observados nesta revisao).

Baseados em estudos anteriores de Simmons e Torok-Storb, onde estes
autores conseguiram identificar células CD34" do estroma da medula 6ssea como
potenciais progenitoras de diversos tecidos, CHEN et al. (1997) investigaram a
possibilidade de um marcador hematopoiético (CD34) encontrado na camada
monuclear de baixa densidade da medula éssea (LDMN) poder ser observado em
células osteoprogenitoras.

Ao cultivarem células CD34" aspiradas da medula éssea humana em
condigbes osteogénicas observaram o potencial destas se diferenciarem em
osteoblastos morfologicamente normais (CHEN et al.,, 1997). Estes autores
comentam que seus resultados sao conflitantes a estudos pregressos; e discutem a
possibilidade das divergéncias serem frutos decorrentes de metodologias diversas.
Em relacdo ndo padronizacdo dos métodos, BALDUINO (2006) vem demonstrar que
equivocos sao gerados por autores que nao diferenciando a medula hematopoiética
da populacdo estromal tendem a obter resultados errébneos. Este autor observa
atentamente que as células osteoblasticas sdo formadas a partir das colbnias de
células fibroblastéides (CFU-F ou Colony Forming Unit-Fibroblast). Em relagao as
células CD34", TAICHMAN; EMERSON (1998) ja as classificavam como precursoras
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de osteoclastos. Estes dados demonstram o quanto ainda ha que ser observado e
estudado neste campo. Fato € que, terapias genéticas tem utilizado e explorado
cada vez mais o potencial das células do estroma da medula 6ssea. Esta populagao
tem promovido a expressdo de varias proteinas in vitro e in vivo capazes de
combater diversos tipos de patologias ou desordens de maneira geral (VAN
DAMME, 2002).

CONNOLLY et al. (1989) demonstraram em um modelo animal obtido da
aspiracao da crista iliaca posterior de coelhos brancos Nova Zelandia adultos, que
transplantes autélogos de medula aceleram substancialmente a reparagao 6ssea. A
proposta destes autores residiu na possibilidade de um protocolo simples e com
grande potencial. Onde a aspiragdo da medula foi realizada através de pungdo. Os
demais processos foram entdo desenvolvidos extra-corpdreos e inseridos em sitios
ectdpicos preparados (osteotomizados) previamente, diminuindo assim a morbidade.
Segundo seus resultados os autores sugeriram a possibilidade destes
procedimentos minimizarem a utilizacdo de enxertos ésseos. Em suas observacdes
ainda descreveram que o potencial osteogénico dependera do volume de células
presentes.

Terapias com MSCs em implantologia tem demonstrado resultados
promissores em relacdo aos meétodos tradicionais. YAMADA et al (2004),
demonstraram em um modelo animal (figura 3, pagina 36) que a injecdo de MSCs
com plasma rico em plaquetas (PRP) obteve uma mineralizagdo mais rapida que o
grupo controle sem qualquer otimizagdo. O PRP tem sido utilizado por seu potencial
de adesividade proporcionado pela fibrina, além de conter fatores de crescimento
o0sseos (YAMADA et al., 2004). Estes autores também fizeram referéncias em
relagao a baixa morbidade deste tipo de técnica.

Entretanto uma grande margem de pesquisadores acredita que estudos em
animais embora norteiem o caminho a seguir, ndo superam a utilizagdo de células
humanas, devido a fatores como biocompatibilidade. O que se tem observado é que
as novas tendéncias vao além dos eventos biologicos, sendo focadas em
engenharia 6ssea e de biomateriais (PARKER; SHIGA; DAVIES, 1999).

TULI et al. (2003) comentam que culturas in vitro de osso humano derivado
de células da medula 6ssea tem servido como como excelente forma de se estudar
a biologia osteoblastica. E assim como VAN DAMME et al. (2002), observam o

potencial deste material como de grande relevancia no reparo tecidual, seja este de
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ordem patoldgica ou traumatica, devido as imensas possibilidades de culturas e

linhagens obtidas (figura 8 e 9, paginas 53 e 55).
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Figura 8 — Representacdo da pluripotencialidade das células-tronco mesenquimais encontradas na
medula 6ssea de camundongo adulto. As setas indicam possiveis caminhos de diferenciagéo e
apresenta a flexibilidade entre determinados fenétipos. MSC — célula-tronco mesenquimal; i.v. — in
vitro; seta verde tracejada — ainda nao demonstrado in vivo e dado controverso in vitro; seta
vermelha tracejada — mostrada somente in vitro.

FONTE: BALDUINO, Alex. Anélise Celular e Molecular do Componente Estromal da Regi&o
Subendosteal da Medula Ossea: O Nicho das Células Tronco Hematopoiéticas. Rio de Janeiro,
RJ, 2006. Tese de Doutorado. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Morfoldgicas. Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2006.

A utilizagcdo de células originarias do estroma da medula 6ssea com a
finalidade de estudos de engenharia tecidual parece ter ainda como vantagem a
obtencado de células tanto para a cultura como para o experimento (CONNOLLY et
al, 1989; YAMADA et al.,, 2004) oriundas do mesmo sitio doador. Entretanto, a
identificacdo e manutencdo das MSCs dependem de métodos eficientes, assim

como coleta, cultura in vitro, tipo de substrato de cultura, suplementos metabdlicos
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para proliferagao e diferenciagdo e meio de cultura especifico. De suma importancia
também é que se estandardizem os sistemas de culturas; um dos motivos pelos
quais ainda existam divergéncias em resultados experimentais (TULI et al., 2003).

Como estandardizacdo, TULI et al. (2003), compararam a utilizagdo de dois
meios de cultura mais utilizados:

1. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM);

2. DMEM com Kaighn’s modificado por Ham’s F12 (DMEM-F12K), com adi¢cao
de acido ascorbico e L-glutamina.

As analises das culturas demonstraram que o meio DMEM demonstrou ser
significantemente mais efetivo em estimular a proliferagdo 6ssea e formacédo de
colonias.

Segundo os autores supracitados, devido as dificuldades entre tipos celulares
a serem selecionados, bem como as diversas metodologias, parece ser
imprescindivel que se normatizem as culturas, afim de que se tornem cada vez mais
precisas as informacgdes em terapia tecidual.

PARKER; SHIGA; DAVIES (1999) propdem uma metodologia para o
crescimento de osso humano in vitro. Estes autores baseados em estudos de
Maniatopoulus et al. (PARKER; SHIGA; DAVIES, 1999) realizaram pesquisas onde
conseguiram descrever as sequéncias que levam a formacédo Ossea. Em seus
estudos demonstraram que os eventos se iniciam através da produgao de uma linha
de cimento que se mineraliza sobre o substrato no qual as células sdo cultivadas.
Logo em seguida a deposi¢ao de matriz colagena é notada, e entdo ostedcitos sao
observados na regido. Segundo seus dados estas caracteristicas parecem mimetizar
a remodelacéo in vivo.

Com estes subsidios os autores citados utilizaram os mesmos critérios e
metodologia com a finalidade de cultivo de células 6sseas humanas. Suas

conclusdes foram as seguintes:
“‘Demonstramos que a ultra-estrutura da matriz produzida em culturas
celulares de medula 6ssea humana tem todas as caracteristicas morfologicas
de elaboragédo de matriz éssea. Isto inclui o estabelecimento de uma camada
protéica afibrilar com capacidade de mineralizagdo, seguida de uma porgéo
de matriz colagena contendo ostedcitos, os quais se tornam maduros e em
estagio de mineralizacdo. Este tipo de mineralizacdo compreendendo
formacao de ndédulos é limitado somente a por¢cdo da populacdo celular, e

difere da biomineralizagdo distrofica reportada previamente. Ainda
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demonstramos que as células remanescentes sao capazes de formacao de
matriz 6ssea seguindo a expansao da cultura.” (PARKER; SHIGA;
DAVIES,1999).
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Figura 9 — As diversas linhagens de células do estroma da medula dssea. As células do estroma
medular formam a matriz reticular, mas também consistem de células mesenquimais indiferenciadas
(MSCs) que mantém uma renovacgao prépria por proliferagdo sem diferenciacao. Estas células podem
se diferenciar sob controle in vitro mimetizando o comportamento in vivo, diferenciando-se em
linhagens multiplas como osteogénicas, condrogénicas, tendogénicas, adipogénicas e miogénicas,
que eventualmente dardo contribuicdo a formacdo de tecidos mesenquimais (osso, cartilagem,
musculos, estroma medular, ligamentos, tenddes, gordura, derme e tecido conjuntivo). Ha ainda outro
tipo de célula mesenquimal pluripotente, identificada como uma fracdo aderente da medula éssea,
designada MAPC. Estas células sdo capazes de se diferenciarem dentro das células mesenquimais
indiferenciadas e dentro de outros tipos celulares transformando-se em endodérmicas, mesodérmicas
e ectodérmicas com camadas germinais. De uma maneira geral as BMSCs e MAPCs sao tidas como
células do estroma medular 6sseo e com capacidade pluripotente. .

Fonte: VAN DAMME,A. et al. Bone Marrow Stromal Cells as Targets for Gene Therapy. Current
Gene Therapy, v.2,p.195-209, 2002.
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2.2.6 Os implantes dentéarios

Implantes dentarios sao biomateriais com a finalidade de reconstrugao
funcional e estética do aparelho mastigatorio (STENPORT et al., 2003), e
geralmente sdo utilizados quando este apresenta sequelas decorrentes do
edentulismo.

LEMONS; PHILLIPS (1993) consideram critica a escolha do metal ou liga
metalica dos implantes cirdrgicos. E ainda mais dos implantes odontoldgicos, uma
vez que estes estardo transmucosos, podendo colocar em risco a integridade
sistémica.

Dentre os diversos tipos de materiais para implantes, os mais utilizados em
odontologia estdo-:

1) cpTi (Titdnio Comercialmente Puro) — Possui 99% de titanio em
média.

2) Ti-Al-V (Liga de titanio-aluminio-vanadio) — Possui 90% de
titanio, 6% de Aluminio e 4% de Vanadio em média.

O cpTi parece promover uma maior biocompatibilidade em relagdo as demais
ligas de uso médico (MICULESCU et al. 2005), com resultados altamente previsiveis
(ABRAHAMSSON et al., 2001).

As ligas metalicas como as de Ti-Al-V segundo alguns autores, devem ter
seus parametros de utilizacdo repensados. Estudos in vitro, demonstraram uma
grande estimulagdo de células fagocitarias em presenca deste material, além de
uma importante liberacdo de ions em relagdo a humanos (818 ug/g) (ROGERS, et
al., 1997). Entretanto in vivo, ICHINOSE et al. (2003) notaram estabilidade tecidual
com a utilizagdo desta liga porém, seus estudos basearam-se apenas em analise
microscopica.

Como visto, as propriedades superiores e menos discutiveis do cpTi fazem
deste metal a primeira escolha em fixagcbes médico/odontoldgicas. Todavia, como
deficiéncia, este material possui relativa fragilidade quando comparado as ligas de
titinio e mesmo ao tecido 6sseo. Por este motivo, desenhos de implantes que
distribuam melhor as cargas mastigatérias sao importantes quando de sua utilizagéo
(LEMONS; PHILLIPS, 1993).

Dentre as propriedades do titanio, uma das mais exploradas nos ultimos anos

tem sido a rugosidade superficial (R,), modificada pelos condicionamentos que o
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metal vem sofrendo na tentativa de se conseguir a expressdo do fendtipo
osteoblastico de uma forma mais rapida. Tendo como consequéncia um menor
periodo de espera reparadora na interface biologica. (SCHNEIDER et al. 2003;
POSTIGLIONE et al. 2003; ALBREKTSSON; WENNERBERG 2004 [a];
ALBREKTSSON; WENNERBERG 2004 [b] ; SADER et al. 2005).

A topografia como um todo e a quimica das superficies dos implantes também
vem sendo avaliadas com grande relevancia a fim de se elucidar melhor os
mecanismos bioldgicos. Porém ainda ha poucas informagdes de como estes fatores
interagem na fisiologia 6ssea (LARSSON; et al, 1997; MEYER et al., 2005).

Per-Ingvar Branemark fez a instalagao de seu primeiro implante de titanio em
1965. Seus resultados iniciais ndo foram promissores (cerca de 50%), e de certa
maneira contribuiram para que se confirmassem as suspeitas de que materiais
estranhos ao corpo humano n&o deveriam ser utilizados na cavidade oral
(ALBREKTSON; WENNERBERG 2005).

Em 1981, ao final de um estudo prospectivo de longo prazo, entre julho de
1965 a setembro de 1980 (ADELL et al, 1981), foi criado um protocolo de
previsibilidade com a utilizagdo dos implantes osseointegrados.

Em 1986 dois outros estudos propuseram uma avaliagdo das reacgdes
teciduais dos implantes dentarios e critérios de sucesso para as fixagées (ADELL. et
al, 1986; ALBREKTSON et al, 1986).

A definigao original de osseointegracao seria a de uma conexao firme, direta
e duradoura entre o0 0sso vivo e o implante de titanio, na forma de parafuso com um
desenho bem definido (ADELL et al., 1981). Entretanto, estes dados demonstram
um fendmeno estatico, contrario ao tipo de micro-ambiente encontrado (BLAIR,
2002). Com o advento de avangadas técnicas de magnificacdo este conceito veio
tendo profundas modificagdes (ALBREKTSSON e JACOBSSON, 1987; BUDD et al.,
1991).

Binon, ao final do século passado, estimou haver acima de 90 tipos de
sistemas de implantes dentais sendo fabricados e comercializados, com uma grande
variedade de diametros, comprimentos, superficies, plataformas, interfaces e
desenhos externos. Sugere-se que haja bem mais fabricantes nos dias atuais.

O sucesso de uma terapia de implantes entre outros, reside em uma técnica
cirurgica apurada (ADELL et al.,, 1986; ALBREKTSSON; JACOBSSON, 1987;
HARRIS; KOHLES, 2001; RAMP; JEFFCOAT, 2001; BENINGTON, 2002; ERCOLI et
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al., 2004), e um desenho que promova uma boa estabilidade primaria (NIZNICK,
2000; GEURS et al., 2002), onde a macro e microestrutura devam estar alinhadas
em harmonia.

SYKARAS et al. (2000) observam a necessidade do clinico em dominar os
eventos biolégicos da osseointegracédo devido aos langamentos constantes da
industria, onde superficies com bioatividade tém ganhado consideravel espaco.

ALBREKTSSON; WENNERBERG (2005) concordam com os autores supra
citados, e fazem uma previséo otimista onde superficies com caracteristicas biotivas
se tornardo populares em um futuro proximo. Segundo estes autores, a vantagem
esta em que, as superficies quimicamente ativadas parecem promover uma adesao
mais rapida em contraste com as superficies biomecanicas dos implantes atuais;
gue necessitam de uma integragdo lenta onde as células ésseas tém que “invadir”
suas irregularidades.

Todavia, mesmo com a gama de estudos disponiveis e previsdes otimistas
tém-se observado que muitos sistemas estdo sendo comercializados sem
embasamento cientifico relevante, além de diversas cépias sem maiores cuidados.
O que tem levado a grandes confusbes entre os usuarios dos mais diversos
implantes osteointegraveis, e consequentemente aos resultados finais de seus
trabalhos (ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004[b]; BRUNSKI;PULEO;NANCI,
2000; BRUNSKI, et al., 2005). Gerando desta maneira possiveis problemas futuros
aos seus pacientes.

Mesmo assim, o avango nas pesquisas vao tornando cada vez mais claros os
eventos que ocorrem na interface osso-implante. Conceitos tedricos atuais definem
um segundo fenbmeno apds a osseointegragado; a osseopercepg¢ao, onde pacientes
relatam a ativacado do potencial tatil com a instalagao de proteses sobre os implantes
de titanio (KLINEBERG; MURRAY, 1999; BRANEMARK, 2001).

Uma vez instalado um implante de titanio em tecido 6sseo é esperado que
este seja integrado através de um fendmeno de interfaces (osseointegragcéo) e
assim ocorra a homeostasia (BRANEMARK, 2001). Todavia nem sempre é o que
observamos.

Insucessos em implantodontia, entre eles a perda de fixagdes, segundo os
dados atuais, apresentam-se na ordem de 3% a 10% (UEHARA; TAKAOKA; ITO,

2004). Entre as possibilidades de falhas a qualidade e densidade 6ssea tem sido
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foco de algumas discussdes (ROBERTS et al. , 1992; DAO; ANDERSON; ZARB,
1993; BRUNSKI, 1999; SLOTTE et al.,2003).

McMILLAN, et al. (2000) discutem que a o contato na interface parece ser
mais importante que a propria qualidade 6ssea.

SLOTTE et al. (2003) relataram ter obtido um aumento qualitativo em regides
de baixa densidade 6ssea ap0s a instalagdo de implantes osseointegrados.

Embora ainda questionada, a densidade 6ssea € um assunto ainda em pauta,
visto que as maiores perdas de fixagbes residem em regides de menor densidade
(NIZNICK, 2000).

Figura 10 - Figura ilustrativa de um implante 6steo-integravel de @ 4.0. Este implante é provido de
roscas triangulares com 0,35 mm de profundidade.

Fonte: Neodent Implante Osteointegravel (Curitiba-PR-Brasil)

2.2.6.1  Aspectos relacionados as superficies dos implantes dentarios

A resposta a qualquer tipo de biomaterial instalado em tecido vivo ira
depender ndo somente do material, mas também de sua qualidade estrutural tal
como textura de superficie, porosidade e interconectividade dos poros (ANSELME,
2000; REKOW, 2003) entre outros. O mecanismo que ira ocorrer quando o implante
€ instalado no sitio cirurgico dependera de sua bio-superficie. Ela governara o tipo
de adesao celular.

Apos o contato inicial e a adesao sobre o biomaterial profundas modificacdes

serdo carreadas na formacao da interface osso-implante (SCHWARTZ et al., 1999).
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As superficies dos implantes dentarios tém sido estudadas de formas
extensivas na intencdo de uma melhor resposta Ossea e manutencdo da
osseointegragcao (WENNERBERG, 1996; SCHWARTZ et al. , 1999 ;SYKARAS et al.,
2000; POSTIGLIONE et al., 2003 ;SCHNEIDER et al.,, 2003 ;ALBREKTSSON;
WENNERBERG, 2004 [A] ;BRUNSKI et al., 2005; ZHAO et al., 2005). Os principais
fatores que ainda necessitam de respostas sao: [1] topografia e energia de
superficie (BOWERS et al., 1992 ;BRUNSKI, 2005; ZHAO et al., 2005); [2] materiais
(KELLER, 1999 ;BRUNSKI, 2005) e [3] bioquimica (BAIER et al, 1988).

Embora a maioria dos eventos moleculares e genotipicos dos osteoblastos
durante a integracdo do material ao tecido vivo sejam desconhecidos (SCHNEIDER
et al, 2003), alguns estudos ja vém observando sua atividade sobre as superficies
de implantes dentais (BOYAN et al., 2003). Tem-se notado que as superficies
rugosas parecem otimizar a mineralizagdo da matriz (COCHRAN et al., 2002).

Em relagao as fixagdes de titanio a estabilidade primaria tem sido classificada
como preé-requisito para se obter a osseointegracao (ADELL et al., 1981; COOPER,
2000; GAPSKI et al. 2003). Superficies rugosas parecem ter relevancia clinica
dentro de uma visao biomecanica em relagdo a estabilidade primaria (BRUNSKI,
1999; BISCHOF et al., 2004; BRUNSKI, 2005) e secundaria (CARLSSON, 1988;
NIZNICK, 2000; COCHRAN et al., 2002; BERNARD, 2003; BISCHOF et al., 2004;
ZHAO et al.,, 2005). Uma estabilidade inicial melhorada tende a promover uma
facilitagdo na expressao do colageno e reparo da ferida 6ssea (LUBIKANONDA;
SAMMONS, 2001; COCHRAN et al., 2002; REKOW, 2003).

Quando se observa uma superficie rugosa, esta ainda tem capacidade de ser
otimizada, e promover maior resisténcia ao torque de remogao (CORDIOLI, 2000).
superficies melhoradas tem demonstrado excelentes resultados através da analise
de frequéncia de ressonancia (Ostell® - Instituit Straumann AG, Basel, Switzerland),
com um coeficiente de estabilidade do implante (1SQ) na ordem de
aproximadamente 58.0 para a estabilidade primaria e 96.0 para a secundaria, em
uma escala de 1-100 (BISCHOF et al. 2004). RUPP et al. (2006), observam que
além da rugosidade, uma superficie que possibilite uma hidrofilicidade plena através
de modificagdes quimicas, concorrera para um sensivel aumento do contato osso-

implante.
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O grau de rugosidade e a topografia da superficie como um todo, podem
entao diferenciar sensivelmente o resultado da resposta celular (SCHWARTZ et al.,
1999 ; ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004[A]).

Alguns estudos focados em propriedades fisico-quimicas das superficies de
titAnio tratadas tém demonstrando que o tipo de condicionamento do metal
influenciara na topografia e tipo de rugosidade, além da espessura e composi¢cao da

camada oxido, dos niveis de contaminantes, etc. (LARSSON et al, 1997).

Figura 11 - Diferentes topografias de superficies de implantes

A - Superficie lisa. Sdo notados sulcos provenientes do processo de usinagem. Escala 10um.

B — Superficie rugosa tratada por acidos. Sdo observados os chamados “micro picos” e vales.
Escala 10um.

Fonte: TAVARES,M.G. et al. Treatment of a commercial machined surface titanium implant with
H,SO, enhances contact osteogenesis. Clin Oral Impl Res, v.18, p.452-458, 2007.

C - Superficie jateada. Apresentam maiores irregularidades (macro-rugosidades) caracteristicas do
material utilizado no jateamento. Sdo observados vales profundos. Escala 20 um.

Fonte: SADER,M.S. et al. Effect of three distinct treatments of titanium surface on osteoblast
attachment, proliferation, and differentiation. Clin Oral Impl Res, v.16, p. 667-675, 2005.

Apesar do TiO, ter uma boa estabilidade, quando exposto a contaminacao do
ar tende a sofrer agao de hidrocarbonetos inerentes a este ambiente, que diminuirao
a energia superficial livre, aumentando assim o valor dos angulos de contato.
Observa-se que superficies lisas podem chegar até a 90° nestas condigdes.
Superficies de titdnio com angulos de contato nesta ordem tendem a ter uma menor
adsorcao de proteinas, afetando também as respostas celulares (RUPP, et al.,
2006).

O grau de rugosidade das superficies conhecido como rugosidade superficial
(Ra), € definido como sendo a média aritimética entre picos e vales das superficies
dos implantes, e tem sido utilizado como um tipico marcador para o valor de
rugosidade nestes artefatos. Todavia, uma superficie pode ter diferentes morfologias
no todo. Entdo outras medidas como a distancia entre os picos (Scy) também tem
sido utilizadas (COOPER, 2000).
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LUMBIKANONDA; SAMMONS (2001) demonstraram que mesmo em
superficies rugosas, tendo estas diferentes tipos de tratamentos, ocorrerao
diferentes tipos de respostas celulares. Embora, como ja citado, todas terdo efeitos
osteogénicos.

Segundo os autores supra citados, fatores como profundidade dos poros e
energia superficial, irdo influenciar diretamente na adsorgao de proteinas.

Uma rugosidade superficial com valor entre 1.0 a 2.0 ym tem obtido as
melhores respostas clinicas, segundo ALBREKTSSON; WENNERBERG (2004 [a]).
Todavia, COOPER (2000) observa que in vivo, o efeito da topografia em relagao as
populagdes de células aderentes possui uma grande diversidade de respostas. E
que as atividades destas diferentes morfologias e topografias em relagéo a resposta
biolégica ainda estdo para ser elucidadas. SADER et al. (2005) concordam, e
observam que a microtopografia ideal ainda é desconhecida, devido a outros fatores
associados a esta como por exemplo o 6xido de titanio e sua associagdo com 0s
resultados clinicos. O que se tém observado € que a célula deva contactar uma
superficie que lembre o seu ambiente natural; e diferengas topograficas irdo
definitivamente alterar a maneira como esta irda interagir com o biomaterial
(SCHWARTZ et al. , 1999). Segundo BOYAN et al., (2003) as superficies rugosas
tendem a promover uma melhor diferenciacdo osteoblastica em relagao as lisas. A
microtopografia parece contribuir na produgdo das integrinas (sinalizadores
celulares) de células com caracteristicas osteoblasticas in vitro. Sugere-se que um
dos fatores relacionados seja uma maior energia superficial (BOYAN et al., 2003).

Segundo SAMMONS et al. (2005) a energia de superficie em implantes
dentais pode ser responsavel por influenciar a adsor¢do de proteinas como a
vitronectina e a fibronectina facilitando a ligagédo de sinalizadores a superficie do
implante. Com a adeséao celular mediada por fatores hormonais, o osteoblasto pode
entdo ter condi¢cdes de dar sequéncia a expressao do fendtipo.

Apos a diferenciagdo, através da atuagédo de TGF-$1 e PGE; (Prostaglandina
E») deve ocorrer o aumento na produgao e atividade de ALP (Fosfatase Alcalina).
Tornando o ambiente desta forma com caracteristicas osteogénicas (BOYAN et al.,
2003).

ALBREKTSSON; WENNERBERG (2004[a]), qualificam as superficies em
relacdo as [1] propriedades mecanicas, [2] propriedades da topografia e [3]

propriedades fisico-quimicas.
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As propriedades mecanicas estao relacionadas a capacidade das superficies
resistirem aos potenciais das tensées. Uma deformacao plastica pode concentrar
tensdes residuais na superficie levando a um aumento no potencial de corrosdo. Em
relagdo aos implantes dentais estes sao artefatos com pequena dimenséo e capazes
de suportar altas componentes tensionais (HANSSON, 2000; NIZNICK, 2000).

Mudangas no atrito e rigidez podem ser otimizadas com o revestimento da
superficie ou utilizacdo de ions (WENNERBERG, 1996).

A importancia da topografia esta relacionada ao grau de rugosidade da
superficie e orientagado das irregularidades.

As respostas celulares em relagdo a morfologia, proliferacao e adesao podem
ser influenciadas tanto pela nano-topografia, micro-topografia como pela interagéo
entre elas (ZINGER et al., 2003).

Durante muitos anos o implante maquinado de Branemark (Nobelpharma)
com um valor R, entre 0.5 e 1.0 um foi tido como “padrao ouro” (ALBREKTSSON;
WENNERBERG , 2004[a]). Todavia nos Anos 90 evidéncias cientificas apontaram
em outra direcdo. Implantes com R; em torno de 1,5 yum mostraram uma resisténcia
muito superior em relagao a interface osso-implante (WENNERBERG, 1996).

As caracteristicas fisicas se referem a fatores como a energia de superficie.
Em outras palavras um implante com alta energia superficial pode, de forma teorica,
promover uma osseointegragdo com uma interface mais resistente
(ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004 [a]), embora alguns estudos discordem
destas observacdes (SADER et al, 2005).

A composicdo quimica ira depender dos cuidados com descontaminacado da
superficie (BAIER et al, 1988 ; WENNERBERG, 1996), da camada de oOxido
(KASEMO; LAUSMAA, 1994) e do grau de corrosdo do metal e liberagdo de ions
(WENNERBERG,A., 1996). Em relagcdo as impurezas encontradas nas superficies,
estas sdo comuns, e estdo relacionadas ao meio ambiente (ar) entre outras, sendo
sempre encontradas (KASEMO; LAUSMAA, 1994). Outros fatores relacionados com
a quimica da superficie seriam modificagcbes com a proposta de torna-las bioativas
(ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2005) adicionando fatores osteogénicos,

osseoindutores, osseocondutores ou osseopromotores.
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2.3 A OSSEOINTEGRACAO

No caso dos implantes dentais, apdés o preparo do leito cirurgico este
funcionara como uma fratura e devera ser reparado como tal (SCHWARTZ et al.,
1999), proporcionando um ambiente compativel para a formagao da interface
(KASEMO.; LAUSMAA, 1994). Desde que o trauma ndo supere a capacidade
reparadora do 0sso 0 que se observara sera um aumento na densidade éssea local
apos o periodo de cicatrizagdo (SLOTTE et al, 2003).

A formacgao desta interface dependera de uma série de eventos em cadeia
como adesao, proliferacado e diferenciagcdo dos osteoblastos (POSTIGLIONE et al.,
2003). Tratam-se de eventos que ocorrerdo através de complexas interagdes
fisiologicas entre o titanio e o sitio operado, muitos deles ainda por se estudar.
Porém, trés fatos estdo claros em relagcdo a uma satisfatoria cicatrizagao pos-
cirurgica: [1] incisbes e técnicas cirurgicas apuradas; [2] cascata de coagulagao
sanguinea e [3] qualidade 6ssea (BRUNSKI, 1999). Sendo esta ultima questionada
por alguns autores (JAFFIN; BERMAN , 1991; BAHAT, 2000).

ABRAHAMSSON et al (2004) realizaram um estudo comparativo in vivo em
relacdo a formacado d6ssea apOs a instalacdo de implantes osseointegrados com
superficies rugosas (SLA — ITI Dental Implant System — Instituit Straumann AG,
Basel, Switzerland) e lisas (Experimental — ITI Dental Implant System — Instituit
Straumann AG, Basel, Switzerland).

Os seguintes eventos foram descritos:

1. 2 h (apds a instalagdo da fixagéo) -: Presencga de eritrocitos retidos em
uma densa rede de fibrina e remanescentes 6sseos do leito preparado;

2. 4° Dia -: O coagulo na regido comega a ser invadido por estruturas
vasculares e células com caracteristicas fibroblasticas formando um tecido de
aspecto granular (tecido de granulagdo) e varios eritrocitos ainda aderidos ao
implante. E notada a presenga de polimorfos nucleares neutréfilos (PMN).

Macrofagos e mondcitos estdo presentes e relacionados com o processo de
“limpeza” da area.

Os remanescentes 6sseos depositados sobre o implante comecam a ser
reabsorvidos através de osteoclastos. Estas células também s&o encontradas na

area 6ssea relacionada as perfuracoes.
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Na superficie rugosa ja se observa uma linha de células com caracteristicas
fibroblasticas de origem mesenquimal orientadas paralelamente ao implante;

3. 1% Semana -: A formagao de o0sso primario (ostedide) é iniciada em ambas
as superficies.

Na superficie lisa a formagao Ossea parece ser uma extensdo do 0sso pré-
cortado através de aposigao (crescimento aposicional), penetrada por varios niveis
de matriz conjuntiva provisoria rica em estruturas vasculares.

Ocasionalmente remanescentes de coagulo sdo encontrados, e ja se
observam varias camadas densas de células com caracteristicas osteoblasticas na
periferia do tecido.

Todavia na superficie rugosa uma larga aposicéo de tecido 6sseo neoformado
€ encontrada em contato direto com a fixagdo (6steons primarios), com estruturas
trabeculares e vasculares evidentes. Uma remodelagao ja € observada através de
linhas reversas nas areas proximas;

4. 2% Semana -: Uma grande quantidade de osso neo-formado é encontrada
em ambas as superficies, porém em contato com o implante rugoso a mineralizagéo
€ notada com maior intensidade;

5. 4% Semana -: Ja é notada uma aposigdo de novo 0sso sobre o 0sso
lamelar e uma interface em funcionamento. E dificil a diferenciacdo do osso da
regido de corte e sobre o implante.

Uma nova camada de ostedide € encontrada intimamente ligada a superficie
rugosa.

Observam-se atividades fisioldgicas e remodelagcdo em todas as regides;

6. 6° Semana / 8% Semana-: O tecido mineralizado é encontrado em
superficies rugosas e lisas, com cada vez menores diferengas. Areas de
mineralizagdo, embora de maneira sutil, parecem ocorrer mais intensamente nas
superficie rugosas;

7. 8% a 12° Semana-: Nao ha diferenciagdo entre superficie lisa ou rugosa
em relagao a interface osso-implante;

Estes autores concluiram que superficies rugosas parecem promover um
resultado melhor em tempo e extensédo da osseointegragédo, porém nas primeiras 2

semanas as unidades de mineralizagdo sdo mais evidentes nas superficies lisas.
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Teorias sugerem que as propriedades de superficie (molhabilidade, micro-
estrutura e composicdo quimica) tendem a faciltar o reparo tecidual
(WENNERBERG, 1996; BOYAN et al., 2003; KENNEDY et al., 2006).

2.4 INTERAGCAO CELULA / BIOMATERIAL. A ADESAO CELULAR
AOS IMPLANTES OSTEOINTEGRAVEIS

Uma vez em contato com a superficie do implante células osteoblasticas
tendem a promover uma adesdo que dara continuidade a uma série de eventos e
farao a modificagédo da interface (SCHWARTZ et al. 1999).

RAJARAMAN et al. (1974) caracterizam a adesao celular em 04 estagios: [1]
inicio de mudancas no citoesqueleto através de pequenos filopodes; [2] extensdes
citoplasmaticas através de lamelépodes (cytoplasmic webbing); [3] espraiamento
circunferencial; [4] total espraiamento e planificagcdo na forma poligonal (figura 6,
pagina 47).

A “adesao” sobre biomateriais € precedida por varios fendmenos. Em relagéo
aos implantes dentarios, o contato inicial ocorre rapidamente e envolve eventos de
ordem fisico-quimica entre células e material, como forgas idnicas, forcas de van der
Walls entre outras. A adesao propriamente dita envolvera processos de ordem
molecular mais complexos na interagao implante / matriz extracelular. As moléculas
de adesao tem a propriedade de interagir com especificas estruturas (ligands), que
podem estar situadas nas membranas das células vizinhas (contato célula-célula) ou
na propria matriz.

As moléculas de adesao pertencem a diferentes familias. As quatro maiores
classes s&o as selectinas, super familia das imunoglobulinas, caderinas e integrinas.
Em relagdo aos osteoblastos as caderinas e integrinas desenvolvem um importante
papel. Estas moléculas sao sinalizadoras de proteinas relacionadas a adesédo, como
por exemplo a fibronectina (ANSELME, 2000).

O sucesso dos implantes dentarios dependera entdo da eficiéncia e
estabilidade das interagdes entre as células 6ésseas (osteoblastos) e o titdnio, onde a
qualidade da adesao celular e a matriz depositada na superficie determinarao a
integracao tecidual e formacgéao da interface (ANSELME, 2000). Ainda importante, é
observar que diferencas nas propriedades de superficie dos materiais podem ter
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profundos efeitos na adeséo de proteinas e consequente juncao celular (MEYER et
al., 2005).



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

“Analisar as propriedades fisico-quimicas de duas superficies de implantes
osteointegraveis de uso odontologico e a adeséo de células do estroma da medula

o0ssea humana sobre estas.”

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar qualitativamente a topografia e a composi¢gdo quimica de dois tipos
de superficies de implantes de titanio (maquinadas — Mq e tratadas — ST);

2. Analisar quantitativamente a topografia de dois tipos de superficies de
implantes de titanio (Mq e ST) através da mensuragao da rugosidade média (Ra)
das distintas superficies;

3. Analisar quantitativamente a molhabilidade de dois tipos de superficies de
implantes de titanio (Mq e ST);

4. Analisar qualitativamente e quantitativamente a adesédo de células do
estroma da medula éssea humana sobre dois tipos de superficie de implantes de
titdnio (Mq e ST).



HIPOTESES
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4  HIPOTESES

H.1. A superficie Mq apresenta maior numero de contaminantes e a ST
apresenta menor numero de contaminantes.

H.2. A superficie ST apresenta maior numero de contaminantes e a Mq
apresenta menor numero de contaminantes.

H.3. Ambas as superficies apresentam um baixo nivel de contaminantes.

H.4. Ambas as superficies apresentam um alto nivel de contaminantes.

H.5. A superficie Mq apresenta uma baixa rugosidade média e a ST uma
alta rugosidade média;

H.6. A superficie Mg apresenta uma alta rugosidade média e a ST uma
baixa rugosidade média;

H.7. Ambas as superficies apresentam uma baixa rugosidade média;

H.8. Ambas as superficies apresentam uma alta rugosidade média;

H.9. A superficie Mg apresenta alta molhabilidade e a ST baixa
molhabilidade.

H.10. A superficie Mq apresenta baixa molhabilidade e a ST alta
molhabilidade.

H.11. Ambas as superficies apresentam alta molhabilidade.

H.12. Ambas as superficies apresentam baixa molhabilidade.

H.13. As células estromais aderem as superficies Mq e ndo aderem as
superficies ST.

H.14. As células estromais aderem as superficies ST e nao aderem as
superficies Mq.

H.15. As células estromais aderem as superficies Mq e ST.



H.16. As células estromais nao aderem as superficies Mq e ST.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CONFECGCAO DOS CORPOS DE PROVA

Os corpos de prova utilizados para analise topografica e quimica, medigédo do
angulo de contato e cultivo de células, foram fabricados e fornecidos pela empresa
Neodent Implante Osteointegravel (Curitiba, PR, Brasil), bem como os dados
relacionados a estes (tabela 2, pagina 76).

As amostras apresentavam-se embaladas e esterilizadas em é6xido de etileno
pela empresa fornecedora.

Foram confeccionados 58 discos (29 Mq e 29 ST) (tabela 2) de liga de titanio
grau Il (ASTMF67) com 3,0 mm de didmetro e 01 mm de espessura, obtidos de uma
barra original com 3,18 mm. Vinte e nove discos sofreram usinagem para a obtengao
de uma superficie maquinada (Mq) e os outros vinte e nove receberam tratamento
de superficie através de subtragido acida (nomenclatura e informagao fornecida pela
empresa), gerando uma superficie tratada (ST) (Neodent Implante Osteointegravel,
Curitiba, PR, Brasil). Utilizou-se ainda um (01) implante tratado (ST) (tabela 2) com
diametro de 4.0 mm e altura de 9.0 mm para analise qualitativa da macro e
microestrutura. Este implante recebeu o mesmo tratamento de superficie que os
discos tratados e foi cedido na forma comercial (embalagem). A empresa restringiu-
se a nao fornecer quaisquer outros dados sobre o processo de tratamento das

superficies por tratar-se de segredo de industria.
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5.1.1 Corpos de prova

5.1.1.1 Analise da macro e microestrutura das superficies

Quatorze (14) discos de titanio (07 Mg e 07 ST) e um (01) implante ST (tabela
3, pagina 78). Os corpos de prova foram distribuidos da seguinte maneira:

O implante foi analisado qualitativamente ao microscopio eletrbnico de
varredura (MEV) (JEOL JSM 6460 LV, Tokyo, Japan) nos tergcos médio e apical,
utilizando-se magnificagées de 10X (corpo), 37X (apice) e 5.000 vezes (roscas).

Doze (12) discos (06 Mq e 06 ST) sofreram analise qualitativa da topografia e
quimica (MEV/EDS), e n&o passaram pelo processo de metalizagdo. Suas
magnificagdes foram realizadas em 500X, 3000X e 10000 vezes. Da mesma forma
estes espécimes foram analisados pela sonda NORAN (NORAN, Tokyo, Japan)
acoplada ao MEV, através da espectroscopia de energia dispersiva (EDS), para
analise de tracos de contaminantes, como por exemplo, o vanadio.

Dois (02) discos (01 Mg e 01 ST) foram utilizados para a analise quantitativa

da rugosidade média ao perfilbmetro de contato.

5.1.1.2 Analise dos angulos de contato (molhabilidade)

Vinte (20) discos (10 Mq e 10 ST) (tabela 3, pagina 78).

Os corpos de prova foram levados ao gonidmetro (S.E.O. Phoenix 300 —
Surface Electro Optics, Swon-si, Gyeonggi-do, Korea) e analisados ao software
DROPImage® (Oslo University, Oslo, Norway).

Cinco (05) discos Mq e cinco (05) discos ST foram analisados ao liquido
medidor agua deionizada.

Cinco (05) discos Mq e cinco (05) discos ST foram analisados ao liquido
medidor glicerol.

A possibilidade da utilizagdo de um terceiro liquido medidor como o di-iodo-

metano foi descartada devido a sua toxicidade.

5.1.1.3 Analise de adesao

Vinte e quatro (24) discos (12 Mq e 12 ST) (tabela 3).
As amostras com células aderidas foram metalizadas (Metalizador SCD050

Sputter Coater — BALTEC AG, Liechtenstein) com ouro e submetidos ao exame de
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varredura (MEV). Para tal foram utilizadas as seguintes magnificagées: 33X, 300X e

500 vezes em varios pontos da superficie.

5.2 ARMAZENAGEM

As amostras utilizadas para avaliagcdo dos angulos de contato e analise
topografica e quimica foram tratadas com equipamentos de protegao individual
(gorros, mascaras e luvas e pingas estéreis).

As amostras utilizadas para analise de adesado de células estromais foram
armazenadas em bandeja de ago inox (Quinelato — Schobel Industrial, Rio Claro, SP,
Brasil) esterilizadas em autoclave (Tuttnauer — Alfa Medical, Hempstead, NY, USA).
Os corpos de prova apresentavam-se embalados individualmente como recebidos
da empresa a uma temperatura de 25°C £ 1 (Centro de Pesquisa em Terapia Celular
e Bioengenharia Ortopédica — CTCel, Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia — INTO, Rio de Janeiro, Brasil).

Tabela 2 — Apresentacao dos dados relacionados aos corpos de prova

Dimensdes Composicao (ASTMF) Tratamento Esterilizacdo  Total
UN
Discos @
Maquinados 3.0 mm Titénio Grau Il Usinagem Oxido 29
de Etileno
Tratados 3.0 mm Titénio Grau Il N/I 29
Implante
4.0 mm @ Oxido
X Titanio N/I de Etileno 01
9.0 mm Grau ll

Comprimento

N/l — Ndo informado

UN — Unidade
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5.3 ANALISES TOPOGRAFICA E QUIMICA DAS SUPERFICIES
MAQUINADAS (Mq) E TRATADAS (ST)

A microscopia eletrbnica de varredura, a analise de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS) e a perfilometria foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Microscopia Eletrénica (LABMIC) da Escola Politécnica de Engenharia Metalurgica e
de Materiais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (COPPE/UFRJ).

Para a analise qualitativa da topografia foi utilizada a microscopia eletrénica
de varredura. A andlise quimica foi realizada através da espectroscopia de energia
dispersiva. Foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura (MEV) (JEOL JSM
6460 LV, Tokyo, Japan) com uma sonda EDS acoplada (NORAN, Tokyo, Japan).

Trata-se de um equipamento semi-ambiental, e permite procedimentos de
alto, médio e baixo vacuo.

O implante e os espécimes em forma de discos foram varridos ao MEV a
uma quilovontagem (kV) de 20kV, em uma escala de 5 a 40 kV (CALLISTER, 2000;
KAHN, 2007).

A analise quantitativa dos discos de titanio foi realizada através do
perfilbmetro de contato (Taylor Hobson, Leicester, UK). Este equipamento utilizou
uma ponta de diamante de 0,02 ym que escaneou uma area de 50 pm? da superficie
de cada um dos discos com uma resisténcia de aproximadamente 0,5 uN, no sentido
centro/periferia; realizando a medicdo da rugosidade média (R,) em uma escala
nanomeétrica, sendo esta posteriormente convertida para micrometros. A analise ao
perfildmetro € melhorada ainda com a utilizagdo de um filtro de Gauss (80um), que
retira a caracteristica de ondulagées comuns as superficies rugosas.

Define-se como rugosidade média (Ra) a média aritmética entre picos e vales
de uma superficie (SADER, et al. 2005).

54 MEDICAO DO ANGULO DE CONTATO

As medi¢cdes dos angulos de contato foram realizadas no Laboratério de
Revestimentos Protetores e Materiais Nanoestruturados, do Departamento de Fisica
da Pontificia Universidade Catodlica do Rio de Janeiro (PUC-RJ).

Os espécimes em forma de discos (10 Mg e 10 ST) (tabela 3) foram levados

ao gonidémetro S.E.O. Phoenix 300 (Surface Electro Optics, Suwon-si, Gyeonggi-do,
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Korea), para a medicdo dos angulos de contato. Este aparelho possui uma base
movel onde os corpos de prova sédo colocados e € gotejado um liquido com tensao
superficial conhecida. Em nosso estudo foram obtidas vinte medidas em cada

espécime, sendo dez para o liquido medidor agua deionizada e dez para o liquido

medidor glicerol.

Tabela 3 — Divisdo dos Corpos de Prova

Andlise Rugosidade Angulo Adesédo e

Topografica Média de Contato Contagem de

(Qualitativa) (Ra) Células

e Quimica

(MEV/EDS) (Perfildbmetro) (Gonidmetro) (MEV)
Implante 01 - -
Disco Mg 06 01 10 12
Disco ST 06 01 10 12
Total 13 02 20 24

Sobre cada espécime foi gotejado um volume padronizado em 03 microlitros
(M)

A padronizagcado foi realizada através de um suporte do aparelho, onde
seringas descartaveis de 3 ml com os liquidos medidores foram montadas antes das
medidas. Desta forma a gota era produzida automaticamente apds acionado o
comando do software assim que o corpo de prova era posicionado abaixo da agulha
da seringa. As agulhas ndo eram biseladas, sendo todas de pontas retas. Os
liquidos n&o foram trocados durante o decorrer do experimento.

A gota de cada experimento foi captada através de uma camera de captura, e
a imagem de cada espécime projetada em um monitor. As imagens foram
analisadas através do software DROPImage® (Oslo University, Oslo, Norway), onde
foram medidos os limites e interseg¢des solido/liquido, liquido/ar e sodlido/ar. Este
software realiza os calculos pelo método Young-Laplace.

Apds a obtengdo de uma imagem de 6timo contraste e qualidade do corpo de

prova, era dado o comando para a produgao de 3 pl do liquido medidor. Este entéao
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era gotejado sobre o espécime. Imediatamente apds dava-se o comando de captura
da imagem, e entdo o software analisava e calculava os angulos de contato, que
eram salvos no hard disk do computador.

Os angulos eram registrados pelo programa somente depois de perfeita calibragem

do equipamento e um excelente baseline.

5.5 TESTE DE ADESAO DE CELULAS ESTROMAIS

Foram utilizados 24 discos, sendo 12 Mq e 12 ST (tabela 3), portanto o
experimento prévio foi realizado 02 vezes (01 hora e 18 horas). Entretanto os
experimentos da primeira hora foram descartados por n&o apresentarem-se
qualitativamente significantes. Sendo mantidos apenas os resultados da décima

oitava hora.

5.5.1 Obtencéao de células do estroma da medula 6ssea humana

As células do estroma da medula 6ssea utilizadas nos experimentos foram
obtidas do raspado medular e osso esponjoso de pacientes saudaveis de ambos os
sexos, com idades entre 20 e 50 anos e sorologia negativa para os marcadores de
hepatite B e C, e HIV. Os pacientes sofreram artroplastia total de quadril, mas nao
apresentavam doencgas osteometabdlicas. O material biolégico foi obtido de acordo
com o protocolo aprovado pelo CEP-INTO (Comité de Etica em Pesquisa — INTO),
sob o numero de protocolo 092.

O protocolo de cultura celular seguiu o experimento prévio realizado por
SADER et al (2005).

O material medular obtido durante o procedimento cirurgico foi acondicionado
de forma estéril em tubos Falcon e transportados a 4°C do centro cirurgico ao
laboratdrio de pesquisa (CTCel), localizado no mesmo complexo hospitalar.

No CTCel este material foi ressuspenso em salina livre de célcio e magnésio
e homogeneizado em meio de cultura DMEM — Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(PerBio Science Company, Helsingborg, Sweden) suplementado com soro fetal
bovino (CULTILAB — Campinas, SP, Brasil) e antibiético CIPRO (Ciprofloxacina -
Bayer Health Care Pharmaceuticals, Wayne, NJ, USA). A finalidade deste
procedimento € a dissolugao dos grumos de células (pellet) (figura 13, pagina 81).

Em seguida foram colocados em repouso para sedimentagdo das espiculas dsseas.
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Apos trinta segundos, a porgcao sobrenadante foi recolhida e transferida para outro
tubo. Este processo foi repetido 5 vezes em cabine de fluxo laminar (TROX Technoc
— Curitiba, PR, Brasil). As suspensbes celulares foram levadas a centrifugagao
(Excelsa 4 Mod 280R—- FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil) e o sobrenadante descartado.
Apods este procedimento as células foram contadas na camara de Neubauer (figura
14, pagina 82) em microscopio invertido (NIKON Eclipse 100, Nikon, Tokyo, Japan).
Apods a contagem foi selecionada uma concentragéo de 1,2 X 10° células/mm?. Esta
concentragdo foi entdo plaqueada através do gotejamento de 3 pl sobre os
espécimes em forma de discos.

Observar que as células sobre os discos nao correspondem a mesma
concentracdo selecionada devido a area total destes, visto que a concentracdo é
obtida previamente nas garrafas de cultura, e a area dos discos correspondem a 7.0

mm?/disco.

Figura 12 — Figura demonstrativa da morfologia fusiforme da populagdo de células estromais
aderidas ao plastico (garrafa de cultura) observadas ao microscopio invertido (NIKON Eclipse 100,
Tokyo, Japan).
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Figura 13 — Figura demonstrando o pellet (grumos) aderido ao tubo Falcon, apds a centrifugacgéo.

5.5.2 Contagem de células

Para a contagem das células aderidas utilizou-se as imagens obtidas através
da microscopia eletrénica de varredura por analise de retroespalhamento. Os discos
foram incubados com DMEM 10% por 10 minutos. O meio foi removido e em
seguida 1,2X10° células por mm? (figura 15) foram plaqueadas em 20 uL de DMEM
10%, e incubadas em estufa umida. Apdés 2 horas de incubagdo os discos foram
recobertos com o mesmo meio de cultura e incubados por 18 horas.

Seguido o periodo de incubagédo, as células foram fixadas em glutaraldeido
2,5% e tampao cacodilato 0,1M, pH 7,4. Posteriormente foram lavados no mesmo
tampao e em seguida pos-fixados em solugao de tetroxido de 6smio e desidratados
em concentragdes crescentes de etanol, seguido de incubagdo em hexametil
disilano (HMDS). As amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro e
examinadas ao MEV a uma voltagem de aceleragao de 15 Kuv.

As contagens das células sobre as superficies Mg e ST foram realizadas em
06 corpos de prova (03 Mq e 03 ST). Cada imagem foi dividida em 56 quadrantes de
0,018 mm?, sendo selecionados 12 quadrantes aleatoriamente. O nimero de células
presentes em cada um dos 12 quadrantes foi quantificado por 02 observadores
independentes (duplo cego). A média do numero de células por quadrante, assim
como o desvio padrao foram expressos em numero de células/quadrante (Apéndice
A).
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Figura 14 - Figura ilustrativa da camara de Neubauer utilizada na contagem de células durante o

procedimento de cultura.

A — A camara de Neubauer.

B — Aumento para vizualizagdo da area destinada a contagem. Esta contagem é realizada

escolhendo-se aleatoriamente um dos quadrantes (total de 04) da cAmara. Notar circulo demarcando

0 quadrante 1.

C - Alaminula é colocada sobre a cadmara e levada ao microscépio invertido para a contagem.

D - Imagem obtida ao microscépio invertido (NIKON Eclipse 100,Tokyo, Japan).

Fonte:http://www.icb.usp.br/~bmm/materiais/P3a%20%20Contagem%20de %20celulas%20em%20ca

mara%20de%20Neubauer.pdf (B e C)
http://www.labex.com.br/site/produtos.php?In=pt&menu=5&id=22 (A)

i

Figura 15 - Figura demonstrativa do plagueamento dos discos em cabine de fluxo laminar para

analise de adesao.


http://www.labex.com.br/site/produtos.php?ln=pt&menu=5&id=22
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

5.6.1 Rugosidade média (R,)

A analise estatistica dos dados da rugosidade média (R,) obtidos através do
perfildmetro foi realizada através do teste de Wilcoxon, de acordo com o valor da
média, desvio padrdo e erro padréo obtidos. Admitindo-se um grau de significancia
de p<0,05.

O teste de Wilcoxon é um teste ndo paramétrico para a comparagao de duas
amostras pareadas. A principio sdo calculados os valores numéricos da diferenca
entre cada par, sendo possiveis trés condi¢gdes: aumento (+), diminuicdo (-) ou
igualdade (=). Uma vez calculadas todas as diferengas entre os valores obtidos para
cada par de dados estas diferengcas sao ordenadas pelos seus valores absolutos
(sem considerar o sinal), substituindo-se entdo os valores originais pelo posto que
ocupem na escala ordenada. O teste da hipotese de igualdade entre os grupos é

baseado na soma dos postos das diferengas negativas e positivas (LELES, 2001).

5.6.2 Angulo de contato

A analise estatistica dos dados armazenados através dos resultados ao
gonidbmetro foi realizada através do teste paramétrico ANOVA (varidancia), para
avaliacdo da curva de Gauss. De acordo com o grau de liberdade, o erro padrdo e o
desvio padrao.

A analise de variancia € um teste estatistico indicado para a comparagao de
03 ou mais grupos de dados numéricos em distribuicdo normal ou aproximadamente
normal (LELES, 2001).

O teste mostrou se houve ou nao significancia entre os resultados.

O Teste de multiplas comparacdes de Tukey, avaliou as diferengas entre os
grupos, admitindo-se um grau de significancia de p<0,001 para as pequenas e
p<0,05 para as maiores.

O teste de Tukey é utilizado em comparagdes aos pares, porém permite a
comparacéo de todos os pares de médias isoladamente. E fornecido um valor critico
e a diferenga entre as médias dos grupos comparadas e consideradas significantes

quando excedem este valor critico (LELES, 2001).
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5.6.3 Contagem de células

A analise estatistica dos dados armazenados através dos resultados obtidos
ao MEV foi realizada através do teste de Mann Whitney que avaliou as diferengas
entre os grupos, admitindo-se um grau de significancia de p<0,05.

O teste de Mann Whitney € um teste indicado para a comparagao de dois
grupos nao pareados cujos requisitos para a aplicagado do teste t de Student néo

foram cumpridos. Este teste avalia a igualdade entre as medianas (LELES, 2001).



RESULTADOS
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE TOPOGRAFICA E QUIMICA DAS SUPERFICIES
MAQUINADAS E TRATADAS

6.1.1 Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de
energia dispersiva (MEV/EDS)

Ao MEV foram avaliados qualitativamente um implante de superficie ST e 12
discos de titanio (06 Mqg e 06 ST).

As superficies do implante e dos discos ST, segundo especificacdo do
fabricante, foram tratadas por subtragdo acida (n&o divulgado o método) e
confeccionada em liga de titanio grau Il (ASTMFG7).

O implante mostrou sensiveis diferengcas em relacdo a analise qualitativa da
superficie. Enquanto na regido das roscas apresentou uma homogeneidade na
rugosidade a uma magnificagdo de 5.000 vezes (figura 16 B), o mesmo nao
aconteceu na regido apical ao mesmo aumento (figura 16D). Que demonstrou uma
rugosidade diferenciada com um aspecto de “lascas”.

A analise qualitativa das superficies dos discos Mq (figuras 20 A/B/C),
demonstrou a formagdo de ranhuras condizentes com o processo de usinagem
(setas brancas) a magnificagdes de 500X, 3.000X e 10.000 vezes. Observamos
ainda a presenca de imperfei¢des ao redor dos sulcos, sugestivas de cavacos de
usinagem (setas azuis).

A analise qualitativa das superficies dos discos ST (figura 16) demonstrou
uma rugosidade padrdo e bem definida a magnificagdes de 500X, 3.000X e 10.000

veZzes.
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Uma sonda EDS foi utilizada para a analise quimica das superficies. Os
discos Mq (figura 18) e ST (figura 19), assim como o implante avaliado (figura 17)
apresentaram altas concentragdes de titanio além de ndo apresentarem quantidades

significantes de contaminantes.

o — COPFPE/UFRJ

<

|
zekY % c y H

Figura 16 — Figura representativa da microscopia eletronica de varredura de implante @ 4.0 X 9
Titamax Ti cortical (Neodent Implante Osteointegravel, Curitiba, PR)

A — Observar aspecto cilindrico do implante de conexdo externa hexagonal e superficie tratada,
provido de roscas de segao triangular (seta azul) com profundidade de 0.35 mm (figura 10, pagina 59)
e macho de rosca no apice (seta branca) a uma magnificagdo de 10X (MEV) e voltagem de
aceleracgao de 20.0 kV.

B — Aspecto rugoso das roscas onde sdo observados picos (seta azul) e vales (seta branca),
mostrando uma uniformidade do tratamento superficial, a uma magnificagdo 5000X (MEV) e voltagem
de aceleragdo de 20.0 kV.

C — Apice do implante. Esta regido é provida do macho de rosca, o qual facilita a instalagdo do
implante em regides de alta densidade 6ssea. Magnificagdo 37X. Voltagem de aceleragéo de 20.0 kV.
D — Regido do apice do implante a uma magnificagdo de 5000X (voltagem de aceleragao de 20.0 kV).
Notar significante diferenga na morfologia desta regido, onde a rugosidade parece ndo seguir um
padrao linear (aspecto de “lascas”) como apresentado na regido de roscas.
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Namero total de leituras 2144
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Figura 17 — Espectroscopia de energia dispersiva (Implante Titamax Ti 4.0X09 — Neodent Implante
Osteointegravel — Curitiba — PR). Apds uma leitura extensa (2144 vezes) sobre a area selecionada, a
sonda NORAN (Tokyo, Japan) ndo mostrou tragos contaminantes sobre o metal. Foi notada alta

concentragao de titanio.

Numero total de leituras 2314
2500 - Ti

2000
1300 —

1000 —

Figura 18 — Espectroscopia de energia dispersiva (disco de titanio maquinado. Neodent Implante
Osteointegravel — Curitiba — PR). Apds uma leitura extensa (2314 vezes) sobre a area selecionada, a
sonda NORAN (Tokyo, Japan) ndao mostrou tragos contaminantes sobre o metal. Foi notada alta

concentragao de titanio.
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Figura 19 — Espectroscopia de energia dispersiva (disco de titdnio tratado. Neodent Implante
Osteointegravel — Curitiba — PR). Apds uma leitura extensa (2029 vezes) sobre a area selecionada, a
sonda NORAN (Tokyo, Japan) ndo mostrou tragos contaminantes sobre o metal. Foi notada alta

concentracao de titanio.

6.1.2 Perfilometria

Apesar do grau de significancia (p<0,05) na diferenca de rugosidades médias
entre os corpos de prova (tabela 5), ambos apresentaram caracteristicas de lisura
em suas superficies (THOMAS; COOK, 1985; GOLDHABER, 1996).

A rugosidade média do disco Mq ficou aproximadamente em 0,12 , enquanto
o ST em 0,31 (figura 21, pagina 92).

Os dados relativos aos valores médios das rugosidades, seus devidos

desvios padrao e erros padrao (Apéndice A) estao descritos na tabela 4.
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Tabela 4 — Média , desvio padrdo e erro padrédo dos valores da rugosidade dos

espécimes em forma de discos.

Perfil liso Perfil rugoso
Média 1097 3144
Desvio Padréo 603,0 1309
Erro Padréo 2279 4946

O teste de Wilcoxon (Apéndice A) foi utilizado para a avaliagdo da
significancia do grau de rugosidade dos corpos de prova, admitindo um grau de

significancia de p<0,05.

Tabela 5 — Teste de Wilcoxon aplicado a tabela 4

Valor de p 0.0156

Significante
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Figura 20 — Analise topografica dos discos (MEV) — Qualitativa

Disco de titAnio maquinado (A/B/C) / Disco de titanio tratado (D/E/F)

Voltagem de aceleragéo -: 20.0 kV

Magnificacéo -: 500X (A/D); 3000X (B/E); 10000 vezes (C/F)

A,B e C — A analise da morfologia do disco de titAnio Mg mostrou ranhuras (figura A, seta branca) e
imagem sugestiva de cavacos (figura A, seta azul) obtidos através do processo de usinagem.
Observando as figuras B e C (setas brancas) nota-se a auséncia de padrao na dimensao dos sulcos,
embora estes paregam ter uma ordenagéo concéntrica.

D,E,F — Os discos ST apresentaram um padrao de uniformidade em todas as magnificagdes. Nestes
espécimes foram notadas imagens sugestivas de micro-picos (~1 p) (figura F, seta branca) e vales
(figura F, seta azul) que caracterizam as superficies atacadas por acidos.
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Figura 21 — Grafico representativo da rugosidade superficial (R,) e desvios padrao entre disco Mq e
ST.

6.2 MEDICAO DOS ANGULOS DE CONTATO

Os resultados apresentados para a avaliacdo da molhabilidade dos
espécimes foram obtidos nos discos de titédnio Mq (figuras 20 A/B/C) e ST (figuras 20
D/E/F) apdés medi¢ao do angulo de contato com glicerol e 4gua deionizada.

Ambas as superficies mostraram-se hidrofilicas (GROESSNER-SCHREIBER
et al., 2006), porém, o teste paramétrico de variancia (ANOVA) (Apéndice A)
mostrou um alto grau de significancia (p<0.001) (tabela 6) na diferengca dos angulos
de contato entre elas, onde as ST apresentaram valores menores.

Os angulos de contato para as superficies Mg com glicerol variaram entre
46.77 e 112.6 com uma meédia de 79.04, e entre 20.62 e 122.3 para as superficies
ST, com uma média de 60.95.

Em relagdo as medigdes para a agua deionizada os angulos de contato
variaram entre 49.36 e 116.9 para as superficies Mq, com uma média de 76.16, e
43.78 € 60.92 para as ST, com uma média de 53.76.

Os dados relativos aos valores médios dos angulos de contato, seus devidos

desvios padrao e erros padrao (Apéndice A) estao descritos na tabela 6.
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Tabela 6 — Média , desvio padrao e erro padrao dos valores dos angulos de contato

dos espécimes

Maq/G STIG Ma/A STIA

Média 79,04 60,95 76,16 53,76
Desvio Padréo 15,06 19,27 13,49 4,166
Erro Padréo 1,978 2,371 1,967 0,7365

Mq/G — Superficie maquinada / Glicerol
ST/G — Superficie tratada / Glicerol

Mg/A — Superficie maquinada / agua deionizada

ST/A — Superficie tratada / agua deionizada

Tabela 7 — Valor de p, numero de grupos e frequéncia aplicados a tabela 6 (ANOVA)

ANOVA Valor de P Numero de Grupos Freqluéncia
P<0,001 4 28,73
- Mq - Glicerol
A 920 - ST — Glicerol
n .
Mg — Agua
8 20 B Ma g
I 70 : ST — Agua
o}
60
d 50
e
40
c
o 30
n 20
t
a
t 10
0 |
0!

Tratamento superficial

Figura 22 — Grafico representativo dos angulos de contato e desvios padrédo em discos de titanio
maquinados (Mq) e com tratamento superficial (ST).
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Tabela 8 — Teste de Tukey aplicado aos valores do apéndice A (ANOVA) —
maquinado (Mq) X tratado (ST)

Mq/G Mq/G Mq/G STIG STIG Mg/A
X X X X X X
ST/IG Mqg/A ST/IA Mqg/A ST/IA ST/IA
Diferenca 18,08 2,879 25,28 -15,20 7,191 22,40
entre médias
Quociente de
Variagéo 9,350 1,365 10,68 7,413 3,107 9,094
valor de p p<0,001 p>0,05 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p<0,001
95% de 10,96 a -48,90 a 16,56 a -22,76 a -1,335a 13,32 a
Confiabilidade 25,21 10,65 33,99 - 7,649 15,72 31,47

p<0,001 - Significante  p>0,001 — N&o significante
p<0,05 - Significante  p>0,05 — N&o significante

Mq/G — Superficie maquinada / glicerol Mg/A — Superficie maquinada / agua deionizada
ST/G — Superficie tratada / glicerol ST/A — Superficie tratada / agua deionizada

A analise de multiplas comparagbes (Apéndice A), observada a figura 22
demonstrou alta significancia nas diferencas da molhabilidade (P<0.001) quando
confrontadas as superficies Mq e ST frente ao glicerol; Mq com glicerol e ST com
agua deionizada; ST com glicerol e Mq com agua deionizada; ST com agua
deionizada e Mq com agua deionizada. Porém ndo apresentou significancia (p>0.05)
quando as duas superficies foram confrontadas entre elas, tanto na agua deionizada

quanto no glicerol (tabela 6).

6.3 TESTE DE ADESAO DE CELULAS ESTROMAIS

As células estromais aderidas sobre os espécimes foram avaliadas pela
microscopia eletrénica de varredura. Utilizaram-se magnificagées de 33X (figuras 25
A/C), 300X (figuras 23 A/B) e 500 vezes (figuras 25 B/D) a uma voltagem de
aceleracéo de 15 kV apos 18 horas.

Nas superficies Mq foram observadas células espraiadas de aspecto

fusiforme, ordenando-se no sentido dos sulcos provocados pelo processo de
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usinagem (figuras 23 A, 25 A/B). Em contrapartida, em superficies ST foi notado

menor espraiamento (23 B e 25 D).

COPPE/UFRJ

Figura 23 — Figura demonstrativa das células estromais aderidas as distintas superficies (analise de
retroespalhamento ao microscopio eletronico de varredura)

A — Células aderidas em superficie Mg (MEV — 300 vezes). Observar aspecto espraiado (setas
brancas) das células e ordenagdo ao longo dos sulcos (setas azuis) obtidos pelo processo de
usinagem.

B — Células aderidas em superficie ST (MEV — 300 vezes). O aspecto estrelado (setas) e com menor

espraiamento foi marcante nesta superficie.

6.3.1 Contagem de células

Os resultados apresentados para a avaliagdo da contagem de células
aderidas sobre espécimes foram obtidos nos discos de titdnio Mq e ST (figuras 23 e
25) apos 18 horas.

As médias, desvios padrao e erros padrao da contagem de células aderidas
sobre as superficies testadas sdo apresentados na tabela 9.

Embora as morfologias das células tenham apresentado divergéncias, as
mesmas foram capazes de aderir em ambas as superficies. E o teste de Mann
Whitney aplicado a tabela 9 (Apéndice A), observado na figura 24 mostrou néo
haver significancia (p>0.05) em relagdo ao numero de células aderidas sobre os
discos (tabela 10).
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Tabela 9 — Média, desvio padrao e erro padrdao da contagem de células aderidas.

Lisos Rugosos
Média 5,852 5,370
Desvio Padréo 4,391 2,857
Erro Padréo 0,8451 0,5499

Tabela 10 — Teste de Mann Whitney aplicado aos valores da tabela 9 — Adesdo (Mq
X ST) apés 18 horas.

Valor de p 0,9241
Valor de p sumario Nao significante
X — Superficies
v . Y — Células aderidas/mm?

6- 1

5

4_

3_

2_

1

0 T

Mq

Figura 24 — Grafico das médias da contagem total de células e desvios padrées em discos Mq e ST

apo6s 18 horas.
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Figura 25 — Figura demonstrativa das células estromais aderidas sobre as superficies (MEV)

A — Analise de retroespalhamento (adesado) em superficie Mg (MEV — 33X).
B — Microscopia das células aderidas em superficie Mq (MEV — 500X)

C — Anélise de retroespalhamento (ades&o) em superficie ST (MEV — 33X)
D — Microscopia das células em superficie ST (MEV — 500X)

A analise qualitativa das células aderidas na analise de retroespalhamento
(A/C) mostrou ndo haver diferengas significantes em relacdo a adesdo sobre as
superficies avaliadas apos 18 horas. Entretanto a morfologia celular apresentou
diferengas marcantes. Enquanto nas superficies Mq (figura 25 B) as células
mostravam-se espraiadas, sobre as ST (figura 25 D) o comportamento celular
mostrou-se completamente diferente com menor espraiamento, como ja citado, e

aspecto estrelado.



DISCUSSAO



99

7 DISCUSSAO

O principal objetivo de nosso estudo foi avaliar a adeséo de células estromais
obtidas da medula éssea humana de doadores sadios sobre dois tipos de
superficies de implantes osteointegraveis utilizados em odontologia (maquinadas e
tratadas) apds avaliagao das caracteristicas fisico-quimica de ambas.

Compreender o comportamento da célula frente ao biomaterial é altamente
relevante para a compreensao do fendbmeno de osseointegracdo (ANSELME, 2000),
onde a diferenciagcdo celular, formacdo de matriz ostedide e subseqlente
mineralizagao desta sao necessarias na formagao da interface (SCHNEIDER, et al.
2003).

A osseointegragao definida originalmente consistia em “uma conex&o direta,
estrutural e funcional, entre osso vivo ordenado e a superficie do implante sob carga
funcional” (BRANEMARK. et al., 2001). Todavia, em 1987 Albrektsson e Jacobsson
realizaram uma revisdo dos parametros que pudessem determinar as reagdes
teciduais em torno de implantes de titanio. Estes autores observaram que apesar do
termo osseointegragao ter se tornado popular rapidamente, uma interposigdo de
tecido fibroso em cerca de 90% da interface condizia com uma “fibro-integragéo”, ou
no maximo, uma “fibro-dsseo-integracdao”. Sugeriu-se entdo, que a razao para tal
definigdo talvez tivesse ganhado popularidade devido ao fato de que interfaces fibro-
integradas pudessem conotar insucessos, ou talvez um erro de interpretacédo do
fendbmeno. Fato é que surgiu entdo uma nova definicdo, onde osseointegragcao
passa a ser definida como o contato direto entre a superficie do implante sob
carregamento e 0sso, sob observagao do microscépio optico.

Ainda nesta revisdo, os autores citaram a importdncia do controle das
propriedades das superficies para que ocorra a “aceitacdo” da fixagao pelos tecidos

vivos. Observou-se que a baixa energia de superficie de alguns implantes, como os
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originalmente lisos propostos por Branemark, proporciocionariam o que
denominaram de “parede vazia”, ou seja, pobre celularidade, baixa adesao e uma
interface fibrosa separada por um fino filme condicionado por uma rica zona de
lipidios. Por outro lado, observacbes ao microscopio eletrdbnico de varredura
demonstravam que implantes com altas energias superficiais permitiam a adsorgéo
de proteinas distintas, as quais formavam uma resistente ancoragem. Mais a frente
levantaram ainda a questao de que o contato osso-implante em superficies rugosas
seria maior que em lisas, 0 que proporcionaria uma maior estabilidade da fixagao,
concluindo ainda que além dos beneficios de uma superficie ideal o sucesso das
fixagdes dependeria ainda, e muito, de uma técnica cirurgica apurada.

Passados os anos do pioneirismo e das descobertas, entramos em uma fase
cientifica que podemos chamar de fase da terapia implantolégica. Onde a
osseointegragao passa a ser conceituada como a observagao clinica do fenébmeno,
visto que o contato total do osso ao implante ainda ndo € observado
(ALBREKTSSON, WENNERBERG, 2005). Nesta fase o entendimento biolégico de
como ocorre a formacdo da interface ainda mantém diversas perguntas sem
respostas. Onde o estudo das superficies e seu comportamento no vivo tentam
elucidar as mais frequentes duvidas.

Entretanto o que se observa nestes anos pos osseointegragdo é a
disseminagao entre os clinicos de diversas técnicas que visam melhorar apenas o
desempenho estético (imediato) dos implantes osteointegraveis; fato observado
constantemente em salas de congressos e encontros clinicos da implantodontia.

ALBREKTSSON; WENNERBERG (2005) clamam por estudos voltados para o
desempenho longitudinal das fixa¢gdes dentarias. E observam que grande parte dos
implantes osteointegraveis comercializados atualmente sao cépias de sistemas
consagrados desenvolvidas sem maiores cuidados.

Torna-se iminente que o clinico consciente tenha total dominio de sua area de
atuacao. E principalmente do sistema ao qual se propde a trabalhar. Caso contrario
este devera ser considerado um “operador’ ao invés de um profissional da
implantodontia. Onde as diferengas entre ambos nos parecem bem claras.

Estudos que almejem o conhecimento dos diversos componentes dos
sistemas de implantes fazem-se mister, onde as superficies em contato com o 0sso
tornam-se sensivelmente especiais pelo fato de serem as responsaveis pelo inicio

do fendmeno da osseointegragao.
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ALBREKTSSON; WENNERBERG (2004 [a]), dividem a qualidade das
superficies em trés categorias: (1) propriedades mecanicas, (2) topograficas e (3)
fisico-quimicas. Sendo a primeira relacionada a capacidade da superficie resistir as
tensdes; a segunda relacionada ao grau de rugosidade, foco de estudo nas ultimas
décadas. E a terceira relacionada a fatores como energia superficial e quimica de
superficie (contaminantes, ions, etc.).

Atuais dados da literatura como otimizagdo da mineralizagdo, sejam eles
devido a propria rugosidade e resposta celular (BOYAN et al., 2003), aos apectos
relacionados a molhabilidade (BUSER et al., 2004; RUPP et al, 2006) ou ao contato
osso-implante e resisténcia ao torque de remocdo (THOMAS; COOK, 1985;
CARLSSON et al., 1988; WENNERBERG et al., 1995; WENNERBERG, 1996;
CORDIOLI et al., 2000) realmente parecem mostrar a importancia da rugosidade das
superficies para manutencédo de uma interface estavel. Todavia, o grau de
rugosidade ideal, como ja comentado anteriormente, ainda nao foi mensurado
(ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004 [a]).

Estudos sobre topografia sdo e continuardo sendo altamente relevantes. E
indices como a rugosidade média tem sido de grande valia no entendimento da
interface osso-implante (WENNERBERG, 1996).

O R, € uma medida universalmente aceita e a mais usada internacionalmente
como parametro de rugosidade de superficies (NAMEN, 2003 [b]).

THOMAS; COOK (1985); GOTFREDSEN et al (1992) tragam um perfil do que
seria uma superficie lisa ou rugosa. THOMAS; COOK (1985) em um estudo
comparativo onde foi testado o torque de remocao utilizando varios tipos de
materiais de implante em caes, notaram que implantes com R, de 2,16um (os quais
qualificaram como os mais rugosos) promoviam uma maior resisténcia na interface
0ssea, ao contrario daqueles com R, 0.13 ym, que entdo qualificaram como muito
lisos.

GOTFREDSEN et al (1992), em uma avaliagdo sobre o comportamento
bioldgico in vivo entre superficies “ditas” lisas e superficies tratadas, procuraram
caracterizar as superficies ao MEV e a perfilometria bidimensional utilizando varios
parametros de quantificagdo, entre estes a rugosidade média. Estes autores nao
encontraram diferengas significantes ao R, de ambas, com valores de 1.0 e 1.1 um.
Entretanto, apesar de uma rugosidade média tado proxima, o torque de remogao da

superficie tratada mostrou-se significantemente maior. Todavia a analise qualitativa
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da histologia ao final dos experimentos ndo mostrou significancia para as amostras
testadas, indo de encontro aos resultados da presente dissertativa.

De acordo com os autores citados acima, podemos entdo tracar uma
qualificacdo para as amostras do presente estudo através da analise quantitativa da
perfilometria. A rugosidade média obtida nas superficies de 0,12 para as lisas e
0,32 para as rugosas classificam-nas respectivamente como muito lisas a lisas.

A anadlise qualitativa ao microscépio eletrobnico de varredura das amostras
testadas mostrou algumas diferengas em relagdo a superficie do implante como um
todo. Podemos notar que, ao primeiro instante ndo ha um padrao topografico entre
o corpo do implante e o apice. Foi observado que a regido apical da fixagao (figura
16 D) apresenta irregularidades em forma de “lascas” em relagéo as roscas, onde
estas ndo sao notadas, assim como nos discos (figuras 20 D/E/F). Tal caracteristica
nos levaria a imaginar que o comportamento celular poderia se manifestar de forma
diferente nestes sitios devido a distinta topografia (LARSSON et al, 1997;
SCHWARTZ et al., 1999 ; LUMBIKANONDA; SAMMONS, 2001; ALBREKTSSON;
WENNERBERG, 2004[a]). Segundo LUMBIKANONDA; SAMMONS (2001), estes
fatores sdo altamente relevantes para a diferenciagdo osteoblastica. Entretanto
estes autores parecem extrapolar quando tentam invalidar os experimentos com
discos de titanio, e citam que estes desprezam condi¢des reais, como processo de
fabricagdo e empacotamento. Em nossos estudos, os discos foram recebidos na
mesma forma comercial e embalagem dos componentes fabricados pela empresa
(esterilizados). Soma-se ainda que, estudos mais recentes (SADER et al, 2005),
demonstraram que independente da morfologia das células em diferentes
rugosidades nas primeiras horas; quando estas sdo avaliadas em culturas de longa
duracdo (osteoblast like cells), os fenbmenos de adesdo, proliferagdo e
diferenciagao terdo pouca significancia em relacdo a sintese de matriz protéica
depositada.

Se nos basearmos nos estudos de TAVARES et al (2007) (figura 11 A/B) e
SADER et al (2005) (figura 11 C), poderemos observar que a topografia dos
espécimes mostraram caracteristicas de superficies que nao sofreram jateamento.
Segundo estudos de ORSINI et al. (2000) e SADER et al. (2005), superficies
jateadas apresentam macro-rugosidades na forma de “vales” (figura 11 C), enquanto
as atacadas por acidos, “micro-picos”, como as avaliadas em nossos estudos (figura
11B).
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Em relacdo ao implante (figura 16 D), os discos ST (figuras 20 D/E/F)
mostraram maior uniformidade quando avaliados ao MEV, fato compreensivel
devido a menor complexidade estrutural.

A sondagem por espectroscopia de energia dispersiva (figuras 17/18/19)
surpreendeu devido ao baixo nivel de contaminantes a alta concentracao de titanio
das amostras apresentadas. O que pode ser explicado pelo processo de
esterilizagdo e empacotamento dos mesmos. Além do tipo de tratamento da
superficie, que possivelmente dificulte a presenca, ou inclusdo de substancias
exdgenas.

A anadlise qualitativa da topografia dos discos de titdnio Mq demonstrou
desgastes caracteristicos do processo de usinagem (figuras 20 A/B/C, setas
brancas), além de irregularidades com aspecto de cavacos (figura 20 A, seta azul),
que dificultaram caracteriza-los como totalmente lisos.

COOPER (2000) considera erronea a categorizagao das superficies em lisas
e rugosas. E observa que estas deveriam ser definidas por seus processos de
fabricagdo, como por exemplo, superficies usinadas/maquinadas, jateadas por
determinado material, atacadas por determinado acido, etc.

A medicado dos angulos de contato possibilitou inferir uma maior energia de
superficie aos espécimes ST, como demonstrado na figura 22. Este tipo de analise,
embora nao invalide a afericdo desta energia (NAMEN et al. 2003 [b]), nos pareceu
mais adequada devido ao exposto por KASEMO; LAUSMAA (1994) em relagao as
constantes modificacbes ocasionadas pelo meio ambiente sobre as camadas de
elétrons. Estes fatores podem ser observados nos estudos de ZHAO et al. (2005) e
ORSINI et al. (2000). Enquanto ZHAO et al (2005) inferem a espessura da camada
de 6xido a energia superficial livre do titdnio. ORSINI et al (2000) notaram diferentes
gradientes de TiO, em diferentes areas de uma mesma superficie avaliada; o que
demonstra o proposto anteriormente. Também em nossos estudos foram notados
diferentes angulos de contato em superficies similares, reiterando o proposto pelos
autores citados.

Frequentemente, como ja citado anteriormente, observa-se que tem sido
demostrada a possibilidade de que altas energias de superficie do titanio possam
causar efeitos estimulantes na diferenciacdo dos osteoblastos in vitro bem tais como
aumento da fosfatase alcalina e atividade da osteocalcina, contribuindo para a
formagdo 6ssea (LUMBIKANONDA; SAMMONS, 2001; LIM; DONAHUE, 2004;
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SAMMONS et al, 2005; ZHAO et al., 2005). Uma analise “macroscopica” deste
comportamento pode ser obtida ao microscopio eletrénico de varredura em relagao
as células estromais (figuras 25 B/D) onde observamos distintas morfologias
celulares em superficies Mg e ST. O estudo destas imagens demonstram o quanto a
molhabilidade pode ser importante no entendimento de como as células se
comportarao frente ao biomaterial (BUSER et al. 2004; RUPP et al, 2006; KENNEDY
et al, 2006). A analise ao microscépio eletronico de varredura mostra o aspecto
estrelado das células aderidas sobre a superficie ST (figura 25 D), enquanto sobre
as superficies Mq estas apresentam-se espraiadas (figura 25 B).

De acordo com o que foi exposto no utlimo paragrafo, os valores das medidas
dos angulos de contato sdo extremamente importantes e estdo diretamente
envolvidos nos efeitos de molhabilidade e adesdo. Uma molhabilidade homogénea,
€ aquela em que o liquido penetra nas ranhuras da superficies completamente, e na
heterogénea, ao contrario, o ar impede a entrada do liquido nestas ranhuras. Nesta
linha de raciocinio, podemos imaginar a importancia do soro ou do sangue
“‘molhando” a superficie de titanio interferindo sobre todo processo bioldgico que vira
posteriormente.

Considerando ainda nossos resultados, como visto na tabela 8 na analise de
multiplas comparag¢des; quando observamos o titanio ST através da medi¢cdo do
angulo de contato com a agua deionizada e o glicerol observamos que ndo ha
diferenca significante entre eles, o mesmo acontecendo com os Mq. Podemos inferir,
neste caso, que a interagao da superficie ST do titAnio com os liquidos testados nao
interfere tanto no angulo de contato. Os eventos que ocorrerdo em relagdo as
moléculas destes liquidos com a superficie desse sélido, que é altamente reativo,
nao depende somente desta medida. Segundo RUPP et al. (2006) a energia de
superficie, pH, temperatura e a contaminagao de moléculas do ar também interferem
no resultado das medicdes (apesar do controle e antissepsia no laboratorio). Soma-
se ainda a presenca de substancias outras, como os hidrocarbonetos do ar que
influenciam nos valores dos angulos de contato.

Ainda em seus estudos, os autores relatam que, inicialmente apds o
tratamento do titanio este passa a ter uma tendéncia a hidrofobicidade devido a
apreensdo de moléculas de oxigénio no interior dos poros obtidos. A medida em que
estas moléculas vao sendo desprendidas a superficies passam a uma caracteristica

hidrofilica. Entretanto numa fase posterior, a contaminagao pelos hidrocarbonetos do
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ar que ordenam-se sobre o titdnio, como citado anteriormente, fazem com que este
retome caracteristicas hidrofébicas. Continuando, os autores ainda comentam que a
contaminacao atmosférica, por substancias outras, inerentes a este ambiente,
induzem a manutencéo da hidrofobicidade. Sendo esta uma das razdes para que se
explique a diminuicdo da hidrofilia dos implantes de titanio. Estes autores também
observam que, novos tratamentos superficiais que tenham a capacidade de
aumentar o contato agua/biomaterial, tendem a diminuir o aprisionamento de ar nos
poros. Desta maneira a hidrofilicidade inicial € aumentada nas ligas de titanio e
tendem a promover uma “aceleracdo” nas reagdes da interface biomaterial/bio-
sistema in vivo.

Em nossos estudos, como nido poderia deixar de ser, os resultados dos
angulos também sofreram influéncia do oxigénio do ar, e da contaminagéo
atmosférica. Uma vez que os espécimes ndo foram embalados a vacuo e nem
manipulados em atmosfera inerte . Isto mostra a complexidade das interferéncias
que envolvem as medi¢des de angulo de contato. Conclui-se entdo que, os
transtornos gerados pela a hidrofobicidade, induzida pelas contaminagdes do
material, sdo as principais razdes para a reducao da hidrofilicidade das superficies
de titanio.

Em relacdo as superficies por nos estudadas, segundo os parametros de
GROESSNER-SCHREIBER et al. (2006), ambas apresentaram carater hidrofilico
(dngulo de contato menor que 90 graus). Apesar de haver diferengas significantes
(p<0,001) em relacdo as hidrofilias apresentadas por Mq e ST. O autor ainda
comenta que com o aumento do R, (rugosidade média) de 0,03 para 0,52 ym em
uma superficie de implante, uma significante diminuigdo do angulo de contato pode
ocorrer, passando de 109° para 36 graus, tornando-se esta mais hidrofilica; como
observamos em nosso estudo.

A meédia dos valores de rugosidade, na presente pesquisa , variaram entre
0,12 para a superficie Mg e 0,31 uym para a superficie ST. Nossos dados,
corroboram com o autor acima citado. Embora em nossa pesquisa a variagao da
medicdo dos angulos de contato tenham sido entre 53,76 graus +4,166.
Apresentando-se bem menores que os parametros tragados por GROESSNER-
SCHREIBER et al. (2006). Para as amostras Mq , variou de 76,16 £13,49, quando

utilizou a agua como liquido medidor.
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Por conseguinte, como podemos observar, o tipo de tratamento que a
superficie vier a sofrer sera responsavel pelo grau de molhabilidade desta.
Entretanto tratamentos “agressivos” como aqueles realizados por processos de
decapagem (WAGNER et al., 2003) entre outros, tendem a promover uma
hidrofobicidade do titanio, além de uma maior liberacdo de ions e dificuldade de
adesao celular (WENNERBERG, 1996; COOPER, 2000). Sugerindo que qualquer
tentativa de otimizacdo de uma superficie de implante deva tentar promover uma
rugosidade moderada, conforme o proposto pela literatura até o atual momento
(ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2004 [a]).

Finalmente o procedimento de cultura celular vem observar o microambiente
do processo de osseointegragao; que depende, em parte da adeséo e espraiamento
dos osteoblastos sobre o a superficie do material (BOWERS et al, 1992).

Muitos estudos tem focado o comportamento in vitro de células com
caracteristicas osteoblasticas (osteoblast like cells) oriundas de animais e
osteossarcoma (SCHWARTZ et al., 1999), entretanto a possibilidade da utilizag&o
de uma populagdo comum ao sitio in vivo nos parece altamente viavel, pois seria o
mais préximo do real que o estudo in vitro poderia chegar.

Se nos basearmos em fisiologia éssea veremos que as células multipotentes
geradoras de miofibroblastos e osteoblastos tém a mesma origem embrionaria
(SCHWARTZ et al., 1999), e que sinalizadores irdo desencadear o processo que
dara origem a um ou a outro (BOYAN et al.,, 2003), ou até mesmo um mioblasto,
adipdcito ou um condrdcito (figura 8). Sendo assim a populagéo estromal poderia
testar o biomaterial inferindo a este o seu verdadeiro potencial, seja ele osteogénico,
osteocondutor, osteoindutor ou osteopromotor, através ativagcdo das células
osteoprogenitoras.

Durante a instalacao da fixagao esta devera obter uma estabilidade mecanica
inicial afim de que os eventos da formacdo da interface venham a ocorrer, assim
como acontece em fraturas 6sseas (McKIBBIN, 1978). Apos ultrapassar a barreira
do osso cortical e entrar em contato com o0 osso medular a superficie estara imersa
no estroma 6sseo. Neste microambiente, sistemas independentes irdo interagir com
o0 biomaterial. Sdo eles o sistema hematopoiético e o estroma de suporte ésseo
propriamente dito (BIANCO et al., 2001). O sistema hematopoiético dara origem as
células sanguineas diferenciadas, geradas a partir de uma pequena populagdo de

células-tronco de capacidade ilimitada. Também serdo encontradas células
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estromais, que originardo as células reticulares mielossuportivas, osteoblastos,
condraocitos, adipdcitos e células musculares lisas. A utilizacdo de células estromais
faz-se interessante devido a sua facil adesdo quando plaqueadas em baixa
densidade. Em condicbes apropriadas estas células formam colénias de células
fibroblastéides, sendo cada colbénia derivada de um unico clone precursor ou CFU-F
(Colony - Forming Unit — Fibroblast ou Unidades Formadoras de colénia com
aspecto fibroblastoide). Esta coldénia apresenta células com caracteristicas
fibroblastéides categorizadas como células tronco ou progenitoras mesenquimais da
medula 6ssea (BIANCO et al., 2001; BALDUINO 2006).

Ap6s a décima oitava hora a analise quantitativa demonstrou ndo haver
significancia (p>0.05) quanto ao numero de células aderidas sobre as distintas
superficies (tabela 10). O que também pode ser observado na figura 24. Estes
dados contrariam o exposto por SAMMONS et al. (2005). Estes autores afirmam que
superficies com altos potenciais de molhabilidade seriam responsaveis nado somente
pela maior producdo de matriz colagena como também pelo aumento de células
aderidas.

Ao microscopio eletronico de varredura, como ja observado, podemos notar
uma morfologia diferenciada frente as duas superficies testadas. Os tipos celulares
estudados apresentaram o0 mesmo comportamento encontrado em estudos
pregressos com osteoblast like cells (ORSINI et al., 2000; SADER et al., 2005).

A andlise qualitativa de retroespalhamento (figuras 25 A/B) mostrou células
com aspecto poligonal estrelado sobre as superficies ST, sendo que sobre as
superficies Mqg estas células sofreram amplo espraiamento e tenderam a
ordenarem-se no sentido dos sulcos (figura 25 A) gerados pelo processo de
usinagem (SAMMONS et al.,, 2005). Sugere-se que areas com caracteristicas
rugosas ou de sulcos devam interagir com o citoesqueleto facilitando a adesao
(ORSINI et al., 2000). Nossos dados mostraram que um diferente padrdo de adesé&o
celular ocorreu sobre as superficies ST. O que leva a crér que, sendo estas
superficies suficientemente capazes de promoverem distintas atividades das células
estromais, podem entdo, ter a capacidade de induzir a producado de proteinas
diferenciadas por estas células.

Com o exposto, mostra-se pertinente a observacdo de que a energia
superficial ndo parece ser fator decisivo em relagcdo ao fenbmeno de adesao
contrariando o proposto por BOYAN et al (2003), ALBREKTSSON; WENNERBERG
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(2004 [a]) e GROESSNER-SCHREIBER et al. (2006). Porém é importante observar
que nao avaliamos a qualidade da adesao, sugerindo que estudos futuros possam
responder melhor esta questdo. Entretanto, a morfologia das células parece mostrar
que esta energia (inferida pelos angulos de contato), assim como a topografia
podem ser responsaveis pelas modificacbes do citoesqueleto. Dados a serem
comprovados com estudos direcionados.

O estudo apresentado vem de encontro ao clamado por ALBREKTSSON;
WENNERBERG (2005), onde procurou-se analisar as caracteristicas das superficies
de implantes sob os aspectos fisico-quimicos e biolégicos. Porém, o método
proposto nao substitui a avaliacédo in vivo, devido a auséncia de fatores outros que
possam desencadear formas adversas da expressdo celular como inflamacgoes,
infeccdes, etc.

A pesquisa in vitro tem a possibilidade de um controle ideal do microambiente.
O que apesar de néo invalidar os resultados apresentados, pode omitir outros.

As limitagbes da avaliacdo da adesdo deste estudo dificultou uma analise
longitudinal em relacdo a proliferagdo e diferenciagdo. Entretanto, SADER et al.
(2005) em um estudo de adesao, proliferacdo e diferenciagdo com osteoblast like
cells, demostrou que apos 21 dias, o fendtipo osteoblastico ja apresenta-se
estabelecido, assim como a sua interagcdo com o substrato. Apos este periodo foi
observado que as superficies rugosas apresentavam células em sintese de
proteinas, e as lisas células espraiadas, que pareciam manter-se mais como
barreiras entre o tecido e o metal do que como promotoras de integragao; sugerindo
que estas superficies ndo seriam favoraveis a uma integracdo mecéanica. ORSINI et
al (2000) observaram e comentaram os dados anteriores, onde as superficies
rugosas teriam a possibilidade de criar um ambiente osteogénico devido ao aumento
do contato osso-implante e expressao da matriz ostedide. Entretanto as superficies
por nés estudadas mostraram a possibilidade de alterar a morfologia das células
estromais ao terem modificadas as suas topografias apesar de ambas serem
consideradas lisas. O que nos leva a concluir o ja sugerido anteriormente
(SAMMONS et al. 2005); onde a necessidade da busca de uma superficie que possa

ser considerada ideal para o tecido 6sseo deva ser uma constante.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos na presente pesquisa podemos concluir que
as superficies analisadas mostraram diferentes padrdes qualitativos e quantitativos.

Ambas as superficies apresentaram significantes diferengas topograficas.
Enquanto as superficies Mq apresentaram ranhuras e cavacos provenientes do
processo de usinagem, as superficies ST mostraram caracteristicas de terem sido
tratadas por acidos (MEV). Entretanto quando analisadas ao perfildmetro, Mq e ST
apresentaram-se como lisas.

Em relagdo ao numero de contaminantes ambas apresentaram tracos nao
significantes destes quando avaliadas ao EDS. Por outro lado, Mq e ST continham
uma alta concentracdo de titédnio. Estes dados, assim como a molhabilidade das
superficies demonstram que ambas apresentam caracteristicas de superficies
hidrofilicas. Embora as superficies ST tenham apresentado angulos de contato
menores.

Em relacdo ao comportamento bioldgico as células apresentaram diferentes
morfologias quando aderidas as distintas superficies (MEV). Estes dados sugerem
que as caracteristicas fisico-quimicas possam influenciar no comportamento destas.
Entretanto estas mesmas caracteristicas ndo parecem interferir na analise

quantitativa do fenbmeno de adesao apds a décima oitava hora.
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Apéndice A — Dados relativos aos valores obtidos na analise estatistica

perfil liso perfil rugoso
Number of values 7 7
Minimum 296 1410
25% Percentile 813 2216
Median 1106 2940
75% Percentile 1143 4653
Maximum 2286 5113
Mean 1097 3144
Std. Deviation 603 1309
Std. Error 2279 494 6
Lower 95% CI of mean 539,5 1934
Upper 95% CI of mean 1655 4354
Sum 7680 22009

Quadro 1 — Média, desvio padréo e erro padrao (perfilometria)
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Parameter Value
Y
1 Table Analyzed Data 1
2 Column A perfil Mq
3 VS VS
4 Column B perfil ST
5
6 Wilcoxon signed rank test
7 P value 0.0156
8 Exact or approximate P value Exact
9 P value summary *
10 Are medians signif different? (P<0.05) Yes
11 One- or two-tailed P value? Two-tailed
12 Sum of positive, negative ranks 0.0000, -28.00
13 Sum of signed ranks (W) -28.00
14
15 How effective was the pairing?
16 rs (Spearman) 0.0714
17 P Value (one tailed) 0.4532
18 P value summary ns
19 Was the pairing significantly effective? No

Quadro 2 — Teste de Wilcoxon aplicado ao quadro 1 (perfilometria)
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A B
Mq ST
Y Y

1 Number of values 27 27

2

3 Minimum 0.0 1.000

4 25% Percentile 2.000 4.000

5 Median 5.000 5.000

6 75% Percentile 10.00 7.000

7 Maximun 17.00 13.00

8

9 Mean 5.852 5.370

10 Std Deviation 4.391 2.857

11 Std Error 0.8451 0.5499

12

13 Lower 95% CI of mean 4.115 4.240

14 Upper 95% CI of mean 7.589 6.501

15

16 Normality Test

17 KS distance 0.1695 0.2182

18 P value P>0.10 P>0.10

Passed normality test

19 (alpha=0.05) Yes Yes

20 P value summary ns ns

21

22 One sample t test

23 Theoretical mean 0.0 0.0

24 Actual mean 5.852 5.370

25 Discrepancy -5.852 -5.370

26 95% CI of discrepancy 4.114 to 7.589 4.240 to 6.501

27 t.df t=6.924 df=26 t=9.766 df=26

28 P value (two tailed) P<0.0001 P<0.0001

29 Significant (alpha=0.05) Yes Yes

30

31 Wilcoxon Signed Rank Test

32 Theoretical median 0.0 0.0

33 Actual median 5.000 5.000

34 Discrepancy -5.000 -5.000

35 Sum of signed ranks (W) 351.0 378.0

36 Sum of positive ranks 351.0 378.0

37 Sum os negative ranks 0.0 0.0

38 P value (two tailed) P<0.0001 P<0.0001

Gaussian Gaussian

39 Exact or estimate? Approximation Approximation

40 Significant (alpha=0.05)? Yes Yes

41

42 Sum 158.0 145.0

Quadro 3 — Média, desvio padréo e erro padrao (contagem de células)
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A
Parameter Value

Y

1 Table Analyzed Data1

2 Column A Mq

3 VS VS

4 Column B ST

5

6 Mann Whitney test

7 P value 0.9241

8 Exact or approximate P value Gaussian Approximation

9 P value summary ns

10 Are medians signif. Different? (P<0.05) No

11 One- or two-tailed P value? Two-tailed

12 Sum of ranks in column A,B 736.5, 748.5

13 Mann-Whitney U 358.5

Quadro 4 — Teste de Mann Whitney aplicado ao quadro 3 (contagem de células)

Number of values 58 66
Minimum 46,77 20,62
25% Percentile 66,12 50,86
Median 80,82 54,19
75% Percentile 88,64 69,23
Maximum 112,6 122,3
Mean 79,04 60,95
Std. Deviation 15,06 19,27
Std. Error 1,978 2,371
Lower 95% CI of mean 75,08 56,22
Upper 95% CI of mean 83 65,69
Sum 4584 4023

47

49,36
67,63
72,65
82,23
116,9

76,16
13,49
1,967

72,2
80,12

3579

32

43,78
51,85
53,96
55,85
60,92

53,76
4,166
0,7365

52,26
55,26

1720

Quadro 5 — Angulo de contato (ANOVA)




Data 1
One-way analysis of variance

P value

P value summary

Are means signif. different? (P <
0.05)

Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value

P value summary
Do the variances differ signif. (P <
0.05)

ANOVA Table
Treatment (between columns)
Residual (within columns)
Total

Tukey's Multiple Comparison Test

Ti liso gli vs Ti poroso gli
Ti liso gli vs Ti liso agua

Ti liso gli vs Ti poroso agua

Ti poroso gli vs Ti liso agua
Ti poroso gli vs Ti poroso agua

Ti liso agua vs Ti poroso agua

P<0.0001

*kk

Yes
4
28,73
0,3022

60,86
P<0.0001

*kk

Yes

SS

19910
45960
65870

Mean
Diff.

18,08
2,879

25,28

-15,2
7,191

22,4

df
3
199
202

9,35
1,365

10,68

7,413
3,107

9,094

MS
6635
231

P value
P<
0.001
P>0.05
P<
0.001
P<
0.001
P>0.05
P<
0.001

95% CI of diff

10.96 to 25.21
-4.890 to 10.65

16.56 to 33.99
-22.76 to -
7.649
-1.335t0 15.72

13.32 to 31.47

Quadro 6 — Teste de Tukey — Angulo de contato
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APENDICE B — Contagem de células sobre as superficies Mq e ST,

realizadas em 06 corpos de prova (03 Mqg e 03 ST)

Amostra
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ANEXOS

ANEXO A- Certificado de apresentagao do projeto de pesquisa ao
CEP/UVA.

CAAE - Certificado de Apresentagio para Apreciagao Etica Pagina | de -

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sadde
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

CAAE - 0006.0.309.000-07

PROJETO RECEBIDO NO CEP
Projeto de Pesquisa .
AVALIACAQ IN VITRO DA ADESAC OSTEOELASTICA SOBRE UMA SUPERFICIE TRATADA DE IMPLANTE DENTARIO
IArea(s) Tematica(s) Especial(s) Grupo . |Fase
Novos Procedimentos  Biosseguranca Genética Humana ' — / { Fase IV
Pesquisador Responsavel 7 NNy ) .
CPF Pesquisador Responsavel AV ]
95839321753 Luis Eduardo Carneire Campos £ _/— Assinatura
Comite de Etica 5 : /
Data de Entrega  |Recebimento: etV
21/06/2007
Assinatura

Este documente devera ser, obrigatoriamente, anexado ao Projeto de Pesquisa.
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ANEXO B- Folha de aprovacao do projeto de pesquisa (CEP/UVA).

UVA

Umvers:dade
Veiga de Almeida

Tradigso de ultima geracks

COORDENACAO DE POS GRADUAGAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rio de Janeiro, 29 de Junho de 2007

Resolugdo n® 78/07

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Veiga de Almeida em
reunido do dia 29 de Junho de 2007 avaliou seu projeto de pesquisa
com seres humanos denominado “Avaliagdo in vitro da adesdo
osteobldstica sobre uma superficie tratada de implante dentdrio” sob
numero 78/07 e o considerou aprovado sem risco e com necessidade

de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Luis Eduardo Carneiro Campos

Lesmiea myl
Profa. Dra. Ménica Medeiros de Britto Pereira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Veiga de Almeida
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