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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de superficies de titanio (Ti), com
diferentes rugosidades e quantidades de alumina, na adesdo, proliferacao e diferenciacao de
osteoblastos derivados de osso alveolar humano (OAH), e na formagdo de matriz
mineralizada. Amostras de Ti foram lixadas (lixa Sic 600) ou jateadas com alumina (graos de
65 um e pressdao de 414 kpa) e submetidas a ataque duplo com acido fluoridrico (HF) a 4%
por 13 s ou 60 s, seguido de tratamento com solucao de HF a 4% e H,O, a 8%, por 15 s.
Cinco superficies foram avaliadas (L - lixada, L1 - lixada e atacada por HF por 60 s, J —
jateada, J1 — jateada e atacada por HF por 13 s e J2 — jateada e atacada por HF por 60 s).
OAHs foram isolados e cultivados sobre 4 amostras de cada superficies (2 x 10* células/poco).
O numero de células aderidas, apos 24 h, foi contado em um hemocitdometro. A viabilidade
celular, aos 10 dias, foi avaliada pelo corante azul da tripan. A proliferacdo celular foi
calculada pelo “doubling time” (tempo necessario para o numero de cé€lulas dobrar entre 1 e
10 dias). A atividade de fosfatase alcalina (ALP) e o conteudo de proteina total (CPT) foram
avaliados, respectivamente, pela liberacdo de timolftaleina e pelo método modificado por
LOWRY et al.?’, aos 7, 14 ¢ 21 dias. A formag¢ao de matriz mineralizada foi estudada aos 21
dias de cultura, utilizando-se o corante vermelho de alizarina. A presenga do Ca e P foi
confirmada pela andlise semiquantitativa (EDS). A 4rea média ocupada pela matriz
mineralizada foi estabelecida pelo KS400. As superficies apresentaram rugosidades
estatisticamente distintas (p< 0.001 ANOVA), em micrometros (L= 0.25 +£0.06, L1= 0.52
+0.04, J= 1.00 £0.07, J1= 0.98 £0.03 e J2= 0.99 £0.08). O aluminio foi visualizado nas
superficies J e J1, e confirmado pelo EDS. A anélise digital com o programa KS400 indicou
que a area média ocupada pela alumina foi maior na superficie J do que na superficie J1
(respectivamente, 9,72% +0,50 vs 0,22%.£0,13, p< 0,0001 - teste t). A adesdo, proliferacao e
diferenciagdo dos OAHs nao foram afetadas pelos diferentes tratamentos de superficies (p>
0.05 ANOVA). Porém, a area de matriz mineralizada foi menor na superficie J, em relacao as
outras superficies (p< 0.0001 ANOVA). Como esta superficie apresentou valores de
rugosidade semelhantes a outras duas superficies (J1 e J2), a presenca de alumina, em maior
quantidade na superficie J, parece ter afetado negativamente a mineralizacdo da matriz, o que
pode indicar um efeito deletério deste contaminante na formagao dssea.

Palavras-chave: Propriedades de superficie, osteoblastos, processamento de imagem assistida
por computador, titanio, alumina.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of titanium (Ti) with different
surfaces and presence of alumina on adhesion, proliferation and differentiation of human
alveolar bone cells (HBCs) and on matrix mineralization. Ti plates were ground (600 grit Sic
paper), blasted (alumina) and submitted to a double chemical etched with 13 s or 60 s HF
(4%) followed by 15 s treatment with HF (4%)/H,0, (8%) for 15 s. 5 surfaces were evaluated
(G - ground, G1 — ground and etched by 60 s HF (4%), B — blasted, B1 — blasted and etched
by 13 s HF and B2 — blasted and etched by 60 s HF). Isolated HBCs were cultivated on
surfaces (n= 4, 2 x 10* cells/plate). Cell number after 24 h was counted on hemocytometer.
Cell viability after 10 days was evaluated by tripan blue. Cell proliferation was calculated by
doubling time (necessary period to fold cell number into two) between 1 and 10 days.
Alkaline phosphatase (ALP) activity and total protein content (TPC) were evaluated by
timolphtalein and modified method of LOWRY et al.®® after 7, 14 and 21 days of culture.
Mineralized matrix formation was studied after 21 days by alizarin red. The Ca and P
presence was confirmed by semi quantitative analysis (EDS). The average area occupied by
mineralized matrix was analyzed by KS400. Surfaces showed statistical distinct roughness (p<
0.001 ANOVA), (G= 0.25 £0.06, G1= 0.52 +0.04, B= 1.00 +£0.07, B1= 0.98 £0.03 and B2=
0.99 £0.08 micrometers). Aluminum was viewed on B and Bl surfaces and confirmed by
EDS. Digital analysis was performed by KS400. The average area occupied by alumina was
greater on B than on B1 (respectively, 9,72% (£0,50) vs 0,22%.(% 0,13), p< 0,0001 t test).
Adhesion, proliferation and differentiation of HBCs were not affected by different surface
treatment (p> 0.05). However, the average area of mineralized matrix was smaller on B
surface than on other surfaces (p< 0.0001 ANOVA). B surface showed a rough value similar
to B1 and B2 surfaces. Therefore, high quantity of alumina on B surface may be impaired the
matrix mineralization, indicating a possible deleterious effect of alumina on bone formation.

Key-words: Surface properties, osteoblasts, Image processing, computer-assisted, surface
treatments, titanium, alumina.
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1. INTRODUCAO

A reposicao de dentes perdidos tem sido um grande desafio para o homem ao longo da
histéria. A implantacao de substitutos artificiais por muito tempo foi vista como uma opgao
pouco previsivel, por empregar técnicas e materiais de maneira empirica®®. Uma nova
modalidade terapéutica comecgou a tomar corpo na década de 1950, com o desenvolvimento
inicial dos implantes endosseos (de BRANEMARK). Estudos clinicos realizados
posteriormente mostraram que este tipo de implante apresenta uma alta previsibilidade®'.

A chave para o sucesso da terapia com implantes endosseos € a integragao tecidual, ou
osseointegracdo, fenomeno que foi definido como “a unido estrutural e funcional direta entre o
osso vital e organizado e a superficie de um implante dentario submetido a cargas
funcionais™. Trata-se, portanto, de um processo dinimico de interagdo osso-implante que
resulta em ancoragem Ossea direta e estabilidade do biomaterial®'. A utilizacdo de implantes
osseointegraveis tem proporcionado indices elevados de sucesso clinico" >, que podem chegar
a 97-98%, apos 5 anos'> %, Gragas a estes resultados, esta modalidade de tratamento ¢ aceita
amplamente e esta consolidada como um recurso importante na reabilitagio bucal®.

A osseointegracdo ¢ um processo influenciado por varios fatores, entre eles o material
do implante, seu desenho e a topografia superficial do mesmo®'. Muitos materiais tém sido
testados na composicdo de implantes dentarios, porém poucos possuem uma
biocompatibilidade aceitavel’. O titdnio (Ti) e suas ligas, por suas qualidades, tém sido os
materiais de escolha dos implantes disponiveis atualmente®®. O sucesso destes materiais tem
sido atribuido principalmente a biocompatibilidade da camada de 6xido superficial®. Além
disso, o Ti ¢ um metal leve, resistente a corrosdao e ao ataque quimico. Pode ser facilmente

. . A . .. A . A - 1
manipulado, sem interferéncia na sua elasticidade e resisténcia mecanica®'.
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Quando um implante ¢ instalado cirurgicamente, uma série de reacdes acontecem na
sua superficie. O implante ¢ exposto a diferentes ions, polissacarideos, proteinas e células
como fibroblastos, condrocitos e osteoblastos. A resposta celular depende das caracteristicas
superficiais do implante’ e de suas propriedades quimicas'®. A cultura de células possibilita o
estudo da citotoxicidade, da adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular e, nesse sentido,
fornece informagdes inigualaveis para o melhor entendimento do fendmeno da
osseointegracdo’'. As principais vantagens na utilizacdo das culturas de células sdo: o controle
fisico-quimico do ambiente de crescimento celular € a manutencao constante das condig¢des
fisiologicas na cultura®.

Células originarias de calvaria de ratos, de medula d6ssea e de linhagens tém sido
usadas com freqiiéncia no estudo da biocompatibilidade de varios materiais empregados em
implantodontia. Porém, células obtidas de animais nem sempre podem substituir aquelas
oriundas de tecidos humanos e, portanto, apresentam uma limitacdo™*. Além disso, linhagens
ou células isoladas de sitios ndo associados com a cavidade bucal podem também nao ser
adequadas para o estudo dos eventos relacionados com a osseointegragdo de implantes
dentérios*'. Por isso, o isolamento e a cultura primaria de células dsseas derivadas de tecido
osseo intrabucal sdo fundamentais no estudo dos eventos biologicos envolvendo biomateriais
com aplicagdo na implantodontia, por apresentaram caracteristicas que representam com
maior fidelidade as condigdes clinicas presentes na boca™.

Diversos trabalhos t€ém documentado os efeitos bioldgicos de diferentes superficies de
implante, usando a cultura de células. A rugosidade superficial favoreceu, “in vitro”, a adesao

4, 43, 62

. ~ . . ~ ~ . 12
e proliferacao de osteoblastos , sua diferenciacdo e a produc¢ao de matriz extracelular =

24 ~ . e~ A .
386773 o 3 expressdo de genes que regulam sua diferenciagdo’’. Estes resultados tém sido

confirmados por estudos “in vivo” que tém mostrado um maior contato osso-implante com o

. . 19, 20, 4
uso de implantes com superficies rugosas'” 2%
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Varios tratamentos tém sido propostos para alterar a superficie do titinio”. As técnicas
que utilizam plasma “spray” de titanio (TPS, do inglés “Titanium Plasma Spray”) e
hidroxiapatita (HA) modificam a superficie do titdnio por um processo aditivo, enquanto as
técnicas que usam 4cido ou o jateamento sdo processos subtrativos>*. Porém, a contaminagéo
apos o processo de jateamento com Al,O3 (alumina) pode chegar a quase 10% da composigao
quimica superficial®*. Segundo PULEO e NANCI®, mesmo que tragos de metais sejam
considerados essenciais para a saude, também podem ser toxicos e causar reacdes
inflamatérias. Varios trabalhos falharam em mostrar diferengas significativas no
comportamento celular sobre superficies de titanio com e sem residuos, incluindo o aluminio
(Al). Ainda que DARVELL et al.>> tenham recomendado que o jateamento com alumina fosse
evitado, como uma medida de precauc¢do, a importancia bioldgica da presenca deste
contaminante inorganico permanece conjetural”. Dessa forma, o objetivo do presente estudo é
avaliar os efeitos de amostras de Ti, com diferentes rugosidades superficiais e quantidades
variadas de alumina, na adesdo, proliferacao e diferenciagdo de osteoblastos derivados de osso

alveolar humano, e na formacao da matriz mineralizada.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Osteoblastos e a formacao do tecido 6sseo

O osso contém dois tipos de células distintas: os osteoblastos € os osteoclastos. Esse
tecido ¢ constantemente reabsorvido pelos osteoclastos e reformado pelos osteoblastos, em
um processo fisiolégico chamado remodelacdo oOssea. Segundo DUCY, SCHINKE e
KARSENTY?' em cultura celular ¢ praticamente impossivel distinguir um osteoblasto de um
fibroblasto. A tnica caracteristica especifica dos osteoblastos localiza-se externamente as
células: uma matriz extracelular mineralizada.

ApOs a sintese e liberacdo de moléculas organicas pelos osteoblastos, uma camada rica
em coladgeno, chamada osteoide, ¢ formada, e funciona como um arcabouco para a deposigao
da apatita mineral e para o acumulo de proteoglicanas e proteinas ndo-colagenas. Para
SODEK ¢ McKEE”, a formagdo de uma matriz mineralizada é o ultimo estigio de um
processo que se inicia com a quimiotaxia e proliferacdo de células mesenquimais. Este
processo ¢ idéntico para fibroblastos, cementoblastos e odontoblastos. A diferenciacdo de
células mesenquimais em osteoblastos provavelmente ¢ fruto da expressao de um gene chave
no processo de osteopoiese (cbfal, do inglés “core-binding factor alfa 1).

A osteogénese, caracteristica principal do osteoblasto, refere-se a sua capacidade de
produzir uma matriz mineralizada. No processo de desenvolvimento celular, as células, que
inicialmente sdo multipotentes, ou seja, com capacidade para gerar varios tecidos, vao
perdendo esta caracteristica ao longo do tempo, resultando em uma célula madura e
unipotente, o osteoblasto. Dentre as suas fungdes principais, os osteoblastos regulam os niveis

de célcio (Ca) e fosforo (P) e a atividade dos osteoclastos™.
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2.2 Comportamento celular em diferentes superficies de titanio

E sabido que o comportamento das células pode variar de acordo com o material e a
superficie que compdem os implantes dentérios. De acordo com BRUNETTE', a integracio
de um implante dentdrio ¢ um fenomeno complexo, pois existem trés tipos distintos de tecidos
envolvidos: epitélio, tecido conjuntivo e osso. Além disso, quatro fatores parecem determinar
o sucesso do implante: o sitio receptor, o trauma dos tecidos, as propriedades do implante e a
capacidade de absorcdo das cargas mastigatorias. Uma superficie com determinadas
caracteristicas poderia ajudar na osseointegracao por ter o potencial de atrair, seletivamente,
certas populacdes celulares e alterar suas funcgdes. Por isso, o autor incentiva mais estudos na
area de engenharia de materiais, principalmente enfatizando os seguintes pontos: contato
inicial célula-implante, adesdo celular seletiva, com a participagdo de glicoproteinas adesivas,
material utilizado na confeccdo do implante, rugosidade superficial e energia de superficie,
pois, para o autor, a interagdo entre as cé¢lulas e os implantes dentarios seria ditada por uma
combinagdo de fatores mecanicos, quimicos e fisicos. Portanto, o estudo destas variaveis pode
ser fundamental para o desenvolvimento das caracteristicas dos implantes dentarios no futuro.

BOWERS et al.lz, em 1992, estudaram a resposta celular, “in vitro”, de osteoblastos de
calvaria de ratos a diferentes superficies. Um rugosimetro foi usado para determinar as
diferentes morfologias superficiais. Os espécimes foram tratados com lixas metalograficas,
jateados com alumina ou tratados quimicamente com 4cido fluoridrico/acido nitrico
(HF/HNOs3) Os periodos estudados para a adesdo foram de 15, 30, 60 e 120 minutos. As
células, na quantidade inicial de 10° unidades/ml, aderiram em maior numero, de maneira
significativa, nas superficies rugosas produzidas pelo jateamento.

STANFORD, KELLER e SOLURSH™ avaliaram as respostas fenotipicas de

osteoblastos derivados de calvaria de ratos, cultivados na densidade de 5100 células/cm?, em
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superficies de Ti cp (Titanio comercialmente puro). As superficies receberam trés tratamentos
mecanicos diferentes para modificar a rugosidade: superficie lixada, jateada com alumina
(granulometria de 50 um - micrometros) ou polida com pasta de diamante de 1um.
Posteriormente, as amostras foram esterilizadas de quatro formas diferentes (luz ultravioleta,
autoclave, gas de oxido etileno e limpeza em camara de plasma, onde uma descarga elétrica
era usada para criar um campo energético que fisicamente bombardeava a superficie do
implante). A atividade de fosfatase alcalina (ALP) e producao de osteocalcina foram bastante
afetadas pela rugosidade superficial quando as superficies eram tratadas pelo plasma. Os
niveis de proteinas especificas de osso, osteocalcina ¢ ALP eram mais altos nas superficies
polidas e mais baixos nas superficies rugosas tratadas pelo plasma. Portanto, a expressao da
célula dssea pode ser alterada por tratamentos mecanicos superficiais € o tipo de esterilizagao
empregada.

KASPERK et al.*! verificaram que o fendtipo da célula 6ssea humana depende da sua
origem no esqueleto. Os autores observaram uma maior proliferagdo nos osteoblastos
derivados de mandibula do que nos osteoblastos de crista iliaca, porém uma menor produgao
de ALP. Além disso, a expressdo de fatores de crescimento apresentou-se distinta entre as
células osseas de origens diferentes.

Estudar o efeito da rugosidade superficial sobre a proliferacdo, diferenciagdo e sintese

1.>%. Os autores cultivaram

protéica de osteoblastos humanos foi o objetivo de MARTIN et a
células de linhagem osteoblastica humana (MG 63), originalmente isoladas de osteosarcoma,
na densidade de 9300 células/cm?, sobre discos de titdnio preparados com cinco tipos
diferentes de tratamento mecanico. Todas as superficies recebiam um tratamento prévio com
HNO; ¢ HF. Um grupo nao recebeu tratamento adicional algum. Os quatro grupos restantes

foram formados, aumentando progressivamente de rugosidade, com as seguintes

caracteristicas: superficie eletropolida, jateada com pedra fina e tratada com acido cloridrico
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(HCI) e acido sulftrico (H,SOs), jateada com areia e tratada quimicamente da mesma forma
que a anterior, e jateada com po6 de titanio (TPS). Pogos de cultura sem material algum foram
usados como controle. O efeito da rugosidade do titanio sobre as células foi medido pela
contagem celular, atividade de ALP, além de estudo especifico de matriz extracelular. Os
resultados demonstraram que a rugosidade superficial altera a proliferagcdo, diferenciagdo e
producao de matriz extracelular “in vitro”. O nimero de cé¢lulas era menor na superficie TPS;
as outras superficies se assemelhavam a controle. A atividade de ALP decrescia com o
aumento da rugosidade. Estes resultados também sugerem que a superficie rugosa dos
implantes pode determinar diferentes expressoes fenotipicas dos osteoblastos “in vivo”.

Para BOYAN et al.’, durante o periodo de cicatrizagio as primeiras células a
interagirem com a superficie do material nao estdo diferenciadas. S3o, na sua maioria, células
mesenquimais. Elas poderdo ser levadas a se diferenciar em osteoblasto, devido as influéncias
da micromorfologia da superficie do implante. Portanto a rugosidade superficial do titdnio
parece afetar a diferenciagao celular, possibilitando a produ¢do de matriz extracelular.

A rugosidade superficial do titdnio tem efeito na proliferacdo, diferenciacdo e
produgio de matriz extracelular de osteoblastos, segundo KIESWETTER et al.*’. As citocinas
e os fatores de crescimento presentes nos tecidos em torno de implantes podem ser
influenciados pela superficie dos mesmos. Caso isso seja verdade, estas substancias teriam o
potencial de modular o processo de cicatrizacdo. Para testar esta hipdtese, os autores
examinaram o efeito da rugosidade superficial na producdo de duas substancias com
reconhecido efeito sobre o osso: prostaglandina E2 (PGE2) e fator de crescimento de
transformagdo beta 1 (TGF-beta 1, do inglé€s “transforming growth factor beta 1). As células
(MG 63) foram cultivadas em discos de titdnio com varias rugosidades. Os niveis de PGE2 e
TGF-beta 1 foram determinados por radioimunoensaios ¢ ELISA, respectivamente. A

produgdo de PGE2 foi maior (de 1, 5 a 4 vezes) nas superficies rugosas. A produ¢do de TGF
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beta 1 foi ainda maior (3 a 5 vezes) nas mesmas superficies. Estes resultados sugerem que a
rugosidade superficial modula a atividade das células de maneira positiva.

Os efeitos da rugosidade superficial do titdnio na proliferacdo, producao de matriz
extracelular e diferenciacdo de condrocitos em diferentes estdgios de maturacdo foram
estudados por SCHWARTZ et al.”®. As células, derivadas de duas zonas distintas da
cartilagem costocondral de ratos, eram cultivadas em quantidades de 25000 ou 10000
(dependendo da zona da cartilagem) células/cm®, em discos de titdnio com diferentes
rugosidades. Todas as superficies recebiam um tratamento prévio com acido nitrico e acido
hidrofluoridrico. Um grupo nao recebeu nenhum tratamento adicional. Os quatro grupos
restantes foram formados, aumentando progressivamente de rugosidade, com as seguintes
caracteristicas: superficies eletropolidas, jateada com pedra fina e tratada com HCI e H,SOs,
jateada com areia e tratada quimicamente da mesma forma que a anterior e jateada com p6 de
tithnio (TPS). Pocos de cultura sem material algum foram usados como controle. A
proliferagdo celular foi estabelecida pela contagem das células e a diferenciacao pela atividade
de ALP. Outros testes especificos foram realizados para medir a producdo de matriz
extracelular. Os achados foram variados de acordo com a maturagdo celular e rugosidade
superficial. A proliferagdo celular (nimero de células na superficie) reduzia com o aumento da
rugosidade superficial, independente do grau de maturacdo celular. Ja a atividade de ALP
pareceu mais dependente do grau de maturagdo dos condrocitos. Porém, na superficie mais
rugosa (TPS) as células apresentaram menor atividade de fosfatase alcalina, o que pode
indicar um menor grau de diferenciagdo. Os resultados mostraram que a rugosidade superficial
afeta a proliferacdo, diferenciag¢do e producdo de matriz pelos condrécitos variando de acordo
com a maturagdo celular.

COOPER et al.*' publicaram uma revisio de literatura sobre os fendmenos que

ocorrem na osseointegracdo e a importancia dos estudos “in vitro” que podem ajudar a
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entender estes fenomenos. Segundo os autores, o uso de cultura celular para estudar o
comportamento dos osteoblastos durante o processo de osseointegracdo tem sido de grande
valia. A interacdo dos osteoblastos com diferentes substratos pode ser estudada pela
citotoxidade, adesdo, proliferacdo e diferenciagdo celular. A producdo de uma matriz
extracelular pelos osteoblastos cultivados em superficies de implante pode ser interessante
para desvendar a interface osso-material. Portanto, a cultura celular pode fornecer informacgdes
em nivel molecular e celular que podem trazer melhorias no desenho de implantes e nos
materiais usados em implantodontia.

Em uma revisao, publicada em 1998, ELLINGSEN?® descreveu varias caracteristicas
de materiais e superficies usados em implantodontia. Porém, segundo ele, o titanio e suas ligas
seriam os materiais de escolha, por terem a melhor biocompatibilidade. Com relagdo as
superficies, as rugosas sao as que resultam em melhor osseointegracao, porém uma rugosidade
ideal deve estar presente. Segundo o autor, as irregularidades superficiais devem ter 100 um
de dimensao, no minimo. Esta microtopografia 6tima pode ser criada com jateamento com
particulas de 25 a 75 pm.

LINCKS et al.”° determinaram o efeito da composi¢do quimica e da rugosidade
superficial do Ti cp e de uma liga de titanio (Ti — 6Al-4V) sobre osteoblastos MG63. Discos
de Ti (cp e liga) foram polidos ou jateados com oOxido de aluminio/6xido de zircOnio,
resultando em 2 grupos de superficies: lisas e rugosas. As cé€lulas, na densidade de 9.300 por
poco, eram cultivadas sobre os cilindros. Foram determinadas, apds 24 horas da confluéncia, a
morfologia celular em MEV (microscopio eletronico de varredura), a proliferagdo, pela
incorporagdo da timidina, a diferenciacdo celular pela atividade de ALP e produgdo de
osteocalcina, e a producdo de matriz. Os resultados mostraram que os pardmetros estudados
foram influenciados pela composicdo quimica e rugosidade superficial. Os melhores

resultados foram encontrados com a utilizagdo de Ti cp com uma microtopografia rugosa.
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ANSELME et al.’ estudaram a influéncia da topografia e da composicdo quimica do
titanio no comportamento de osteoblastos. Para isso, os autores utilizaram amostras de liga de
titanio (Ti-6Al-4V) com diferentes rugosidades. Com o jateamento com alumina, os autores
observaram a presenca marcante desta substincia como contaminante. Os melhores
resultados, na adesdo e proliferacdo de osteoblastos humanos de crista iliaca e de linhagem
(MC3T3-El) foram encontrados nas superficies lisas. Nas superficies mais rugosas, jateadas
com alumina, os piores resultados encontrados podem indicar um possivel efeito citotdoxico do
aluminio.

ORSINI et al.** analisaram superficies de Ti usinadas, jateadas e tratadas com 4cidos
(HF/HNO:s). Posteriormente, estudaram a citotoxidade destas superficies utilizando linhagem
de fibroblastos (L929) e osteoblastos (MG63). Os resultados mostraram que as células
apresentavam-se morfologicamente mais irregulares e continham muitos prolongamentos
citoplasmaticos sobre as superficies jateadas e tratadas com acidos. Segundo os autores, estas
caracteristicas, nao verificadas nas superficies lisas, podem ser a explicacdo para a maior
ancoragem inicial observada na superficie rugosa.

SYKARAS et al.* promoveram uma revisdo de literatura com o objetivo de descrever
a composicao, os desenhos e as topografias superficiais dos implantes dentarios. A revisao
incluiu uma discussd@o dos principios biologicos da osseointegracdo e como o processo de
interagdo osso-implante pode ser influenciado por diferentes materiais, desenhos e
caracteristicas superficiais.

ARAUIJO et al.* analisaram a adesdo e proliferacio de osteoblastos derivados de
calvaria de ratos. As células (10° por ml) foram cultivadas por 1, 2 e 3 dias em implantes
dentarios, no seu recipiente original, com 2 superficies distintas, uma jateada (Ankylos), ¢ a
outra SLA (Straumann). As andlises foram feitas em MEV. Nao foram encontradas diferengas

significativas na adesdo celular. Porém, as células proliferaram mais rapidamente nos
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implantes jateados (Ankylos). Este fenomeno talvez seja explicado, segundo os autores, pela
maior rugosidade superficial.

DINIZ**, em 2001, estudou a influéncia de tratamentos superficiais sobre chapas de
titnio na osteogénese em culturas de células com origem na medula humana. Amostras de
titanio com diferentes rugosidades foram preparadas combinando tratamentos mecanicos, com
lixas metalograficas e jateamentos abrasivos com alumina, e quimicos (H,SO4/HCI ou HF).
Os osteoblastos (2 x 10%) foram cultivados nas diferentes superficies. A adesdo celular foi
semelhante nos diferentes grupos. As células também tiveram uma proliferacdo satisfatoria
nas superficies variadas. A atividade de fosfatase alcalina foi maior nas células cultivadas
sobre as superficies tratadas com solugdo a base de HF. Somente os materiais submetidos aos
jateamentos abrasivos e aos ataques com solucdes acidas levaram as culturas até a
mineralizacdo da matriz extracelular.

LAUER et al.*’ estudaram os efeitos da textura superficial na adesdo e proliferacio de
queratinocitos e osteoblastos humanos de maxila. Os autores verificaram que os
queratinocitos foram mais influenciados pelas variagdes na superficie. Estas células
encontravam-se espalhadas nas superficies polidas, enquanto nas superficies rugosas
apresentavam um forma mais cubdide. J& os osteoblastos aderiram bem nas diferentes
superficies, mostrando um padrdo bastante semelhante, independente da rugosidade
superficial.

Segundo DINIZ et al.?®, o melhor comportamento das células de medula 6ssea humana
sobre superficies jateadas com alumina e tratadas com &cido, medido principalmente pela
produg¢do de matriz calcificada, talvez possa ser explicado pela microtopografia mais
homogeénea da superficie resultante destes tratamentos. Além disso, os autores verificaram que
o HF foi mais efetivo que o H,SO4 em regularizar a superficie de Ti, ¢ em remover a alumina

contaminante.
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MUSTAFA et al.® avaliaram os efeitos de superficies de titdnio com diferentes
rugosidades na adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos humanos. Os autores
utilizaram oxido de titdnio com granulometrias variando de 60 a 300 pum para alterar a
topografia superficial das amostras. Apos 3 horas de cultivo, eles encontraram diferencas
significativas com relacdo a proliferagdo e producdo de osteocalcina entre as superficies
rugosas e lisas. A superficie que apresentou melhores resultados foi a jateada com particulas
variando de 106 a 180 um. O aumento da rugosidade proveniente de jateamento com
particulas acima deste valor nao melhorou a performance das superficies.

KELLER et al.”® estudaram a adesdo de osteoblastos em superficies de titdnio com
rugosidades variadas. Amostras de Ti cp foram preparadas por polimento com lixa,
jateamento ou jateamento seguido de ataque acido. A adesdo dos osteoblastos (MC3T3-E1l)
esteve diretamente relacionada a rugosidade superficial, pois os maiores niveis de adesdo
foram encontrados nas superficies mais rugosas.

POSTIGLIONE et al.®” investigaram os efeitos de 3 diferentes superficies de titanio:
lisa, jateada e TPS na proliferagdo, diferenciacdo e apoptose de uma linhagem osteoblastica
humana (SaOS-2). A proliferacdo celular foi maior na superficie lisa, porém a sintese de
proteinas da matriz extracelular, a expressao de receptores de integrina e a atividade de
fosfatase alcalina foram superiores nas superficies rugosas. Nao foram encontradas diferengas
em relagdo a apoptose. Os resultados indicaram que a topografia superficial afeta a
proliferagdo e a diferenciagdo destas células, sugerindo que as propriedades superficiais
devem ser importantes para resposta do tecido 6sseo ao redor de implantes “in vivo”.

ROSA e BELOTI” também estudaram o comportamento de osteoblastos em
superficies de titdnio com rugosidades variadas. A adesdo, proliferacdo e diferenciagdo de
osteoblastos humanos de medula dssea foram verificadas apo6s 4 horas, 21 e 28 dias. A adesao

ndo foi afetada pela rugosidade. A proliferagao foi menor em superficies com rugosidade (Ra)
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variando de 0,80 a 1,90 um, enquanto a atividade de ALP e quantidade de proteina total foram
superiores nesta faixa de rugosidade. Os resultados sugerem que superficies de titdnio
variando de 0,80 a 1,90 um de rugosidade (Ra) parecem otimizar as respostas celulares
intermediarias e finais.

Segundo SCHNEIDER et al.”’, o fator de transcricdo Cbfal regula a diferenciacao dos
osteoblastos e a expressao de genes necessarios para o desenvolvimento de um fendtipo
mineralizado. Para determinar se a expressdo deste fator era influenciada pela
microtopografia, osteoblastos foram cultivados em superficies lixadas ou jateadas. A
mineralizagdo foi avaliada pela coloragdo vermelho-alizarina. O PCR (rea¢do em cadeia de
polimerase, do inglés “Polymerase chain reaction”) foi usado para quantificar a expressao
genética de Cbfal e BSPII (sialoproteina dssea, do inglés “bone sialoprotein™). A
mineralizagdo e a expressao do Cbfal e de BSPII em geral foram mais significativas nas
superficies rugosas. Portanto, a expressdo genética dos osteoblastos parece ser afetada pela
rugosidade superficial.

XAVIER et al.*’ investigaram a biocompatibilidade do Ti cp, submetido a diferentes
tratamentos superficiais. Usando células de medula d6ssea de ratos, cultivadas sobre as
diferentes superficies, os autores avaliaram a adesdo, proliferagdo, conteudo de proteina total,
atividade de ALP e formagao de nddulos calcificados. Os resultados mostraram que a adesao,
proliferagdo e atividade de ALP ndo foram afetadas pelas superficies com graus variados de
rugosidade. O contetido total de proteinas e a formagdo de nddulos Osseos apresentaram-se
significativamente reduzidos nas superficies jateadas e atacadas com acido. Portanto, este
trabalho sugere que as superficies lisas de Ti cp parecem favorecer a diferenciacdo dos
osteoblastos derivados da medula 6ssea de ratos.

BACHLE e KOHAL® promoveram, em 2004, uma revisao sistematica da influéncia de

diferentes superficies de titdnio na proliferacdo, diferenciacao e sintese proteica sobre uma
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linhagem de osteoblastos (MG-63). Um total de 348 referéncias foi avaliado. Nove trabalhos
foram considerados relevantes, de acordo com o objetivo do estudo. Segundo os autores,
parece nao existir diferencas no comportamento celular frente a superficies distintas,
provavelmente devido a enorme variacdo nas condigdes de cultura e nas topografias
superficiais avaliadas nos diferentes trabalhos.

ROSA e BELOTI” mostraram que a utilizacio de osteoblastos humanos derivados de
medula dssea, apds vdarias subculturas, afetava negativamente a diferenciacao destas células,

com redug¢do da atividade de ALP e da formagao de noddulos calcificados.

2.3 Superficies de Implantes: estudos “in vivo”

ADELL et al.' estudaram, por um periodo de 15 anos, 2768 implantes rosqueados,
instalados em 371 pacientes edéntulos. Durante a cicatrizacao e no primeiro ano, a perda dssea
observada foi de 1.5 mm. Entretanto, apds estes periodos, apenas 0.1 mm foi perdido
anualmente. Na maxila e na mandibula, as préteses se mantiveram estaveis, no periodo, em 81
e 91% dos casos, respectivamente.

Segundo BABBUSH?, os pacientes com mandibulas edéntulas totais sio o grupo mais
dificil e complicado para restaurar a fungdo. A utilizagdo de implante rosqueado, com
superficie TPS, ¢ uma solugdo previsivel e de custo reduzido para este grupo de pessoas, pois
apresentou um grau de sucesso de 94%, em 484 pacientes de quatro paises diferentes, com
1739 implantes deste tipo.

BUSER et al."” avaliaram a integragdo de implantes ITI (do inglés “International Team
for Oral Implantology”), de um estagio (ndo submersos), por um periodo de 1 ano. 100

implantes foram colocados em 70 pacientes idosos parcialmente edentados. Baseados em
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critérios clinicos e radiograficos, os autores encontraram ‘“sucesso” em 98 implantes. Um
implante falhou e outro requereu tratamento local e sist€émico para infecgao.

GOTFREDSEN et al.** compararam a ancoragem de implantes, cilindricos ou com
rosca, jateados com TiO, (6xido de titdnio) versus (vs) implantes com ambos os desenhos,
porém usinados. Apds a extragcdo de pré-molares, 24 implantes foram colocados em 6 caes, 6
de cada desenho e superficie. Passadas 12 semanas, 16 implantes foram usados para estudo do
torque de remocao. Os implantes jateados apresentaram resultados superiores aos usinados,
sendo que os implantes com rosca e jateados apresentaram os melhores resultados que os
implantes  jateados cilindricos. Nos outros implantes, os autores estudaram
histomorfometricamente o percentual de contato osso-implante. Observou-se que ndo foi
encontrada diferenga entre as duas superficies.

MERICSKE-STERN et al.® estudaram longitudinalmente, por 5 anos, aspectos
relacionados a implantes ITI, suportando sobre-dentaduras. Foram instalados 66 implantes em
33 pacientes 1dosos edentados totais. Durante o periodo de estudo, dois implantes falharam e
foram removidos. No final do periodo, radiografias mostraram defeitos dsseos em 16
implantes (22%) de 12 pacientes. Este estudo mostrou que pessoas idosas ndo apresentam alto
risco de desenvolver lesdes peri-implantares com o uso deste tipo de implante.

Em 1996, COCHRAN et al."” compararam a performance “in vivo” de duas
superficies de implante de titanio distintas, SLA e TPS. Sessenta e nove implantes foram
colocados em 6 caes. Em periodos que variaram de trés meses, sem carga mastigatoria, a 12
meses, com carga mastigatoria, foram feitas radiografias padronizadas. Dois parametros fora
estudados: a medida entre a parte mais coronal do implante (ombro) € o ponto mais coronal de
contato osso-implante, ¢ uma avaliacdo da densidade dssea. Os resultados mostraram, em
quase todos os parametros e periodos, uma superioridade da superficie SLA sobre a TPS, com

€ sem carga mastigatoria.
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LARSSON et al.*® estudaram a resposta tecidual a implantes de titinio com diferentes
superficies. Apds o preparo dos implantes, que gerou superficies usinadas e eletropolidas
(EP), os autores promoveram a inser¢ao os implantes no osso cortical de coelhos. Apos 1, 3 e
6 semanas, os implantes foram removidos. Os resultados mostraram que os implantes com
superficies EP apresentaram menor contato osso-implante que as superficies usinadas.
Segundo os autores, as superficies EP, com rugosidade superficial reduzida, diminuem
inicialmente o grau de formagao 6ssea.

Também em 1996, WENNERBERG, ALBREKTSSON e LAUSMAA® promoveram
uma comparacao entre implantes jateados com particulas de alumina de 25 ou 75 pm. A
caracterizacao das duas superficies mostrou rugosidades distintas, porém composi¢ao quimica
semelhante. Apos 12 meses da insercdo dos implantes em fémur e tibia coelhos, os autores
encontraram melhores resultados, com relagdo a torque de remogado e contato osso-metal, nos
implantes jateados com particulas de 75 pm.

COCHRAN et al?® compararam novamente a performance “in vivo” de duas
superficies de implante de Ti distintas, SLA e TPS. Sessenta e nove implantes foram
colocados em 6 caes. Em periodos que variaram de trés meses sem carga mastigatoria até 12
meses, com carga mastigatoria, foram feitas analises histométricas. Foi utilizado como
parametro a porcentagem de contato osso-metal (MBC, do inglés “metal-bone contact™).
Novamente os resultados mostraram, em quase todos os pardmetros e periodos, uma
superioridade da superficie SLA, com e sem carga mastigatoria. A vantagem foi maior nos
periodos iniciais, o que pode indicar uma promocao precoce de osseointegracdo. Este fato
poderia transformar a superficie SLA, segundo os autores, em uma boa candidata para carga
imediata.

HAN et al.>> promoveram um estudo “in vivo” para avaliar implantes de Ti e de liga

de Ti (Ti-6Al-4V). Apos jatear os implantes com TiO, com diferentes tamanhos, os autores
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instalaram-nos em coelhos. Aos 3 meses, os implantes foram removidos. Analises
quantitativas e qualitativas mostraram, através do célculo do MBC, que a liga de Ti
apresentava menor formacao ossea que o Ti cp.

JOHANSSON et al.*’ promoveram uma compara¢do quantitativa entre implantes
usinados de Ti cp e de liga de Ti (Ti-6Al-4V) instalados em tibia de coelhos. Apos 6 € 12
meses da implantagdo, observou-se que os implantes de Ti cp apresentavam maior
estabilidade que os de liga, pois necessitavam de um torque significativamente maior para sua
remo¢ao. Além disso, houve uma tendéncia de maior MBC nos implantes Ti cp.

O objetivo do estudo de LIMA™ foi avaliar a resposta tecidual, o padrio de reparagéo
dos tecidos periimplantares e a influéncia das caracteristicas das superficies de Ti na
osseointegracdo, apds a colocacdo do implante simultaneamente a regeneracao dssea guiada
(ROG). Quatro meses apo6s a extracdo de todos os pré-molares de 5 caes, defeitos foram
produzidos nas regides (7x7x7 mm) e foram instalados os 30 implantes (SLA, TPS ou usinado
- MS), simultaneamente a ROG (membranas de PTFE-e - politetrafluoretileno-expandido). Os
animais foram sacrificados apds 16 e 24 semanas. O processamento histologico foi realizado
sem descalcificacdo. As analises descritivas e histométricas mostraram que as superficies SLA
e TPS influenciaram positivamente a osseointegra¢do, quando comparadas a MS, tanto para

0sso regenerado como para 0sso pré-existente.

2.4 Influéncia de particulas residuais sobre células e tecidos 6sseos

. . . . . 2
Para estudar os efeitos iniciais do Al sobre o 0sso, GOODMAN?? forneceu este
elemento (2 mg) em intervalos variados e observou o crescimento de osso cortical de ratos. O
Al, ou uma solugdo salina, foi administrado nos animais. Durante a exposi¢cdo ao metal, a

formagdo de matriz e de osso foi reduzida. Também foi encontrada uma menor espessura do
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tecido ostedide em relacdo ao controle. Portanto, o Al promoveu uma redugdo da formacgao
ossea pela supressao da sintese de matriz.

IKEDA et al.’” estudaram a inibicdo da mineralizacdo pela adicao de Al em meio de
cultura. Os autores utilizaram linhagem de osteoblastos (MC3T3-E1). A proliferacao celular e
a producao de fosfatase alcalina ndo foram afetadas pelo Al. Porém, a quantidade de Ca na
matriz reduzia de maneira dose dependente, com a adi¢ao progressiva de Al.

Em 1989, RODRIGUEZ, FELSENFELD e LIACH’' estudaram se a causa da
osteomalacia, que se caracteriza pelo acimulo de ostedide e diminuicdo da mineralizagao,
estava relacionada com a toxicidade do Al. Ratos com deficiéncia renal receberam 20 mg de
aluminio, via intra-peritoneal, durante 2 dias. Os autores buscaram verificar, por observacoes
seqlienciais, o desenvolvimento da osteomalacia. Os animais foram sacrificados em periodos
de 5 a 40 dias, apés a administracdo do Al. Apds 12 dias, o Al promoveu um aumento no
volume do ostedide, o que acarretou em uma menor formacao dssea. Portanto, altos niveis de
aluminio no plasma podem ser toxicos aos osteoblastos.

Em 1990, JOSSET et al.** estudaram as reacdes de osteoblastos humanos em cultura
contendo zirconio e alumina. O estudo da citotoxicidade, com sulfato de metiltiazole, revelou
que nenhum dos materiais afetou negativamente as células. Além disso, a proliferacao celular
e a sintese de proteina total foram semelhantes ao controle. A imunohistoquimica mostrou que
as c¢lulas eram capazes de produzir colageno, osteonectina, osteocalcina e fibronectina.

No mesmo ano, RODRIGUEZ, FELSENFELD e LIACH’? novamente estudaram o
assunto. Desta vez, o hormonio PTH foi administrado em ratos que apresentavam
osteomalacia induzida pelo Al para verificar se o efeito deste elemento na diminui¢do da
mineralizagdo estaria relacionado com a diminuigdo do nimero de osteoblastos. Quatro
grupos de animais foram estudados: com deficiéncia renal (controle), com deficiéncia renal

mais Al, com deficiéncia renal mais PTH (hormoénio da paratire6ide) e com deficiéncia renal
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mais Al e PTH. Os ratos foram sacrificados apos 5 e 12 dias. A administracao de Al diminuiu
o numero de osteoblastos, aumentou o acimulo de ostedide e paralisou a formacao Ossea. A
infusdo de PTH aumentou o nimero das células e a da formacao 6ssea. A administragao
simultanea de ambos resultou em um numero intermediario de osteoblastos, embora ndo tenha
aumentado a formagdo Ossea. Estes achados, segundo os autores, indicam que o Al ¢ toxico
aos osteoblastos e também inibem a formagdo 6ssea, mesmo quando o numero destas células
encontra-se relativamente elevado.

LEWANDOWSKA-SZUMIEL ¢ KOMENDER* estudaram a biocompatibilidade da
alumina utilizando animais. Os autores introduziram implantes de alumina em fémur de ratos
e mandibula de porcos-da-india. Apos 6 e 8 meses, eles verificaram que o biomaterial foi bem
tolerado pelos tecidos, em ambos os animais e locais estudados, embora a andlise por
espectroscopia por absor¢do atdmica indicasse um maior nivel de aluminio nos ossos dos
animais testados. Segundo os autores, mais trabalhos sdo necessarios para estabelecer o papel
da alumina em longo prazo.

HAYNES et al.*® investigaram a relago entre a toxicidade de particulas de metal e sua
habilidade em estimular a liberacdo de mediadores inflamatérios implicados na reabsorcao
oOssea. Para isso, os autores utilizaram macrofagos de peritonio de ratos, que foram expostos a
particulas de liga de Ti (Ti-6Al-4V) ou de liga de cromo-cobalto. As particulas de liga de Ti
mostraram uma toxicidade baixa, mesmo em alta concentra¢do, enquanto as particulas de
cromo-cobalto foram altamente toxicas. Por outro lado, a exposi¢do a liga de T1 induziu maior
liberagdo de PGE2, Interleucina 1 (Il-1), fator de necrose tumoral (TNF) e 11-6, enquanto a liga
de cromo-cobalto esteve associada ao decréscimo da liberagao destes mediadores.

Para determinar os efeitos do Al sobre osteoblastos de calvaria de ratos, KIDDER et
al.* acrescentaram de 10 a 50 pg (micrograma) deste elemento nos pocos de cultura e

estudaram a proliferagdo celular e a formacao de coldgeno. Em culturas subconfluentes, o Al
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promoveu uma reducdo da proliferacdo celular. Ja em culturas confluentes, o aluminio
estimulou a producao de colageno. Estas observagdes sugerem que o defeito da formagado
ossea, associado com a toxicidade do Al, pode ocorrer pela supressdao da proliferacdo dos
osteoblastos. O aumento da produgdo de colageno ja era esperado, pois a osteomalacia esta
relacionada com o aumento desta proteina.

BAGAMBISA et al.” estudaram a resposta de osteoblastos a vérios materiais dentarios,
em MEV, sobre diferentes superficies, incluindo ceramicas e Ti. A adesdo celular foi
observada nos diferentes materiais, porém, apos 2 dias de cultura, as células cultivadas sobre o
material In-ceram (Vita, Bad Sackingen, Alemanha), de alumina, apresentaram necrose, o que
indicou um forte efeito citotoxico.

DARVELL et al.” estudaram a contaminagdo de superficies de Ti apés varios
tratamentos superficiais. Os autores observaram, através de MEV e Raios-X, que a presenga
do Al, como contaminante superficial, devia-se ao processo de jateamento com alumina. Eles
também notaram que quanto maior a pressdao empregada no tratamento, maior quantidade
deste elemento era detectada na superficie. A presenga do Al variou de 13 a 24,3 %. Segundo
os autores, a presenca deste contaminante deve ser vista com cautela, pois ha a possibilidade
dele ser um agente causador de destruigdo tecidual.

MALONEY ¢ SMITH® isolaram e caracterizaram particulas presentes em pacientes
que apresentaram falha em proteses de quadril. Durante as cirurgias de reposi¢dao destes
aparelhos, os autores removeram tecido e isolaram as particulas metalicas. Estas apresentaram
um didmetro médio de 0.7 pm. Foram encontradas, em média, 1.7 bilhdo de particulas por
grama de tecido de pacientes com falhas, nimero muito superior aos 143 milhdes encontrados
nos tecidos controle.

Em 1996, BORDII et al.'’ estudaram a citocompatibilidade de ligas de titdnio com

diferentes tratamentos de superficie. Os autores utilizaram fibroblastos e osteoblastos
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humanos, oriundos de cirurgia ortopédica. A liga contendo Al e V (Ti-6Al-4V) apresentou
respostas bioldgicas similares a outra liga contendo Al e Fe (Ti-%Al-2.5Fe), independente do
tratamento superficial utilizado.

Segundo FLATEN et al.’®, uma vasta gama de efeitos toxicos do Al tem sido
demonstrado em plantas, animais e humanos. A toxicidade do Al ¢ um dos principais
problemas na agricultura, afetando aproximadamente 40% do solo produtivo do planeta. Em
aguas frescas acidificadas por chuvas 4cidas, a toxicidade do Al levou a extingdo de peixes. O
Al também € um potente neurotoxico. Em humanos com doenca renal cronica, ele causa
encefalopatia, osteomalacia e anemia. Anormalidades, incluindo efeitos psicomotores e
neurocognitivos, tem sido relatados em pacientes com niveis de Al no plasma acima de 50 ml.
Por tudo isso, varias pesquisas tem sido realizadas no mundo todo para determinar os
mecanismos celulares e moleculares da toxicidade do Al.

Para JEFFERY et al.*®, embora nem todos os mecanismos tenham sido elucidados,
estudos clinicos demonstraram que, no osso, altas doses de Al inibiram a remodelagao,
diminuindo tanto a atividade do osteoblasto como do osteoclasto, e produzindo osteomalacia.
Porém, os autores enfatizaram que os efeitos de baixos niveis de Al em humanos sdo
desconhecidos.

Segundo THOMPSON ¢ PULEO®, jons liberados da superficie de implantes
metalicos sdo suspeitos de contribuir para a perda de proteses ortopédicas. Por isso, os autores
estudaram o papel da liga de Ti (Ti-6Al-4V) na supressdo da funcdo de osteoblastos derivados
de medula 6ssea de ratos. Células foram cultivadas por 4 semanas e expostas a doses de
solugdo contendo ions da liga de Ti. As soluc¢des produziram diferengas pequenas, em relagao
ao controle, nos niveis de ALP e proteina total, mas afetaram significativamente a produgao

de osteocalcina e o conteido de Ca. Os autores sugerem que estes achados indicam que a
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liberacdo de ions pelos implantes de liga de Ti podem contribuir para a falha destes
dispositivos, por dificultar a deposi¢ao 6ssea.

WENNERBERG et al.¥ estudaram os efeitos dos materiais de jateamento e da
topografia superficial na osseointegragdo. Os implantes foram jateados com alumina (25 e 75
um) e oxido de titdnio (25 pum). Dez animais receberam os implantes. Implantes sem
tratamento algum foram usados como controle. Apds 12 semanas, os animais foram
sacrificados. A caracterizagdo das superficies mostrou que quanto maiores as particulas, maior
a rugosidade. As particulas de alumina maiores apresentaram os melhores resultados em
relagdo ao controle. Segundo os autores, os resultados indicam que a composi¢ao quimica dos
implantes nao parece ser tdo importante como a topografia superficial.

Em 1998, ESPOSITO et al.’ promoveram uma revisdo de literatura sobre os fatores
associados com a perda de implantes orais. Utilizando um formato baseado em evidéncias
associado, quando possivel, com a aplicacdo de meta-analise, os autores identificaram varios
fatores ligados a perda de implantes. Entre eles, destacaram-se fatores endogenos, incluindo
alteragdes locais e sistémicas, e fatores exogenos, relacionados, entre outras coisas, com 0s
biomateriais. A presenca de contaminantes, como o Al, pode representar um risco a
osseointegracdo. Porém, existem poucas evidencias que indiquem efeitos citotoxicos devido a
liberacao de ions metalicos. O trauma cirurgico excessivo, a carga prematura e a infec¢do sao
provavelmente as causas mais comuns de perda precoce de implantes, enquanto a peri-
implantite (infeccdo marginal cronica progressiva) e a sobrecarga sdo provavelmente os
principais fatores etioldgicos para perdas tardias.

Como o 0sso é um dos tecidos alvos do Al, BOUGLE et al.'' buscaram relacionar a
osteopenia com variagdes nos niveis sangiiineos deste metal, em bebés normais ou
prematuros. Segundo os autores, a mineralizacdo Ossea esteve somente associada

negativamente, em prematuros, as variagdes nos niveis sangiiineos de Al, dentre varios
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parametros biologicos estudados. O acimulo precoce deste metal pode estar relacionado a
funcdo renal diminuida, devido a imaturidade renal dos bebés. Portanto, em -criangas
prematuras, a exposicao precoce ao Al deve ser evitada.

PULEO e NANCI®® promoveram uma revisio sobre o conhecimento vigente da
interface osso-implante, enfatizando biomateriais metéalicos. Segundo os autores, o Ti tem
sido o material de escolha na implantodontia pela formacao de uma camada estavel de 6xido
superficial. Entretanto, estudos analiticos da superficie de implantes mostraram que a
composi¢ao quimica desta camada superficial muda com o tempo, incorporando Ca, P e S. O
aumento continuo desta camada reflete os eventos eletroquimicos que ocorrem na interface
osso-implante. Uma conseqiiéncia destes eventos ¢ a liberacdo de ions metalicos para os
tecidos circundantes. Estes produtos acumulam-se localmente, mas também podem se
disseminar sistemicamente. Contetidos elevados de metal tém sido medidos nos tecidos
periimplantares, assim como no soro € na urina. Estudos “in vitro” revelaram que ions
metalicos, mesmo em doses subletais, interferem na diferenciagdo de osteoblastos e
osteoclastos.

BELLOWS, HEERSCHE e¢ AUBIN® examinaram os efeitos do Al na proliferacio e
diferenciagdo celular, e na formacao ossea usando cultura celular de osteoblastos de calvaria
de ratos. A presenca de aluminio diminuiu significativamente a viabilidade das células aos 13
dias. A toxicidade foi maior nos pocos contendo maior quantidade do elemento. Ao final do
experimento, 300 pg de Al promoveram a desintegracdo dos nodulos calcificados e da matriz.
A ALP, por sua vez, esteve aumentada em todas as fases, enquanto a proliferacao foi
prejudicada. Segundo os autores, estes resultados indicam que o Al altera a regulacdo da
transicao entre a proliferagdo celular e a diferenciacdo. Porém, em longo prazo, mostrou ser

citotoxico de maneira dose-dependente.
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Em 2001, VERMES et al.*’ estudaram a os efeitos de particulas de metais ¢ de
polimeros nas fungdes dos osteoblastos MG63. As células foram cultivadas com particulas de
Ti, de liga de Ti e de polimeros com dimensodes fagocitaveis (menos de 3 um). As células
fagocitaram as particulas e tornaram-se saturadas em 24 horas. A proliferacao celular foi
afetada negativamente de uma maneira dose-dependente. As particulas estimularam os
osteoblastos a liberarem 11-6 e a reduzirem a sintese de coldgeno tipo 1. As fungdes suprimidas
dos osteoblastos, porém, puderam ser compensadas por certos fatores de crescimento, como o
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) [ e o TGF 81.

LOHMANN et al.”' examinaram se a alumina, o 6xido de zircénio e particulas de
polimetilmetacrilato (PMMA) exercem efeitos no comportamento de células MG-63. As
c€lulas foram cultivadas com meio de cultura acrescidos das particulas, com tamanhos
inferiores a 3 pm. Apds 24 horas, através de MEV pode-se observar células fagocitando
alumina e exibindo alteracdes ultra-estruturais. A proliferacao, atividade de fosfatase alcalina
e nivel de TGF-bl apresentaram-se reduzidos. Por outro lado, o 6xido de zirconio e as
particulas de PMMA aumentaram a proliferagdo celular e a atividade de fosfatase alcalina.
Estes resultados sugerem que parece ocorrer uma supressdo da funcdo celular quando as
células estdo em contato com particulas de alumina.

CASSINELLI et al."” verificaram os efeitos da composi¢do quimica superficial sobre
osteoblastos (SaOS-2). As amostras de Ti receberam procedimentos de limpeza superficiais,
sobrando apenas uma superficie livre de tratamento, que foi considerada controle (C). A
citotoxicidade foi realizada medindo-se a adesdo celular. A superficie C apresentou os piores
resultados. Verificou-se que esta apresentava residuos de dleos lubrificantes. Para os autores,
a influencia da composi¢do superficial sobre o comportamento celular pode ser superior a

rugosidade.
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MULLER et al.®! estudaram o percentual de MBC apés o jateamento da superficie de
implantes com alumina ou bioceramicas. Vinte e sete coelhos foram usados no estudo e as
analises foram feitas apos 7, 28 e 84 dias da instalacao dos implantes. Os resultados de MBC
aos 28 dias foram superiores com o uso de alumina, que promoveu uma superficie mais
rugosa. Porém, aos 84 dias mais osso foi encontrado no grupo das bioceramicas. Segundo os
autores, a topografia teve um maior impacto inicial. O jateamento com as bioceramicas
promoveu, provavelmente, uma superficie bioreativa que possibilitou uma melhor resposta em
longo prazo.

PIATTELLI et al.*® estudaram a influencia do uso de implantes com Al residual nas
suas superficies, utilizando coelhos. Quarenta e oito implantes foram jateados com particulas
de alumina de 100-120 pm, a 5 atm de pressdo, por 1 minuto. Deste total, vinte e quatro
implantes foram submetidos a um processo de descontamina¢do em ultra-som e formaram o
grupo controle. Cada animal recebeu dois implantes de cada grupo. Apds 4 semanas os
animais foram sacrificados e os implantes removidos. Foram feitas as seguintes analises:
quantificagdo das particulas na superficie dos implantes, contato osso-implante e células
multinucleadas ou osteoclastos presentes na superficie ou em at¢ 3 mm de distancia. Os
resultados mostraram uma presenca significativa de Al residual em rela¢do ao controle, porém
nao foram encontradas diferengas no contato osso-implante ou na presenca de osteoclastos.
Portanto, segundo os autores, o Al residual na superficie dos implantes de Ti ndo tem efeito na
osseointegragdo, em coelhos.

ROSA e BELOTI™ avaliaram o efeito da rugosidade superficial ¢ da composicdo
quimica do Ti na adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos de ratos. As células
foram cultivadas em Ti cp ou em uma liga composta de Ti, Al e V. Quatro rugosidades
diferentes, apds jateamento com alumina, com particulas de diferentes tamanhos, foram

estudadas. A adesdo celular ndo foi afetada pela composi¢do quimica nem pela rugosidade. A
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proliferagcdo celular e a diferenciagao (atividade de ALP e formacao de nddulos calcificados)
foram afetadas apenas pela composi¢do quimica. O Ti cp apresentou uma melhor resposta
biologica, pois a atividade de fosfatase alcalina e a formagao de nodulos calcificados foram
maiores neste material. Estes resultados sugerem que o Ti cp otimiza a diferenciagdo dos
osteoblastos de ratos. Os piores resultados encontrados na liga podem ser provenientes de um
possivel efeito citotoxico do Al oudo V.

Em 2004, GUIZZARDI et al.** verificaram se diferentes tratamentos superficiais tém
influéncia na resposta de osteoblastos humanos de mandibula. Seis tratamentos diferentes
foram realizados: P — polimento, TPS, C100 e C150- jateamento com alumina (100 e 150 pum,
respectivamente) e ataque acido e B60 e B120 - jateamento com 6xido de zirconio (60 e 120
um, respectivamente). As caracteristicas superficiais foram estudadas por MEV e
rugosimetro, e a presenga de substancias residuais foi determinada por espectroscopio Raman.
As células foram cultivadas por 1, 6 e 12 dias para o estudo da proliferagdo e atividade de
fosfatase alcalina. As superficies jateadas e tratadas por acido apresentaram melhores
performances que as polidas e TPS. Porém, as superficies B60 e B120 foram superiores as
C100 e C150, mesmo apresentando rugosidades semelhantes. Segundo os autores, a presenca
de alumina, detectada pelo espectroscopio, pode explicar os resultados inferiores das
superficies C100 e C150.

DINIZ et al.”> caracterizaram paradmetros relativos a superficies de Ti submetidas a
jateamento com alumina por meio de processamento e analise digital de imagem no programa
KS400. Trés imagens digitais obtidas em MEV de amostras jateadas e tratadas com HF a 4%
foram processadas e analisadas para obten¢do de parametros digitais e quantificagdo da
alumina residual. Os pardmetros estudados foram area total ocupada pela alumina, perimetro
das particulas e o fator de forma circular. Observou-se que o tratamento quimico com HF

removeu de maneira significativa a alumina, porém residuos foram identificados pelo EDS. A
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area total ocupada pela alumina nas amostras foi de 0.7%, o perimetro médio foi de 81.61 um
e a média do fator de forma circular foi de 0.60.

SADER et al.”® estudaram o efeito de 3 tratamentos distintos, realizados em superficie
de Ti, sobre a adesdo, proliferacao e diferenciacdao de osteoblastos de camundongos. O uso da
lixa (SiC 600) promoveu ranhuras paralelas. O jateamento com alumina (65 um) acarretou em
uma superficie rugosa, contendo alumina, que nao foi quantificada. A aplicacao do HF a 4%
por 60 s promoveu uma superficie regular. Células de fémur dos animais foram cultivadas
sobre as superficies. Observou-se que os osteoblastos aderiram em todas as superficies.
Porém, nas superficies rugosas eles nao se espalharam completamente. Além disso,
adquiriram uma morfologia poligonal e apresentaram uma proliferacdo reduzida. Os autores
afirmaram que as superficies rugosas alteraram o comportamento celular, porém sem bloquear

seu fenotipo. Ja a presenca da alumina nao afetou o comportamento dos osteoblastos.

3. PROPOSICAO
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Os objetivos do presente estudo sdo:

1. Caracterizar amostras de titdnio com diferentes tratamentos mecanicos e/ou quimicos pelo

estudo da topografia e da composi¢ao quimica das superficies.

2. Verificar os efeitos das amostras de titanio, com rugosidades distintas e quantidades
variadas de alumina, na adesao, proliferacao e diferenciagdo de osteoblastos derivados de osso

alveolar humano, e na formacao de matriz mineralizada.

4. MATERIAIS E METODOS
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Preparacgado das superficies de titdanio

As superficies de Ti foram preparadas no Laboratério de Engenharia Mecénica da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Foram utilizadas duas chapas de Ti grau 2 com
250 x 250 mm de lado e 1 mm de espessura. Uma das chapas foi jateada com o6xido de
aluminio (Al,Os; — alumina), com os seguintes pardmetros: particulas com granulometria
média de 65 pm, pressdo de jateamento (suc¢do — indireta) 414 kPa (ou 4 atm), distancia do
bico para as chapas 30 cm, e angulo de 60° + 10, por 1 minuto. Em seguida, as chapas -
jateada e ndo jateada - foram cortadas em pequenas amostras de 9 x 9 mm de lado.

As amostras nao jateadas foram submetidas a tratamento manual com lixa
metalografica de SiC niimero 600 e pressdo constante por 10 segundos, sob dgua corrente.
Este procedimento visou padronizar a superficie destas amostras. Esta superficie, apenas
lixada, foi usada como controle.

Os dois grupos de amostras (lixadas e jateadas) foram entdo submetidas a tratamentos
quimicos com solugdes em duas etapas, como descrito no quadro 1, resultando em 5 tipos de
superficies:

L — somente lixada (controle),

L1 — lixada e tratada pelo HF a 4% por 60 s mais HF a 4%/H>0, a 8% por 15 s,

J — somente jateada com alumina,

J1 - jateada com alumina e tratada pelo HF a 4% por 13 s mais HF a 4%/H,0, a 8% por 15 s,

J2 —jateada com alumina e tratada pelo HF a 4% por 60 s mais HF a 4%/H,0, a 8% por 15 s.
Quadro I: Superficies e condigdes empregadas no ataque quimico das amostras de titdnio

Superficies Composicao e condi¢cdes de ataque
1* etapa: HF a 4% em volume por 60 segundos, em capela a

temperatura ambiente;

Ll1ej2

2% etapa: HF a 4% em volume e H,O, a 8% em volume durante 15
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segundos, em capela a temperatura ambiente.

1* etapa: HF a 4% em volume por 13 segundos, em capela a
temperatura ambiente;
J1

2% etapa: HF a 4% em volume e H,O, a 8% em volume durante 15

segundos, em capela a temperatura ambiente.

Todas as amostras foram entdo submetidas a um processo de limpeza metalografica,
com o objetivo de remover gorduras, graxas ou outras impurezas, oriundas do processo de
preparagdo das amostras. As amostras eram colocadas em ultra-som com acetona pro-andlise
(PA), alcool 70% e agua destilada, respectivamente, por 15 minutos cada. Posteriormente,
todas eram levadas a estufa por 24 horas, a 37° C. Para esterilizagdo, as amostras foram
embaladas em envelopes auto-selantes (Medstéril, Sdo Paulo, Brasil). As amostras foram
esterilizadas em autoclave modelo 2340 MK (Tuttnauer, Sdo Paulo, Brasil) a 121° C por 20

minutos, em 103 kPa, seguindo recomendacao padrao para esterilizagﬁo”.

Caracterizagdo das superficies de titanio

Caracteristicas topograficas

Os corpos de prova foram analisados por Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV), modelo DSM 960, (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), operando a 20 kV, 80 pA e
distancia de trabalho de 13 mm, para estudar as caracteristicas morfoldgicas das diferentes
superficies. Foram obtidas imagens, por operador “cego”, de maneira aleatdria, detectadas de
elétrons secundarios (SE) para observar as diferentes morfologias superficiais decorrentes dos

tratamentos distintos. Foram utilizados aumentos de 200 e 1000 vezes. Adicionalmente,
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imagens foram geradas a partir da detec¢ao de elétrons retroespalhados (BSE), com aumento
de 200 vezes, para tentar identificar os residuos de aluminio na superficie das amostras
jateadas por alumina, pois elementos de numero atomico menor (Al = 13 vs Ti = 22)

. y . 24
aparecem na imagem em MEV como areas mais escuras” .

Rugosidade

Para o estudo da rugosidade média das superficies (parametro Ra), foi utilizado um
rugosimetro, modelo SJ 201P (Mitutoyo, Miyazaki, Japao), com ponta de diamante e
capacidade da unidade de leitura de 0.01 a 100 pum. Foram realizadas 10 medidas horizontais
e 10 verticais, de 4 mm cada, em 3 amostras distintas de cada grupo, totalizando 60 leituras

por grupo.

Composicao quimica (EDS)

A composicao quimica das superficies das amostras de Ti, com diferentes tratamentos,
foi estudada no mesmo aparelho de MEV citado anteriormente que ¢ dotado de um sistema
analitico de espectroscopia por dispersdo de energia (EDS). Este teste foi realizado para
confirmar a presenca de alumina residual, identificada nas imagens (modo BSE) como regides

mais escuras.

Quantificacio da alumina residual através do processamento e analise digital de imagem

(KS400)



50

As amostras de Ti que apresentavam alumina residual na sua superficie, identificada
pelo EDS, foram submetidas a processamento e andlise digital de imagem no programa
KS400 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Foram analisadas trés amostras distintas por grupo.
Dez imagens foram obtidas aleatoriamente de cada uma delas, por operador “cego”, em
MEV, modo BSE, formato TIFF (512x480 pixels), totalizando trinta
imagens por grupo. As imagens, entdo, foram processadas ¢ analisadas no programa para
a obtencdo de parametros digitais e quantificagdo da fase residual da alumina. A andlise
digital foi realizada por apenas um examinador experiente. As imagens foram filtradas
para reduzir ruido eletronico e discriminadas por processo de
segmentacdo adaptativa® para identificar as regides mais escuras.
Posteriormente, foi estabelecido como parametro a deteccao somente de objetos (residuos de
alumina) com dimensado acima de 15 pixels de tamanho.

A érea média ocupada pela alumina foi estabelecida por apenas um avaliador (“cego”).
Além disso, também foram estudados o didmetro médio das particulas € o nimero de regides

de alumina.

Biocompatibilidade “in vitro”

Cultura de células

Foram obtidos fragmentos (explantes) de osso alveolar humano, de um doador
saudavel, com 37 anos de idade, que fora submetido a procedimento cirtirgico oral de rotina,

realizado na Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, apos
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aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (processo 2003.1.1274.58.3). As células dsseas
foram isoladas e cultivadas de acordo com uma combinacao de dois métodos descritos na
literatura™ *’. Os explantes de osso alveolar foram transportados em tubos de centrifuga
estéreis, contendo meio para transporte composto de: 38 ml de Meio Minimo Essencial (a-
MEM - Gibco, NY, EUA), 2 mL de Gentamicina (10.000 ug/ml - Gibco, NY, EUA) e 500 uL
de Fungizone (250 pg/ml - Gibco, NY, EUA). Em fluxo laminar, os explantes eram colocados
em placas de Petri autoclavadas e triturados com trituradores de osso. Posteriormente, o
material era transferido para tubos de centrifuga, contendo 5 ml de colagenase tipo II (Gibco,
NY, EUA) (1 mg/1 ml de PBS), filtrada com seringa e filtro. Os tubos entao eram colocados
em banho-maria a 37°C, sob agita¢do constante, para iniciar o processo de digestdo. Apds 30
min, o sobrenadante era removido e transferido para um outro tubo de centrifuga, contendo
uma quantidade igual de Meio Total Suplementado (MTS)', para inativar a colagenase. Uma
nova aliquota de colagenase tipo II era adicionada ao explante e levada novamente ao banho-
maria, repetindo todo o processo mais 5 vezes. As fragdes 1 e 2 eram descartadas, e as 4
restantes eram centrifugadas a 200 g, por 5 min.

As células derivadas do osso alveolar e os explantes eram entdo cultivados em garrafas
de 75 cm? (Falcon, NJ, EUA), contendo MTS, mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umida
com 5% de CO; até a subconfluéncia, quando eram removidas com 1mM de EDTA (Gibco,
NY, EUA) associado a 0.25% de tripsina (Gibco, NY, EUA). As c¢lulas, sempre na primeira
passagem, eram entdo transferidas para placas de 24 pogos (Falcon, NJ, USA), contendo as
amostras de Ti, na quantidade de 2x10* células/amostra por pogo, para a realizacdo dos
experimentos. Foram utilizadas 4 amostras de cada grupo para cada avaliacdo realizada. Pogos

sem amostras de Ti foram utilizados para controle das condigdes de cultura.

' 200 ml de Meio basico contendo: 170 ml de a-MEM — Gibco, 30 ml de Soro Fetal Bovino — Gibco, 1 ml de
Gentamicina — Gibco e 240 ul de Fungizone — Gibco,suplementado com 2 ml de Dexametasona 10 M (Sigma,
MO, EUA) e 2 ml de B-glicerofosfato (Sigma).
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Morfologia celular por fluorescéncia direta e localizacdo de proteinas da matriz

extracelular nio-colagena (fibronectina — FN) por imunofluorescéncia indireta

Para a imunolocalizagdo da FN, as células foram cultivadas por 24 horas sobre as
diferentes superficies de Ti. As amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4%
em tampao fosfato a 0.1 M, pH 7.2, por 10 min a temperatura ambiente. As células foram
entdo rotineiramente processadas para imunofluorescéncia, como descrito por OLIVEIRA et
al.%. Resumidamente, a permeabilizagdo foi feita com solugdo de Triton X-100 a 0,5%, em
tampao fosfato, durante 15 min, seguida de bloqueio com leite desnatado a 5%, em PBS,
durante 30 min. Foi incubado anticorpo monoclonal primario para detecgao de FN (1:100,
clone IST-3, Sigma, MO, EUA), por 1 hora, seguido de anticorpo secundario conjugado
fluoréforo (1:200, Alexa Fluor 594, Molecular Probes, OR, EUA) (em vermelho) por 50
minutos. Para a visualizacdo dos limites celulares ¢ dos nucleos de células foram utilizados,
respectivamente, faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, OR, EUA)
(em verde), 1:200, e “4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride” (DAPI, Molecular
Probes, OR, EUA) (em azul) a 300 nM, por 5 min. A substitui¢do dos anticorpos primarios
por PBS foi usada como controle negativo. Ap6és montagem de laminula de vidro sobre os
discos, com meio de montagem ‘“antifade” (Vectashield, Vector Labs, CA, EUA), as
marcacdes foram analisadas por epiluminacdo em microscopio de fluorescéncia (Leica,
Bensheim, Alemanha).As imagens adquiridas por camera digital (Leica DC 300F), por um

operador “cego”, foram armazenadas em arquivo TIFF.

Adesao celular
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Para a avaliacao da adesao celular, as células foram cultivadas por 24 horas. Os pogos
eram lavados trés vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, Gibco, NY, EUA),
aquecida a 37°C, para remover as c€lulas nao aderidas. Em seguida, os pogos eram
preenchidos com 1,5 ml de uma solugdao de EDTA a 1 mM, colagenase a 1,3 mg/ml e tripsina
a 0,25% (Gibco, NY, EUA) para remover as cé¢lulas aderidas, etapa que foi monitorada pela
observagao em microscopio de fase invertido (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Para este
procedimento, uma solugdo contendo 19 ml de tripsina (Gibco, NY, EUA) a 0.25%, 1 mM de
EDTA (Gibco, NY, EUA) e 0.5 ml de colagenase tipo II - (1.3 mg/ml — Gibco, NY, EUA) foi
preparada. Apds 10 minutos a 37°C, 0.5 mL de MTS era colocado em cada pogo para inativar
a solug@o. Amostras de 50 pl desta mistura eram transferidas para um hemocitometro
(Housser Scientific Company, PA, EUA), observadas em microscopio de fase invertido e
contadas. A adesao celular foi determinada pela porcentagem de células aderidas, em relagao

ao numero inicial de células plaqueadas (2 x 10 células/amostra).

Proliferaciao Celular

Ao final de 1 e 10 dias, o nimero de células foi contado como descrito para a adesao
celular. Em 10 dias, aliquotas de 100 [11 da suspensdo de células foram misturados com o
mesmo volume de azul de Tripan a 1% (Sigma, MO, EUA) e as células viaveis e ndo-vidveis
foram detectadas utilizando um hemocitometro (Housser Scientific Company, PA, EUA). A
proliferacdo foi expressa como “doubling time”, ou seja, o tempo necessario para o nimero de
células dobrar entre os dias 1 e 10, como descrito por PATTERSON Jr.% e a viabilidade como
% células viaveis.

Para o “doubling time”, foi usada a seguinte formula:
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Numero de horas

logs (A) —logy (B)

“A” representa o numero final de células aderidas, contadas no dia 10, e “B”
representa o numero inicial de células aderidas, contadas apds 24 horas. O nlimero de horas ¢

216 (240 — 24).

Conteudo de proteina total

A dosagem de proteina total foi realizada aos 7, 14 e 21 dias em cultura, seguindo o
método de LOWRY et al.>*. Ap6s a remogdo do meio de cultura, os pogos eram lavados trés
vezes com PBS aquecida a 37°C e preenchidos com 2 ml de dgua deionizada. As amostras
eram submetidas a 5 ciclos de choque térmico, cada um consistindo em 20 min a -20°C e 15
min a 37°C. Ao final dos ciclos, 1 ml do lisado de células de cada poco era transferido para
tubos de ensaio, misturado com 1 ml de solugdo de Lowry (Sigma, MO, EUA) e deixado em
repouso a temperatura ambiente por 20 min. Apos esse periodo, era adicionado a cada tubo
0,5 ml da solucdo de reagente de fenol de Folin e Ciocalteau (Sigma, MO, EUA). Os tubos,
entdo, eram deixados em repouso a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, a
absorbancia de cada tubo foi medida em um espectrofotometro (CE3021, Cecil, Cambridge,
Inglaterra) utilizando o comprimento de onda de 680 nm. A concentragdo de proteina total em
cada poco foi calculada a partir de uma curva padrao feita com albumina bovina (Sigma, MO,
EUA).

Para o contetido de proteina total ser expresso em pg/ml foi empregada a seguinte

formula:
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Leitura da amostra x FATOR = pg de proteina/ml.

O fator foi calculado a partir de varios teste de curva padrao realizados com albumina
bovina (dados nao apresentados). Foram feitas 5 leituras no espectrofotdmetro com
quantidades conhecidas da proteina (variando de 25 a 400 pg/ml).

A média encontrada para estas leituras foi de 198, sendo este, portanto, o fator de

normalizagao.

Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de ALP foi medida através da libera¢do de timolftaleina pela hidrélise do
substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando um kit comercial (Labtest Diagnostica SA,
MG, Brasil), seguindo as instru¢des do fabricante. Foram utilizados tubos de ensaio branco,
padrdo e testes. Em todos os tubos eram adicionados 50 pl de substrato e 0,5 ml de tampao
dietanolamina a 0,3 mmol/ml, pH 10.1. No tubo padrdo, foram acrescentados 50 pl da solucao
padrdo. Os tubos eram mantidos a 37°C por 2 min. Em seguida, era adicionado, em cada tubo
teste, 50 pl do lisado de células dos mesmos pogos utilizados para medida da proteina total.
Os tubos eram mantidos a 37°C por 10 minutos. Apds esse periodo, eram adicionados em
todos os tubos (branco, padrdo e testes), 2 ml do reagente de cor (Na,CO; 0,09 mmol/ml e
NaOH 0,25 mmol/ml). Em seguida a absorbancia era medida em um espectrofotometro
(CE3021 — Cecil, Cambridge, Inglaterra) utilizando o comprimento de onda de 590nm. A
atividade de ALP, umol de timoftaleina/h/ml, foi calculada a partir da medida do tubo padrao.

Os resultados inicialmente foram expressos em U/L, de acordo com a formula 1:
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A = _Absorbancia do teste ~ x 45 (constante do fabricante)

Absorbancia do padrao

Para expressa-los em pMoltimolftaleina/h/ml foi utilizada a formula 2:

B= A x 60 (min)

1000 (mL)

A atividade de ALP foi normalizada pelo conteudo de proteina total. Para isso, foi

utilizada a formula 3:

Fosfatase (uMol timolftaleina/h/mg de proteina): B x 1000

ug de proteina/mL (poco)

Formacg¢ao da matriz mineralizada

Apos 21 dias de cultura, as células eram lavadas 3 vezes em PBS a 37°C. Apods estes
procedimentos, eram acrescentados aos pocos 2 ml de formaldeido a 10%, para fixacdo do
material. As placas eram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormente era
promovida a desidrata¢do, com uma seqiiéncia de banhos em alcool 30%, 50%, 70% e 96%,
por 1 hora cada. Eram colocados 2 ml de alcool por vez nos pogos. No final, os 2 ml do alcool
96% eram removidos e as placas eram deixadas em temperatura ambiente para secagem. Apos
a secagem, 2 ml de corante vermelho de alizarin (Sigma, MO, EUA), na concentragdo de 2

mg/ml (diluido em agua destilada) eram colocados nos pogos. O corante, que cora nddulos
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ricos em Ca, era mantido nos recipientes por 10 min. Apos este tempo, os pogos eram lavados

em agua corrente. As placas eram deixadas para secagem em temperatura ambiente.

Quantificacio da matriz mineralizada por processamento e analise digital de imagem

(KS400)

Imagens foram obtidas em MEV (aumento 1000X) e a presenca do Ca e P foi avaliada
pelo EDS.

Para quantificacdo da matriz mineralizada, dez imagens eram capturadas de forma
aleatoria de cada amostra, por operador “cego”, sendo 4 amostras por grupo (n= 40), com
camera digital Leica (DC 300F) acoplada em microscopio de fluorescéncia (Leica, Bensheim,
Alemanha) com aumento padrao de 10 vezes, e armazenadas em formato TIFF (512x480
pixels). As imagens eram entdo submetidas a processamento e analise digital no programa KS
400 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Novamente a andlise digital foi realizada por apenas um
examinador experiente. AS imagens foram filtradas para reduzir ruido eletronico
e discriminadas por processo de segmentacdo adaptativa® para identificar
as regioes destacadas em vermelho.

A 4rea média ocupada pela matriz mineralizada foi estabelecida por apenas um
avaliador (“cego”). A quantificacdo dos nodulos foi calculada como porcentagem da area total
das amostras de Ti.

Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). Na
comparagdo entre varios grupos (3 ou mais), optou-se pela analise de varidncia (ANOVA),

que foi complementada pelo teste de comparagdo multipla de Duncan. O teste t para amostras
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independentes foi usado quando apenas dois grupos distintos foram comparados. O valor de p

foi estabelecido em 0.05.

5. RESULTADOS

Caracteristicas topograficas (MEYV)
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A figura 1 mostra os aspectos micrograficos gerais das superficies estudadas, obtidos
em MEV, modo SE, aumento de 200 X. Na figura 1A, pode-se observar a morfologia
superficial do Ti sem tratamento algum. Esta superficie ndo foi estuda por nao apresentar um
padrao de rugosidade. Dentre todas as outras superficies analisadas, a tUnica com
caracteristicas anisotropicas foi a superficie L, que apresentou uma orientacdo preferencial
(figura 1B), apds o processo de lixamento. Na figura 1C, pode-se observar que a aplicacao do
HF eliminou a orientacao preferencial das ranhuras promovidas pelo lixamento, conferindo a
esta superficie (L1) uma caracteristica isotropica. Apoés o processo de jateamento com
alumina, pode-se observar uma superficie (J) isotrdpica bastante irregular, com gumes
evidentes por toda a sua extensdo (figura 1D). O ataque com HF, por 13 s (J1 - figura 1E) e 60
s (J2 - figura 1F), tornou as superficies mais homogéneas e regulares, mantendo a rugosidade

aparente.

Figura 1. Aspectos micrograficos das superficies de titanio. Figura 1A: sem fratamento.
Figura 1B: lixada (L). Figura 1C: lixada e atacada com HF a 4% por 60 segundos (L1).

Figura 1D: jateada com alumina (J). Figura 1E: jateada e atacada com HF a 4% por 13
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segundos (J1). Figura 1F: jateada e atacada com HF a 4% por 60 segundos (J2).
Aumento original: 200 X, modo SE.

Os aspectos micrograficos das superficies podem ser observados com mais detalhes na
figura 2 (aumento 1000 X, modo SE). A falta de um padrao, na superficie sem tratamento,
torna-se mais evidente (figura 2A). As ranhuras decorrentes do primeiro tratamento mecanico,
apenas com lixa (L), podem ser melhor visualizadas na figura 2B. Na figura 2C, pode-se
verificar nitidamente a a¢do do HF na superficie, removendo as orientacdes preferenciais
oriundas do lixamento. Na figura 2D, pode-se ver com bastante detalhe o resultado do
jateamento com alumina (J). Os gumes e depressdes sao bem evidentes. A aplicagdo do HF
por 13 s (J1) e por 60 s (J2) tornou as superficies mais regulares ¢ homogéneas, como pode ser

visto nas figuras 2E e F, respectivamente.
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Figura 2. Aspects crogrﬁcos das superficies de titdnio em maior aumento. Figura
2A: sem tratamento. Figura 2B: L. Figura 2C: L1. Figura 2D: J. Figura 1E: J1. Figura
2F: J2. Aumento original: 1000 X, modo SE.

Rugosidade

A rugosidade das superficies testadas, observadas nas figuras 1 e 2 (exceto a sem
tratamento), obtida ap6s as 60 leituras de cada grupo, encontra-se na tabela 1. Pode-se
observar uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA: F= 1553.79;
p< 0.0001). O teste de comparagdo multipla de Duncan mostrou que ndo havia diferenca entre
as superficies J, J1 e J2. No entanto, J, J1 e J2 eram estatisticamente mais rugosas que L e L1.
Pode-se observar também que a superficie L apresentou a menor rugosidade entre todas
superficies. Apds a aplicagdo do HF, houve uma alteragdo na topografia superficial,
aumentando significativamente a rugosidade, pois L1 é maior que L. Este fato ndo foi

observado nas superficies jateadas (tabela 1).



Tabela 1. Média (=DP), em um, da rugosidade (Ra) das diferentes superficies.

L L1 J J1 J2
n= 60 n= 60 n= 60 n= 60 n= 60
*Ra 0.25 (+0.006) 0.52 (£0.04) | 1.00 (£0.07) | 0.98 (£0.03) | 0.99 (£0.08)

*Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. J=J1=J2>L1>L.

Composiciao quimica (EDS)
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A alumina foi facilmente visualizada nas imagens em MEV, modo BSE, na superficie

J (figura 3A), apresentando-se como regides mais escuras. Embora o ataque de HF a 4% por

13 segundos (J1) tenha removido significativamente a alumina, este contaminante ainda podia

ser observado (figura 3B). Na figura 3C, que corresponde a superficie jateada e atacada com

HF a 4% por 60 segundos (J2), a alumina ndo foi visualizada, indicando a eficicia deste

tratamento quimico na remog¢ao do contaminante.
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Figura 3. Aspectos micrograficos das superficies jateada (J — em A), jateada e atacada
com HF por 13 segundos (J1 — em B) e jateada e atacada com HF por 60 segundos (J2 —
em C). Notar as regides escuras em A e B que correspondem a presenca de
contaminantes. Aumento original: 200 X, modo BSE.

A andlise semiquantitativa (EDS) confirmou a presenca de aluminio somente nas
amostras dos grupos J e J1, figura 4A e 4B, respectivamente. No outro grupo (J2), este

elemento ndo foi detectado (figura 4C).
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Full zcale = 3.15 k counts Full scale = 6.66 k counts Full zcale = 12.0 k counts

Figura 4. Espectros de EDS das superficies jateadas. Pode-se observar a presenca de Al
em A (grupo J) e em B (grupo J1). Em C, que corresponde a superficie jateada e atacada
por HF a 4% por 60 segundos (grupo J2), este elemento nao foi detectado.

Quantificacio da alumina (KS400)

Os resultados obtidos da 4rea ocupada pelas particulas residuais nas trinta imagens dos
grupos J e J1 foram analisados apos o processamento e a andlise digital das imagens (figura
5). Nesta figura, em A, pode-se observar uma imagem representativa, obtida da superficie J. A
presenca marcante do contaminante (alumina), como regides mais escuras, pode ser
facilmente visualizada. A figura 5B mostra uma imagem representativa da superficie J1, onde
também se pode perceber a presenga da alumina, embora em menor nimero. Para promover a
analise das imagens pelo KS400, foi realizado o processamento da mesma, conforme descrito
anteriormente, selecionando apenas regides acima de 15 pixels (figura 5C e D). No final, com
a inversdo dos tons (claro/escuro — binarizagdo), as imagens estavam prontas para a analise

digital (figura 5E e F). Este processo foi repetido em todas as imagens.



Figura 5. Aspectos micrograficos das superficies J e J1. Em A e B, imagens iniciais das
superficies. Em C e D, identifica¢do das regides acima de 15 pixels. Em E e F, inversdo
dos tons (claro/escuro - binarizagdo) e quantificagdo da alumina. Aumento original: 200
X, modo BSE.
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A anélise digital mostrou que as superficies J e J1 apresentaram valores para a area
média ocupada pela alumina de 9.72% (+0.50) e 0.22%.(20.13), respectivamente (tabela 2). A
diferenca encontrada entre as superficies foi significativa (p< 0.0001). O nimero de regides
também apresentou uma reducdo significativa (p< 0.0001) com a aplicagdo do HF, porém o

perimetro das particulas manteve valores semelhantes (p> 0.05) (tabela 2).

Tabela 2. Média (+DP) dos valores da area, didmetro das particulas e nimero de regides
ocupadas pela alumina nas diferentes superficies.

Grupos Area (%) Didmetro (um) Numero de regioes
n=30 n=30 n=30
J 9,72 (£0,50)* 11,66 (+7,47) 521,07 (£20,84)*
J1 0,22 (+0,13) 10,94 (£6,21) 11,07 (£6,03)

Obs. Nos grupos L, L1 e J2 a alumina ndo foi detectada.
*Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos J e J1.

Biocompatibilidade “in vitro”

Morfologia celular por fluorescéncia direta e localizacdo de proteinas da matriz

extracelular nao-colagena (fibronectina — FN) por imunofluorescéncia indireta

Através da imunolocalizacdo da FN, pode-se identificar este componente da matriz
nao colagena, em vermelho, indicando a participagcdo ativa desta glicoproteina na adesao
celular. Com a marcagdo adicional da actina (citoesqueleto), em verde, e dos nucleos, em azul,
pode-se visualizar a forma das células aderidas a superficie nao-transparente dos discos de Ti.
No final, devido as diferentes coloragdes, pode-se perceber que as células apresentavam-se
aderidas e espalhadas, apresentando nucleos proeminentes e redondos em todas as superficies

testadas, sem uma diferenca aparente entre elas (figura 6).
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Figura 6. Aspectos morfologicos das células osteoblésticas nos diferentes materiais apos
24 horas. Superficies L(A e B), L1 (CeD),J(EeF),J1 (GeH)elJ2 (Ie]J). Notar que nao
parece haver diferengas morfoldgicas nas superficies distintas. De maneira geral, as células
apresentam-se espalhadas (citoplasma em verde), com nucleos proeminentes ¢ redondos
(em azul), e aderidas (FN em vermelho). Sdo observados numerosos contatos entre as
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membranas celulares de células adjacentes. Aumentos originais: 20 ¢ 40 X (coluna da
esquerda e coluna da direita, respectivamente).
Adesao celular

A adesdo celular ndo foi afetada pelas diferentes superficies de Ti (ANOVA: F=2.21;

p=0.12). Os dados sdo apresentados na figura 7.

Adesao Celular

45,00

40,00 - T
35,00 - T
30,00 - T

25,00 -

20,00 -
15,00
10,00 -
5,00
0,00 -

(1]

L L1 J J1 J2

Superficies

Figura 7. Média (e DP) da adesdo celular (n= 4). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (p= 0.12).
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Proliferacao celular

A proliferagdo celular ndo foi afetada pelas diferentes superficies de Ti (ANOVA:

ANOVA: F=1.45; p=0.27). Os dados sao apresentados na figura 8.

Proliferagao celular 1 - 10 dias

56,00
54,00 - {
52,00 -

50,00 -
48,00 -
46,00 -
44,00 -

Horas

L L1 J J1 J2

Superficies

Figura 8. Valores médios (e DP) do doubling time (n= 4). Nao foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos (p= 0.27).
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Viabilidade celular

A viabilidade celular nao foi afetada pelas diferentes superficies de Ti (ANOVA: F=

0.16, p=0.95). Os dados sao apresentados na figura 9.

Viabilidade - 10 dias

120,00
« 100,00 1
[<P] o I _—
& 80,00 -
=
= 60,00 -
El
© 40,00 -
S 20,00
0,00
L L1 J J1 J2
Superficies

Figura 9. Média (e DP) de células viaveis (n= 4). Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (p= 0.95).
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Contenado de Proteina Total

O conteudo de proteina total ndo foi afetado pelas diferentes superficies de Ti aos 7
dias (ANOVA: F= 2.83; p= 0.06), 14 dias (ANOVA: F= 2.83; p= 0.06) e 21 dias (ANOVA:
F= 2.83; p= 0.06). O conteudo de proteina total também nao foi afetado pelo periodo de
cultura (7 dias=14 dias=21 dias; ANOVA - L1: F=0.804, p=0.48, J: F=2.73, p=0.12; J1: F=
1.42, p= 0.29 e J2: F= 1.11, p= 0.37), exceto o grupo L, que apresentou um valor médio
estatisticamente superior no dia 14, em relacdo ao dia 21 (7=14 e 14>21, ANOVA: F= 7.54,

p=0.01). Os dados sao apresentados na figura 10.

Contetido de proteina total

140,00
120,00 -
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -

0,00 -

O 7 dias
B 14 dias
O 21 dias

ug proteina
/ ml

L L1 J J1 J2
Superficies

Figura 10. Média (e DP) dos valores do conteido de proteina total (n= 4).
Comparacdo entre os grupos: diferenca ndo significativa aos 7 (p= 0.06), 14 (p= 0.06)
e 21 dias (p= 0.06). Diferentes periodos: diferenca estatisticamente significativa em
fun¢do do tempo no grupo L (p=0.01). *7 dias=14 dias>21 dias.
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Atividade de ALP

A atividade de ALP nao foi afetada pelas diferentes superficies de Ti aos 7 dias
(ANOVA: F= 2.10; p= 0.13), 14 dias (ANOVA: F= 1.61; p= 0.22) e 21 dias (ANOVA: F=
1.88, p= 0.17). Porém, em todos os grupos houve um aumento significativo dos valores
médios desta enzima entre os dias 7 e 14, seguido de uma reducao significativa aos 21 dias
(7<14>21 dias; ANOVA - L: F=19.02, p= 0.001; L1: F=111.82, p< 0.001; J: F=40.03, p<
0.001; J1: F=86.76, p< 0.001 e J2: F=45.77, p< 0.001). Os dados sdo apresentados na figura

11.

Atividade de Fosfatase Alcalina

60,00
50,00 -

40,00 - @ 7 dias
30,00 - m 14 dias
20,00 - 021 dias
10,00 -
0,00 - ‘ ‘
L L6 J J1 J6

Superficies

pmol timolftaleina
/h/mg proteina

Figura 11. Média (e DP) da atividade de fosfatase alcalina (n= 4). Comparagdo entre
os grupos: ndo foram encontradas diferencas significativas aos 7 (p= 0.36), 14 (p=
0.29) e 21 dias (p= 0.24).Diferentes periodos: diferenca estatisticamente significativa
em fun¢do do tempo em todos os grupos (p< 0.001). 7 dias<14 dias>21 dias.
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Identificacido da matriz mineralizada (MEV/EDS)

Apo6s 21 dias de cultura, a analise qualitativa em MEV mostrou a presenca de uma

matriz mineralizada e de células nas superficies L, L1, J, J1 e J2 (figura 12 A, B, C, D e E,

respectivamente).

— -

20pm & i

Figura 12. Aspectos microgréﬁcos dos osteoblastos derivados de osso alveolar humano

e da matriz mineralizada sobre as superficies de Ti estudadas. Superficies: L (A), L1
(B), J(C),J1 (D) e J2 (E). Aumento original: 1000 X, modo SE.
A andlise por EDS mostrou claramente a presenca dos elementos Ca e P, confirmando

a presenca de matriz mineralizada em todas as superficies (L, L1, J, J1 e J2, respectivamente

na figura 12A, B, C, D e E). Além disso, pode-se observar a presenca do contaminante Al na

superficie J (figura 13 C).



superficie J (em C).

Quantificacdo da matriz mineralizada (KS400)

Figura 13. Espectros de EDS das superficies estudadas aos 21 dias de cultura.
Superficies: L, L1, J, J1 e J2 (A, B, C, D ¢ E, respectivamente). Notar que em todas as
superficies pode-se verificar a presenga de Ca e P. Notar também a presenca do Al na
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A érea média ocupada pela matriz mineralizada pode ser vista na tabela 3. A diferenca

encontrada entre os grupos foi significativa, apds a aplicacdo do teste ANOVA (F= 1553.79,

p< 0.0001). O grupo J apresentou o menor valor médio enquanto no grupo J2 a area média

ocupada pela matriz mineralizada foi significativamente superior aos demais grupos. Os

grupos L, L1 e J1 ndo apresentaram diferengas entre eles.

Tabela 3. Area média (+DP) ocupada pela matriz calcificada nas diferentes superficies.

Grupos L L1 J J1 J2
n= 40 n=40 n= 40 n= 40 n= 40
*Area 28.14 30.46 14.87 25.76 36.84
(%) (£5.27) (£9.51) (£9.55) (£5.26) (£7.03)
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*Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p< 0.0001). J<L=L6=J1<J6.
Na figura 14, pode-se verificar um exemplo do processamento e analise digital, no

programa KS400, realizado em uma imagem representativa da superficie J, com menor
quantidade de matriz mineralizada (figura 14 A, C e E) e em uma imagem representativa da
superficie J2, com o maior percentual de cobertura do Ti (figura 14 B, D e F). Esta anélise era

repetida em todas as imagens.
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Figura 14. Aspectos micrograficos das superficies J e J2. Em A e B, imagens iniciais das
superficies com nodulos corados por vermelho de alizarina. Em C e D, identificacdo das
regides. Em E e F, inversdo dos tons (claro/escuro - binariza¢do); imagens prontas para
quantificagdo. Aumento original: 40 X.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, o comportamento de osteoblastos derivados de osso alveolar
humano, cultivados sobre superficies de Ti com rugosidades distintas e quantidades variadas
de alumina, foi avaliado.

Para promover alteracdes na topografia de superficies de Ti, foram realizados
tratamentos mecanicos € quimicos, pois o processo de interacdo osso-implante pode ser
influenciado por diferentes materiais, desenhos e caracteristicas superficiais® . O lixamento foi
realizado para remover as imperfeicoes presentes nas amostras usinadas (figuras 1A e 2A), e
desta forma promover uma padronizacao destas superficies; com freqiiéncia sdo encontrados
riscos e outras imperfeicdes nestas superficies, em decorréncia do processo de usinagem, que
poderiam afetar os resultados®. A superficie lixada foi usada como controle. Posteriormente,
foi realizado um segundo tratamento mecanico: jateamento com alumina, para produzir uma
superficie rugosa. Foram usados grios de alumina de 65 um, pois segundo ELLINGSEN?®
uma superficie “0tima” pode ser criada com jateamento com particulas de 25 a 75 um.
WENNERBERG, ALBREKTSSON ¢ LAUSMAA™, comparando implantes jateados com
particulas destes dois tamanhos, encontraram melhores resultados, “in vivo”, quando usaram
particulas de 75 pum. No final, ambas as superficies, lixadas e jateadas, recebiam um
tratamento quimico com HF a 4% realizado em duas etapas. As superficies inicialmente eram
tratadas pelo HF a 4% por 13 ou 60 s, e logo ap6s eram colocadas em uma outra solucao
contendo HF a 4% mais H,O; a 8%, por 15 s. Segundo KAWAHARA42, a utilizagdao do H,O,
promove a obten¢do de superficies mais estaveis, através da imediata oxidag¢do dos sitios

expostos na superficie do Ti apds o ataque pelo HF.
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Depois da realizagdo dos diferentes tratamentos, as amostras de Ti foram submetidas a
procedimentos de caracterizagdo superficial. Imagens, em MEV, mostraram que o processo de
lixamento resultou em riscos com uma direcdo predominante (figuras 1B e 2B), o que,
segundo WENNERBERG et al.*, caracteriza uma superficie isotropica. J4 o jateamento com
alumina resultou em uma superficie bastante irregular, com gumes evidentes por toda sua
extensdo, embora sem uma dire¢ao predominante (anisotrépica) (figuras 1D e 2D). Observou-
se que a aplicagdo do HF a 4% por 60 s aumentou significativamente a rugosidade da
superficie lixada (figuras 2C e 3C) e removeu seus riscos (tabela 1). Portanto, o tratamento
com &cido tornou as superficies anisotropicas. Ja a aplicacdo deste acido por 13 ou 60 s, nas
superficies jateadas, ndo afetou a rugosidade (tabela 1), porém removeu seus gumes e tornou-
as mais regulares (figuras 1E e F ¢ 2E e F). Segundo DINIZ** e DINIZ et al.*®, essas
caracteristicas foram responsaveis pela melhor performance das superficies jateadas e tratadas
com HF a 4% na produgdo de matriz mineralizada. A rugosidade de trés superficies (J, J1 e
J2) ficou, em média, em torno de 1 um, valor que parece favorecer a resposta celular’ *°. As
demais superficies, L e L1, apresentaram rugosidades significativamente mais baixas (valores
médios de 0.25 e 0.52, respectivamente. Tabela 1).

Além de modificar a superficie e aumentar sua rugosidade, sabe-se que o jateamento
com alumina promove uma contaminacio superficial. DARVELL et al.*® verificaram que o Al
detectado na superficie de Ti era originario do processo de jateamento com alumina. Segundo
WENNERBERG et al.** tanto o jateamento com alumina como um implante de Ti-6Al-4V
podem ser fontes de Al. ANSELME et al.” verificaram que até mesmo a usinagem realizada
em liga de titanio (Ti-6Al-4V) produzia uma camada superficial enriquecida de Al. Quando
esta liga era jateada com alumina, a camada da superficie tornava-se mais espessa €
enriquecida com este abrasivo. Como a presenca da alumina pode ter efeitos teciduais

deletérios™, foi também objetivo do presente trabalho identifica-la e quantifica-la. A
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identificacao foi possivel pelo EDS, que detectou o Al apenas nas superficies J e J1 (figura 4A
e B, respectivamente). A quantificagdo foi realizada com o auxilio do programa KS400.
Estudos recentes tém usado com sucesso este método™ > *°. As medidas baseiam-se na
mensuracao dos pixels que compdem regides distintas presentes em uma imagem. Dois
processos sao fundamentais na utilizacao deste programa: o processamento, que no final gera
uma imagem binaria, e a analise da imagem que produz dados numéricos>. Estabeleceu-se
como parametro principal, no processamento da imagem, a identificacdo de regides acima de
15 pixels, pois abaixo desse valor eram nitidamente incluidas sombras decorrentes da
topografia superficial (dados nao apresentados). Observou-se que o tratamento mecanico com
alumina promoveu uma contaminagdo com este abrasivo (figuras 3A e 5A), que ocupou
9.72% (£ 0.5) da area superficial das amostras (figura SE e tabela 2). O HF a 4%, quando
aplicado por 13 s, foi capaz de remover de maneira significativa este contaminante da
superficie jateada, porém a eliminag¢do dos residuos sé ocorreu quando este acido foi aplicado
por 60 segundos (figura 3C), conforme também observado em EDS (figura 4C).

ApoOs a caracterizacdo, todas as amostras passaram por uma limpeza metalografica,
pois residuos superficiais, como o6leos lubrificantes e graxas, podem ser citotoxicos'’. As
superficies de Ti, apos terem sido esterilizadas em autoclave, foram utilizadas para o cultivo
de osteoblastos primdrios derivados de osso alveolar humano, visando estudar os efeitos das
diferentes topografias e composi¢des quimicas superficiais no comportamento destas células.
Segundo COOPER et al.?', a cultura de células fornece informagdes em nivel molecular e
celular que podem trazer melhorias no desenho de implantes e nos materiais usados em
implantodontia. Foram usadas culturas em primeira passagem, pois o fenotipo do osteoblasto
pode ficar alterado apds varias subculturas’™. Além disso, optou-se pelo uso de células de
cavidade bucal, porque osteoblastos de diferentes espécies animais e de diferentes

. - , . .. 41. 54 , . , . ~
localizagdes no corpo apresentam fendtipos distintos*" >*. A eficacia da técnica para extragio
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e cultivo de células de osso alveolar humano, empregada no presente trabalho, foi
comprovada em estudo anterior’. A caracterizacdo através da analise morfolégica e do estudo
da atividade de fosfatase alcalina, contetido de proteina total e principalmente a producao de
matriz mineralizada, comprovou o comportamento fenotipico de célula osteobléstica’.

De maneira geral, os resultados do presente estudo mostraram que os osteoblastos
derivados de osso alveolar humano foram capazes de aderir, proliferar e se diferenciar em
todas as superficies estudadas. Portanto, as diferentes caracteristicas superficiais do Ti nao
pareceram afetar o comportamento destas células, contrariando alguns estudos.
KIESWETTER et al.*’ verificaram que a produgdo de PGE-2 e TGF beta 1 foi maior nas
superficies rugosas. SCHNEIDER et al.”” observaram que a expressdo génica dos osteoblastos
foi afetada pela maior rugosidade, pois nestas superficies as células produziram maior
quantidade de Cbfal e BSPIIL. Deve-se destacar, porém, que estudos “in vivo”, que possuem
maior relevancia clinica que os estudos “in VitI‘O”z, tém demonstrado altos indices de sucesso,
em longo prazo, com a utilizagdo de implantes de Ti rosqueéveis, independente da rugosidade
superficial” > > ®_ Implantes com superficies rugosas, que permitem a obtencio de um

14, 16, 19, 20, 33, 46, 85

contato osso implante maior , podem ser especialmente vantajosos em

. ~ ;. . . . . 18. 4
situacdes desfavoraveis, como em osso de baixa qualidade e com volume insuficiente'™ *.
A adesdo celular ndo foi influenciada pelas variagdes de rugosidade nas diferentes
. . 24,62, 73, 87
superficies de Ti (figura 7), fato que confirma estudos anteriores . Os achados de
alguns autores contrarios a esses resultados provavelmente devam-se ao uso de células de
. .12 . 43, 58, 64 :
animais © ou de linhagens, como MG63 ou MC3T3-El , 0 que dificulta qualquer
comparagdo com o presente trabalho onde foram utilizadas células de cultura primaria com
. 4 , - .
origem em fragmentos de osso alveolar. LAUER et al.*’ também ndo observaram diferencas

no comportamento de osteoblastos derivados de osso maxilar humano cultivados sobre

superficies de Ti com diferentes rugosidades.
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A proliferagdo celular também nao foi afetada pelas diferentes caracteristicas

6, 76, 87

superficiais do Ti (figura 8), confirmando estudos anteriores , embora alguns estudos

. . = o Tiendd 67, T3
tenham mostrado maior proliferacao celular em superficies lisas™ °”

, enquanto outros
verificaram maior proliferacio em superficies rugosas™ °* *°. Estes resultados contraditorios
talvez possam ser explicados pelas variagdes encontradas nos diferentes trabalhos ja
discutidas anteriormente. Outro fato que merece destaque ¢ que a presenca de alumina ndo
afetou a adesdo e a proliferagdo celular, pois ndo foram encontradas diferencas entre as
superficies J e J1, e a as demais, contrariando estudos anteriores™ **. LOHMANN et al.’ ], por
exemplo, encontraram menor proliferacao e atividade de fosfatase alcalina em células MG63
cultivadas na presenca de alumina do que com 6xido de zirconio.

A possibilidade de a alumina ser citotoxica aos osteoblastos também foi avaliada.
Porém, o estudo da viabilidade celular aos 10 dias (figura 9), descartou esta possibilidade,
confirmando achado de estudo anterior®, mas contrariando outros estudos. Segundo
BELLOWS et al.®, o Al mostrou-se citotoxico de maneira dose-dependente, em longo prazo.
A alumina, utilizada como material ceramico em odontologia (In Ceram), apresentou alta
toxicidade & linhagem de osteoblasto’. ROSA ¢ BELOTI™, ao estudarem a resposta de células
da medula de ratos cultivadas sobre Ti cp ou sobre uma liga de Ti com rugosidades
semelhantes, encontraram uma melhor resposta bioldgica no primeiro, indicando um possivel
efeito citotoxico da liga de titanio, que pode ter liberado aluminio e/ou vanadio. As diferencas
encontradas entre o presente trabalho e os demais talvez se devam a quantidade de alumina
presente nos diferentes estudos, assim como a aplicagdo de metodologias e células distintas,
pois BORDIJI et al.'’, ao estudarem o comportamento de osteoblastos humanos cultivados
sobre liga de titanio (Ti-6Al-4V), também ndo encontraram efeitos citotoxicos.

O contetdo de proteina total foi estudado aos 7, 14 e 21 dias (figura 10). Os resultados

mostraram que os valores médios ndo foram afetados pelas diferentes caracteristicas
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superficiais e quantidades de alumina, descartando, em principio, um efeito deletério da
presenca da alumina no metabolismo dos osteoblastos derivados de osso alveolar humano, o

que confirma estudo de JOSSET et al.*’

que verificou que a alumina nao afetou negativamente
a proliferacdo e produgdo de proteina total pelos osteoblastos humanos.

A atividade de ALP foi estudada pela liberacdo de timolftaleina, que tem cor azul em
meio alcalino como resultado da hidrélise do monofosfato de timolftaleina por esta enzima.
Segundo o fabricante do kit comercial (Labtest Diagnostica SA, MG, Brasil), a cor formada ¢
diretamente proporcional a atividade enzimatica. A presenca de alumina nas superficies J e J1
nao impediu que elas tivessem uma atividade de ALP semelhante as demais superficies, em
todos os periodos estudados (figura 11), confirmando achados anteriores® >’ ’°. Este resultado
também parece indicar que uma variacao de rugosidade, dentro dos limites estabelecidos no
presente trabalho, ndo favorece a atividade desta enzima, o que ndo estd em concordancia com
alguns estudos. BOYAN et al.'”” mostraram que a superficie rugosa do implante pode
influenciar a célula a se diferenciar precocemente e iniciar a produ¢do de matriz extracelular.
POSTIGLIONE et al.*” encontraram uma atividade maior da fosfatase alcalina em linhagem
de osteoblastos humanos (SaOS-2) cultivada sobre superficies rugosas. Porém, STANFORD
et al.** encontraram uma maior atividade de fosfatase alcalina nas superficies polidas e
XAVIER et al.*” observaram um favorecimento da diferenciacio osteobléstica em superficies
lisas. Como ambos os trabalhos foram realizados com osteoblastos originarios de ratos, pode-
se especular que estas células apresentem um comportamento diferente das células humanas.
MARTIN et al.”® ¢ SCHWARTZ et al.”® também encontraram uma atividade menor de
fosfatase alcalina com o aumento da rugosidade. Como os autores trabalharam com células de
linhagem (MG63) e condrdcitos, fica a divida também com relagdio a um possivel
comportamento distinto entre osteoblastos primarios, linhagens de osteoblastos e outras

células, como condrocitos, ou se as dificuldades na comparagdo dos resultados existem pela
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enorme variacdo nas condigdes de cultura e nas topografias superficiais avaliadas nos
diferentes trabalhos®. E importante registrar que houve um aumento significativo na atividade
de ALP, em todos os grupos, entre os dias 7 e 14, seguida de uma redugao significativa aos 21
dias (figura 10). Isto mostra que esta enzima ¢ realmente um marcador precoce da
diferenciagdo dos osteoblastos®” >2.

Estudos “in vitro” e “in vivo” demonstraram que a presenga de particulas estranhas
pode ativar células que, sensibilizadas, produzem fatores mediadores de reabsorcio 6ssea®® *°.
Sabe-se que este fenomeno ¢ mediado por atividade osteocléastica. Porém, os osteoclastos sao
fortemente regulados pelos osteoblastos”. Particulas residuais podem ser fagocitadas
diretamente por células clasticas e iniciar uma inflamagdo ou um processo de reabsor¢ao
ossea, ou podem afetar a fungdo dos osteoblastos, alterando a produgdo de citocinas e outros
fatores’> 7. VERMES et al.* mostraram que a presenca de particulas de tamanho reduzido
(menos de 3 pum), incluindo Ti e ligas de Ti em meio de cultura, promove a redugdo da
proliferagao celular e o aumento da producdo de interleucina (II)- 6. O fato de no presente
estudo as particulas de alumina terem apresentado dimensdes acima desse valor (em torno de
11 pm, tabela 2), pode explicar os resultados encontrados.

A mineralizagdo da matriz extracelular foi avaliada aos 21 dias de cultura. Foram
identificadas regides mineralizadas em todas as superficies (figura 12), em imagens de MEV,
e confirmados posteriormente pela andlise em EDS (figura 13). Porém, em imagens de
fluorescéncia, observou-se que a mineralizacdao, detectada pelo vermelho de alizarina, foi
inferior na superficie apenas jateada (figura 14A), enquanto a superficie J2 apresentou a maior
area de matriz mineralizada entre todas as superficies estudadas (figura 14B). Os achados nas
superficies J ¢ J2 ndo parecem estar relacionados com variagdes na rugosidade, pois estas

superficies apresentaram niveis de rugosidade semelhantes (1.00 vs 0.99, respectivamente —

tabela 1). A superficie J2, por ter uma topografia mais homogénea, pode ter favorecido a



84

producio de matriz, fato que estd em concordancia com estudos prévios de DINIZ** % Por
outro lado, a presenca do contaminante em J pode explicar a performance inferior desta
superficie, confirmando achados de BELLOWS et al.g, IKEDA et al.’” ¢ THOMPSON e
PULEO®, que verificaram que a adi¢do de Al no meio de cultura reduzia a presenca de Ca na
matriz, de maneira dose-dependente. LINCKS et al.”® compararam Ti cp e ligas de titanio e
encontraram melhores resultados com o primeiro, quando este apresentava uma superficie
rugosa.

Embora varios mecanismos tenham sido propostos, nenhum fendémeno isolado pode
explicar os efeitos deletérios do Al. Especula-se que o Ca ¢ perdido por uma combinagdo de
reabsor¢ao mediada por células e dissolucao fisico-quimica pelo efluxo de ions da superficie
6ssea induzido pelo AI’®. Outra explicagio pode ser a interferéncia deste elemento na
formacao do ostedide (matriz ndo mineralizada com predominio de colageno), fato observado
na osteomalacia. Apds a sintese e liberagdo de moléculas organicas, pelos osteoblastos, o
osteodide ¢ formado com a fungdo de agir como um arcabougo para a deposicao de apatita
mineral”’. O Al poderia afetar a formagio 6ssea pela supressio da sintese da matriz’%, ou pelo
aumento do volume do ostedide, que acarretaria na diminuicdo da formacio 6ssea’” 2. Em
bebes prematuros, o Al reduziu o conteddo ¢ a densidade mineral 6ssea''. Residuos de
contaminantes também podem iniciar uma resposta inflamatdria que, por sua vez, pode levar a
uma menor formagio dssea’” 2. THOMPSON e PULEO™ sugeriram que ions derivados de
uma liga de titanio (Ti-6Al-4V) podem afetar a formacdo 6ssea pela inibicdo da expressao
fenotipica de células da medula dssea.

No presente trabalho, pdde-se observar que o comportamento dos osteoblastos nao foi
afetado pelos diferentes tratamentos de superficie de Ti, nem pelas quantidades variadas de
alumina. Porém, a formagao de matriz mineralizada pode ter sido prejudicada pela presenga

de alumina em maior quantidade na superficie J. Esta afirmagdo ndo estd em concordancia
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com trabalho de LEWANDOWSKA-SMUMIEL ¢ KOMENDER* que verificou que a
alumina ¢ bem tolerada pelos tecidos 0sseos. Porém, estes autores enfatizaram a importancia
de mais estudos longitudinais. MULLER et al.’’ mostraram resultados superiores na
osseointegragdo aos 7 e 28 dias com o uso de implantes jateados com alumina,
provavelmente, segundo os autores, pela maior rugosidade dos mesmos. J& PIATTELLI et
al.®® ndo encontraram diferencas entre superficies contendo ou nio residuos de alumina no
contato osso-implante. Como todos estes trabalhos sdo estudos “in vivo” realizados em
animais, torna-se dificil qualquer comparag¢io com o presente trabalho. JOHANSSON et al.*’
compararam Ti cp e liga de Ti (Ti-6Al-4V) e verificaram que as superficies usinadas de Ti cp
promoviam uma maior estabilidade nos implantes que a liga contendo Al. Este achado foi
confirmado por HAN et al.® que realizaram estudo “in vivo”, em coelhos, € observaram

4
1.>* a0 estudarem

melhores resultados usando Ti cp do que a liga com Al. GUIZZARDI et a
diferentes tratamentos superficiais € o comportamento de osteoblastos humanos, encontraram
melhores resultados usando 6xido de zirconio do que alumina, apesar da faixa de rugosidade
das superficies ser bastante proxima. Porém, SADER et al.”® ndo encontraram efeito
citotoxico da alumina sobre osteoblastos “in vitro”. E importante salientar que os autores nio
quantificaram este contaminante. Além disso, utilizaram células de fémur de camundongos e
nao estudaram a formacdo de matriz mineralizada. Portanto, mais estudos com células
humanas podem ser necessarios para estabelecer o verdadeiro papel da alumina na expressao
fenotipica destas células.

Sabe-se que ainda que tracos de metais sejam considerados essenciais para a saude,
eles também podem ser toxicos e causar reagdes inflamatérias®. Enquanto estudos
especificamente direcionados para a verificagcdo dos efeitos deletérios da alumina na perda de

implantes nao se encontram disponiveis, pode ser uma medida de precaugdo a aplicagdo de

HF a 4% por 60 s nas superficies jateadas pela alumina. Este procedimento elimina o
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contaminante, conforme mostrado no presente trabalho, mantendo uma rugosidade suficiente
para a osseointegragdo, com caracteristicas topograficas que parecem favorecer
significativamente o comportamento dos osteoblastos de osso alveolar humano, como
verificado na superficie J2.

Porém, deve-se lembrar que, ainda que superficies rugosas paregam ser preferiveis as
lisas**, de maneira geral as diferencas encontradas em diversos estudos “in vivo” parecem ser
significativas apenas em situagdes especificas'®, ou quando se almeja um tempo mais curto de
reparacio tecidual®. Quando os implantes sio analisados criticamente, apenas o parafuso
original d¢ BRANEMARK apresenta documentagio suficiente’. Por outro lado, vale lembrar
que dentre os fatores bioldgicos que contribuem para as falhas na osseointegracao, aparece
com destaque a contaminagdo microbiana. Sabe-se que as alteragdes na topografia superficial
de implantes tornam a superficie mais suscetivel a formagdo bacteriana, podendo levar a
falhas no implante”. Além disso, uma “periimplantite” uma vez instalada, é obviamente
muito mais dificil de ser tratada em superficies rugosas. Portanto, superficies lisas ndo podem

(nem devem) ser descartadas na utilizacdo de rotina na implantodontia.
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7. CONCLUSOES

Dentro das limitagdes deste estudo, pode-se concluir que:

1. Os diferentes tratamentos mecanicos e/ou quimicos promoveram alteragdes na topografia

superficial do titanio, resultando em rugosidades distintas.

2. O estudo da composi¢ao quimica superficial mostrou a presenca de alumina em duas
superficies, apenas jateada (J) e jateada e atacada por HF a 4% por 13 segundos (J1). A
aplicacdo do HF a 4% por 60 s (J2) removeu todo o contaminante da superficie jateada por

alumina.

3. A adesao, proliferacao e diferenciacao dos osteoblastos derivados de osso alveolar humano
nao foram afetadas pelas diferentes rugosidades e quantidades de alumina. Porém, a presenca
de alumina em maior quantidade, na superficie J, parece ter reduzido a formag¢do de matriz
mineralizada. Como esta superficie apresentou niveis de rugosidade semelhantes a outras 2
(J1 e J2), estes resultados podem indicar um efeito deletério da presenca deste contaminante

na formacgao dssea.
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Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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