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Resumo

Muitos estudos tém-se dedicado a melhorar os padrées do processo de resposta biolégica
com o objetivo de otimizar o reparo 6sseo e favorecer o contato osso-implante. Modificacbes
fisicas e quimicas nas superficies dos implantes de titanio tém sido realizadas a fim de
acelerar a velocidade de neoformacéo 6ssea por meio de uma modulacao positiva das células
osteogénicas. O presente estudo in vitro teve como objetivo avaliar o efeito de dois tipos de
superficie de titdnio com alteracdes de rugosidade: lisa com duplo ataque acido e duplo ataque
acido seguido da incorporacdo de biossilicato, um vidro bioativo, sobre parametros
osteogénicos em cultura de células hFOB 1.19. As células foram cultivadas em garrafas de
25 cm? até atingirem confluéncia, libradas por tripsinizacédo, contadas em hemocitometros e
plagueadas sobre os dois tipos de superficie na densidade de 2x10* células/pogo e mantidas
a 37°C em atmosfera humida com 5% de CO.. Para avaliar o efeito do tratamento de superficie
na resposta celular, foi avaliada a viabilidade em 24 horas pelo método colorimétrico MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio]) formazan, adesdo em 4 horas pelo
método de contagem pelo azul de tripan e atividade de fosfatase alcalina e proteina total em
24 horas. O fundo da placa de poliestireno foi utilizado como controlo. Os resultados foram
analisados pelo teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido de pés-teste de
Dunn. De acordo com os dados obtidos neste estudo ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre as duas superficies analisadas em cada um dos parametros avaliados,
assim como entre essas e 0 grupo de controlo. Dessa forma, a modificacdo quimica da
superficie do implante ndo interferiu na viabilidade e nem tao-pouco foi capaz de acelerar o
processo de diferenciacdo celular por meio de um incremento na adesdo e na atividade de
fosfatase e proteina total, segundo dados obtidos com a linhagem hFOB 1.19, o que ndo
descarta estudos envolvendo outras linhagens e diferentes tempos experimentais a fim de

confirmar os presentes dados.
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1. Introducédo

O processo de desenvolvimento de implantes orais tem passado por diversas
fases de investigacdo. O longo processo de pesquisa cientifica e clinica resultou na ampla
aceitacdo da abordagem terapéutica com implantes endésseos no campo da Medicina
Dentéaria™”. Devido as suas elevadas taxas de sucesso relatadas em estudos longitudinais,
com seguimento de mais de 5 anos superiores a 91% na maxila e de 94% na mandibulal*-2&
1 revelando a previsibilidade da técnica na reabilitacdo de pacientes desdentados parciais e
totaisi*?, Sobretudo, sabe-se que as taxas de sucesso supracitadas variam consoante a area
dos maxilares e mesmo acerca de aspetos sistémicos e individuais de cada pacientel3314,

Muitos estudos tém se dedicado a melhorar os padrbes do processo de resposta
biol6gica com o objetivo de otimizar o reparo ésseo e favorecer o contato osso-implante*®, A
partir da década de 1990, com os estudos relacionados a microtopografia ), iniciou-se uma
nova era dos implantes dentérios, as modificacdes de superficie, apresentando resultados
promissores, acelerando a velocidade de osseointegracdo e regulando positivamente a
resposta do tecido ésseo a fim de obter maior estabilidade do implante¢¢-7,

A qualidade da superficie do implante é um dos seis fatores descritos por
Albrektsson*”, que influenciam a cicatrizacdo tecidual no sitio do implante e,
subsequentemente, afetam a osseointegracdo. Progressivamente, com a finalidade de
melhorar a taxa de sucesso dos tratamentos, foi proposta uma série de alteracdes dos
desenhos!*® e as superficies dos implantes!*®23 para propiciar o desenvolvimento de sistemas
de implantes com propriedades biologicas ideais para promover a absor¢do de proteinas,
adesdo e diferenciagéo celular, resultando em uma rapida integracéo tecidual.

A area da nanotecnologia pode desenvolver superficies com diferentes
composicées quimicas e modificacdes topograficas?428l, que contribuem para a compreensio
das interacdes biolégicas e desenvolvimento de sistemas de implantes favoraveis a rapida
remodelacdo tecidual?::2%-31,

Segundo Coelho, atualmente, além das alteracdes fisicas da superficie, a
incorporacdo nanomeétrica de bioceramicas aos implantes aponta novas possibilidades quanto
a melhora no tempo de osseointegracdo, baseadas nas evidéncias do seu excelente
comportamento biolégico. O biossilicato € uma ceramica de vidro bioativo. Seus efeitos
positivos baseiam-se na dissolucédo i6nica de seus componentes, sendo capaz de atuar sobre
células osteogénicas, ativando genes relacionados com a diferenciacao celular e inducéo do

processo de mineralizagao!®?-33,

Até ao momento, a absorcdo de proteinas®*%, adesio celular®® e diferenciacéo
de determinadas linhagens celulares®” devem ser estudadas como parametros osteogénicos

em relacdo as propriedades de superficie®®4Y, Esta abordagem deve definir uma superficie



bioativa para uma resposta biol6gica especifica, sendo que os processamentos industriais se
encontram em franco desenvolvimento e estudos preliminares contribuirdo para melhorar ou
ratificar quais procedimentos conduzem a uma melhor compreenséo da osseointegracao do

ponto de vista biolégico e mecanico.

Baseado nas caracteristicas do biossilicato, 0 grupo de pesquisa de engenharia
de materiais da Universidade Federal de S&o Carlos (Brasil), iniciou pesquisas buscando
incorporar esse material ao titdnio. Diante disso, em parceria, propomos avaliar em cultura de
osteoblastos imortalizados da linhagem hFOB 1.19 a influéncia dessa cobertura sobre os
parametros de neo-osteogénese como adesao, viabilidade e diferenciacéo celular a partir da
expressao génica de importantes proteinas da matriz, atividade de fosfatase alcalina (ALP) e
contetdo de proteina total sobre dois tipos de superficie de titdnio com alteracbes de
rugosidade a partir de duplo ataque acido (Tratada) e com duplo ataque &cido seguido de
incorporacéo de biossilicato (Tratada+Bio).

2. Materiais e Métodos

2.1 Obtencéo e Caracterizacéo das superficies de titanio

Discos de titanio comercialmente puro (ASTM F67-G4) de 8,0 mm de didmetro por
4,0 de altura foram fabricados para esta pesquisa pelo Laboratério de Materiais Vitrios da
Faculdade de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sdo Carlos (Sao Carlos,
SP, Brasil). Os espécimes (n=18 discos/grupo) receberam dois tipos de tratamento de
superficie: duplo ataque &cido (S1) e duplo ataque &cido seguido da incorporac¢éo de um vidro
altamente bioativo (HCG) (S2) (Figura 1). Os discos tratados com acido foram imersos em
uma mistura contendo acido nitrico (HNOs), cloridrico (HCI) e sulfarico (H.SO.,). A liga do HCG
utilizada foi a partir do sistema SiO2-Na20-K20-MgO-CaO-P205. Nesse caso, foram
preparados dois grupos do titdnio comercialmente puro. Um grupo foi tratado com um método
proprio utilizando o p6 de particulas de HBG com didmetro médio de 49um e o outro
permaneceu nao tratado. Ambas as superficies apresentaram a mesma rugosidade inicial (Ra
= 0,4 mM e SDR = 2%).



Figura 1: Discos de titAnio com diferentes tratamentos de superficie: (A) Tratada e (B) Tratada-Bio.

O teste de bioatividade das superficies basearam-se no ISO 23.317 (2007) -
“Implants for surgery — In vitro evaluation for apatite-forming ability of implant materials”, nos
tempos experimentais de 2, 4, 8, 24, 120 e 240 horas, revelando que o tratamento da
superficie de titnio com o vidro bioativo melhora significativamente a sua capacidade para

ativacao da resposta bioldgica.

A rugosidade, molhabilidade e morfologia das superficies foram caraterizados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho pds-
transformada de Fourier (FTIR), lupa estereoscoépica, microscopia de forca atémica (AFM) e
um medidor de &ngulo de contato. A rugosidade foi determinada pelo valor Ra (media
aritmética da altura dos picos) e a molhabilidade pela mensuracao do angulo de contato entre

agua destilada e as superficies dos discos*2.

2.2 Cultura de células

Células da linhagem osteoblastica hFOB 1.19 (ATCC, American Type Culture
Collection, Rockville, MD, EUA) foram selecionadas para esta investigacdo por expressarem
marcadores fenotipicos de osteoblasticos e mineralizarem sua matriz extracelular*-44, As
células foram descongeladas, cultivadas em garrafas de 25 cm?contendo uma mistura de 1:1
de mio Eagle modificado por Dulbecco (alta glicose) e Hams F12 (DMEN/F12) (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), suplementada com 10% de soro fetal bovino (Gibco Life Technologies,
Grand Island, NY, EUA) e 1% de antibi6tico/antimicatico (penicilina/streptomicina/anfotericina)
(Invitrogen). As culturas foram mantidas numa estufa humidificadora a 37 °C, 5% de CO; e

95% de ar até atingirem confluéncia.



As células foram isoladas por digestdo enzimatica com solucao de tripsina e EDTA
por 5 minutos a 37 °C. Apés estarem desprendidas do fundo da placa, as células foram
coletadas e a acdo proteolitica da tripsina foi inibida pela acdo de soro fetal bovino a
suspensdo. Em seguida, a suspenséao celular foi centrifugada a 1200rpm, a 22 °C e o “pellet”
obtido foi ressuspendido em DMEM/F12. As células foram contadas em hemocitémetros e
plagueadas a uma densidade de 5x10* células/poco sobre os discos de titanio em placas de
poliestireno (controle) de 24 pocos (Corning Incoporated, Corning, NY, EUA). Cada poco foi
completado com 1 mL de DMEM a 10% completo (acrescido de acido ascérbico 50 pg/ml,
Bglicerofosfato 10 umol e dexametasona 10 nmol), sendo que a cada trés dias o0 mesmo era

trocado e a progresséo da cultura avaliada por microscopia de fase.

Os osteoblastos foram mantidos em cultura durante 14 dias apés o plaqueamento,
sendo que nos periodos de 4, 24 horas e 14 dias, os sobrenadantes foram coletados para
determinacdo da adesao celular para avaliacdo da viabilidade dos osteoblastos, bem como e

guantificacdo de fostatase alcalina (ALP) e proteina total.

2.3 Analise da adesao celular

A adeséo celular foi determinada por contagem do numero total de nucleos de
células aderidas aos discos de titanio em 4 horas. ApGs o tempo especificado, o sobrenadante
foi coletado, as células sobre os discos foram fixadas em paraformoldeido 4%, lavadas,
permeabilizadas em triton x-100, incubadas em 4’,6-diamidino-2-phenylyndole,
dihydrochloride (DAPI, Molecular Probes) durante cinco minutos para marcacdo do DNA
nuclear e montadas em meio anti-fade. A captura das imagens dos nucleos das células
aderidas foi feita com um microscopio de fluorescéncia direta usando comprimento de onda
UV. A contagem foi feita posteriormente, por area e campo analisados em triplicata (objetivas
de 40X).

2.4 Andlise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por meio do método colorimétrico MTT
formazan. Este método € baseado na clivagem redutora de MTT (um sal amarelo) para
formazan (um composto azul escuro) por enzimas mitocondriais presentes em células vivas.
Brevemente, de cada poc¢o, 600 pL de mio de cultura foram aspirados e armazenados a -70
°C até a utilizacao, restando 400 pL. A atividade enzimatica foi determinada adicionando 40
puL/poco de MTT (2128, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), na concentracdo de 5mg/ml,



seguida de incubagéo das placas a 37 °C por 4 horas. Apés o periodo de incubacéo, os cristais
de formazan resultantes foram dissolvidos com 400 pL/poco de dimetil sulféxido (DMSO,
Labsynth, Diadema, SP, Brasil). Em seguida, o contetdo de cada poco foi homogeneizado
utilizando um micropipetador e uma aliquota de 100 pL de cada um foi transferida para pogos
separados em uma placa de 96 pocos (Corning Incoporated).

A absorbancia foi determinada num leitor de microplacas (Instrutherm
Espectrofotbmetro UV-2000A, Sao Paulo, SP, Brasil) a 570 nm. A densidade otica de cada

poco foi proporcional a quantidade de cor. Os testes foram realizados em triplicata.

2.5 Conteudo de proteina total

O conteldo de proteina total apds 24 horas em cultura, foi determinado de acordo
com o método de Lowry modificado™®. Inicialmente, foram extraidas proteinas de cada poco
com lauril sulfato de sédio a 1% (Sigma) durante 30 minutos e misturado na proporgéo de 1:1
com solugdo de Lowry (Sigma) durante 20 minutos em temperatura ambiente. Esta reagéo
permitiu o desenvolvimento de cor e a medida da absorbancia foi feita através de
espectrofotémetro (Cecil CE3021, Cambridge, Reino Unido) no comprimento de onda de 680
nm. O conteldo de proteina total (ug/mL) foi calculado a partir uma curva padréo e os dados

obtidos foram normalizados pelo nimero de células contadas.

2.6 Atividade de fosfatase alcalina

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada em aliquota de mesma solucéo
usada na determinacdo do conteudo de proteina total, pela liberacdo de timolftaleina por
hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato, de acordo com as instru¢des do fabricante
do kit comercial (Labtest Diagnostica, MG, Brasil). Primeiramente, 50 uL de timolftaleina
monofosfato foram misturados com 0,5 mL de tampéo dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1 e
mantidos por 2 minutos a 37 °C. Juntou-se a solu¢do a uma aliquota de 50 pL obtida de cada
poco por 10 minutos a 37 °C. Para a coloragéo, 2 mL de Na,COza 0,09 M e NaOH a 0,25 M
foram adicionados. Ap6s 30 minutos, a absorbancia foi medida a 590 nm e a atividade de
ALP, calculada com uma curva padrdo usando timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4
pumol de timolftaleina/h/mL. Os resultados foram expressos como atividade de ALP

normalizada pelo contetdo de proteina total.

2.7 Andlise estatistica



A estatistica descritiva foi calculada através do programa GraphPad Prism versao
5.0 (GraphPad Prism version 5.0 for Windows, San Diego, CA, USA). Os dados obtidos foram
submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade de variancias
(Levene). Os parametros analisados foram comparados pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Tukey quando necessério. Os niveis de conteudo de proteina
total e ALP também foram testados por meio do mesmo teste. Para todas as andlises

estatisticas, o nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.

3. Resultados

3.1 Adeséao celular

O ensaio de adesao celular revelou ndo haver diferencas significantes entre as

superficies em 4 horas (Figura 2).
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Figura 2: Adesao das células hFOB 1.19 (numero de células/mm?) sobre superficie com duplo
ataque acido, duplo ataque &acido seguido de incorporacao de biossilicato e controlo, em 4 horas.
N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre as superficies (teste de Kruskal-
Wallis, p>0,05).



3.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi estatisticamente semelhante em todas as superficies de
Ti em 24 horas (p>0,05) (Figura 3).
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Figura 3: Viabilidade das células hFOB 1.19 (absorbancia em nm) sobre as superficies com duplo
ataque acido, duplo ataque acido seguido de incorporacdo de biossilicato e controlo, apds 24 horas
de cultura. Ndo houveram diferencas estatisticamente significantes entre as superficies (teste de
Kruskal-Wallis, p>0,05).

3.3 Atividade de fosfatase alcalina

Embora os valores médios de fosfatase tenham sido ligeiramente maiores no
grupo com duplo ataque acido seguido de incorporacdo com biossilicato, essa diferenca
guantitativa ndo representa valor estatistico. Portanto, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os dois tipos de tratamento de superficie do titdnio quando

comparadas ao grupo de controlo e entre si.



Atividade de fosfatase alcalina
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Figura 4: Atividade de fosfatase alcalina das células hFOB 1.19 (umol de timolftaleina/h/mg proteina)
sobre a superficie com duplo ataque acido, duplo ataque acido seguido de incorporacao de biossilicato
e controlo, ap6s 24 horas de cultura. Nao houveram diferencas estatisticamente significantes entre as

superficies (Teste de Kruskal-Wallis, p> 0,05).

3.4 Conteudo de proteina total
Relativamente a quantidade de proteina total, foram encontradas diferencas
significativas no grupo tratado apenas com ataque acido, guando comparado ao grupo tratado
com ataque acido seguido de incorporacao com biossilicato, e também ao grupo de controlo.
No entanto, é importante salientar que o total de proteina detectado ndo necessariamente

reflete uma modulag&@o nos parametros osteogénicos de interesse do presente trabalho.



Conteudo de proteina total
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Figura 5: Contetudo de proteina total (ug/mL) de culturas osteogénicas hFOB 1.19, detectada sobre
superficie com duplo ataque acido, duplo ataque acido seguido de incorporagdo com biossilicato e

controlo, em 24 horas. A ordem da proteina total foi Tratado>Tratado+Bio>Controle (teste de Kruskal-
Wallis, p<0,05).

4. Discussao

Os resultados do presente estudo mostraram que a microestrutura de superficies
de titAnio pode afetar importantes parametros da osteogénese in vitro no modelo de cultura
de células osteogénicas hFOB 1.19. De acordo com os ultimos estudos publicados, o
processo de osseointegracdo € dependente de alguns fatores que vao influencia-lo
diretamente, tais como a biocompatibilidade do material, o desenho do implante, as
caracteristicas da superficie do implante, o estado do leito recetor, a técnica cirlrgica utilizada,
condicbes de carga aplicadas sobre o implante apds a sua instalacdo e consequente
estabilizacdo inicial dos mesmos(t’46:8l,

Uma constatacdo dominante em numerosos estudos é o facto de que as
superficies de implantes de Ti com uma rugosidade especifica e caracteristicas
microestruturais“’-48l podem promover melhorias no processo de integracdo dsseal*®-50.6-7.1551-
%31, fundamentalmente nas interacdes das superficies com proteinas e células®. Diversos tém
sido os métodos aplicados durante as Ultimas 2 décadas para modificacdo da textura e

composicdo quimica das superficies de implantes dentarios*”, com o objetivo de otimizar a



resposta dssea, acelerando o processo de osseointegracdo e melhorando quantitativamente
e qualitativamente o contato osso-implantel®39, Jateamento, anodizacédo, ataque &acido,
tratamento quimico e implantag&o iénica foram os métodos mais frequentemente usados até
ao momento para modificar a rugosidade da superficie dos implantes dentarios®485¢-
58,2559,18.26,60] O aumento da rugosidade em microescala procura mimetizar as caracteristicas
da superficie com caracteristicas de tamanho comparaveis a do tecido 6sseo, como as
regides de depressdo resultantes da reabsor¢cado osteoclastica e as proprias dimensdes

celulares!61-62],

De acordo com a literatura, o papel preciso da topografia e composicédo quimica
das superficies na resposta aos eventos iniciais da osseointegracdo ainda ndo esta bem
compreendido. O ataque acido com acidos fortes como, HCI, H,SO4, HNO, e HF é um dos
diversos métodos de subtracdo para obter uma alteracdo de rugosidade do titanio. Esse
tratamento produz microestruturas nas superficies com tamanhos variados de 0,5 a 2 um de
diametrof? e tem sido demonstrado que uma superficie com rugosidade moderada demonstra
ter maiores vantagens clinicas diante daquelas mais suaves e com superfies mais asperas,

apesar das diferencas quantitativas ndo serem estatisticamente significantes!®47-61],

Em busca do aprimoramento dos parametros da resposta 6ssea, industrias e
pesquisadores tém-se empenhado em desenvolver, cada vez mais, superficies de titanio
bioativas(®3-6429-301, Pode se definir superficies de titanio bioativas como aquelas que além de
apresentarem modificagfes quanto a rugosidade superficial também possuem incorporagéo
de substancias potencialmente capazes de influenciar a diferenciacdo das células
osteogénicas, aumentando a velocidade de deposicdo 6ssea e a qualidade da mesma,
influenciando a longevidade da terapéutica aplicadal®>%¢l. Essas superficies podem ser

compostas por Ca e P, DNA, moléculas imobilizadas como proteinas e fatores de crescimento
[67-68]

Durante a ultima década, tém sido desenvolvidas superficies com incorporagéo
de agentes bioquimicos e moleculares como Ca e P, DNA, proteinas e fatores de crescimento
[6.67-68] ' Adicionalmente, a incorporacdo nanométrica de bioceramicas aos implantes aponta
novas possibilidades quanto a melhoria no tempo de osseointegracdo®®¢70-751 Uma das
estratégias para melhorar o desempenho mecéanico dos vidros bioactivos para incorporacdo
em implantes dentarios!’® e outras aplicacdes a nivel clinico’” tem sido o desenvolvimento
de uma ceramica de vidro com propriedades bioestimuladoras, o Biossilicato. Diante disso, o
presente estudo avaliou a influéncia de duas superficies de implante com alteragdo de

rugosidade e modificacdo quimica sobre a resposta de osteoblastos humanos imortalizados.



Os resultados obtidos demonstraram que o processo de osteogénese in vitro € influenciado

pela interacéo célula-superficie. Entretanto, a hipotese proposta foi rejeitada.

O perfil de adeséo celular sobre as duas superficies tratadas revelou o0 mesmo
padrdo comportamental em 4 horas, ndo revelando diferencas estatisticamente significantes
entre si, mesmo que os valores tenham sido quantitativamente superiores em relacdo ao
grupo de controlo.

A viabilidade celular sugere que houve um aumento na taxa de proliferagéo celular
dentro do periodo de 24 horas em cultura para a superficie com duplo ataque acido,
comparativamente as outras. Diante desse parametro, nota-se que o estimulo da superficie
com incorporacdo de biossilicato ndo superou o comportamento do grupo de controlo em
questdo. Estudos comparativos num periodo de 7 a 14 dias revelam que, entre esse periodo,
as células atingem a sua confluéncia maxima, resultando na paragem da proliferacao para o
inicio da diferenciacdo®*®". De acordo com Boyan[®, células cultivadas em superficies
rugosas tendem a exibir caracteristicas mais diferenciadas, com consequente reducéo da
proliferacdo celular. Logo, se o tempo experimental de 5 dias fosse incluido na nossa
metodologia, seriam mais evidentes as diferengas nas taxas de proliferagédo celular entre as
superficies com modificacdo topogréfica e quimica.

Apesar da enorme disponibilidade de trabalhos na literatura atual caraterizando
as modificacfes fisico-quimicas das superficies dos implantes, o padrao do comportamento
biolégico, incluindo a cascata de eventos celulares e moleculares desencadeados por estas,
ainda néo estdo suficientemente esclarecidos!’®?7). A maioria das pesquisas desenvolvidas
estdo relacionadas com eventos iniciais, como a adesao celular, morfologia® e proliferacdo

celular®-®2 em curtos periodos de tempo.

Os principais mecanismos relacionados ao processo de osseointegragéo referem-
se & atividade de remodelacdo 0ssea, resposta da linhagem osteogénica que ocorre no feto
durante as fases de desenvolvimento. O passo inicial no processo de cicatrizagdo do 0Sso
inicia-se com a migragdo das células osteogénicas, derivadas a partir da camada do 0sso
medular, incluindo células mesenquimatosas indiferenciadas, ostedcitos e osteoblastos,
diretamente para um quadro suportado pelo coagulo sanguineo. Varios eventos ocorrem
simultaneamente durante o preparo do sitio recetor e instalagcdo cirdrgica de um implante no
tecido 6sseo!®27l, Segundo Lavenust®, o maior desafio da pesquisa basica na Implantodontia
€ a capacidade da superficie em guiar a diferenciacao celular, apesar da adesao e proliferacéo
das células sobre as superficies dos implantes serem pré-requisitos para o inicio da

regeneragao 6ssea.



A capacidade que a superficie do implante tem para reter esta fibrina durante o
processo de contragdo da matriz é de fundamental importancia, e determina se a migracao
das células ird ou néo atingir a superficiel?”:83. No entanto, devemos considerar que no modelo

experimental in vitro ndo existe a possibilidade de formacao da rede de fibrina.

No momento em que as células osteogénicas atingem a superficie do implante,
elas diferenciam-se em osteoblastos ativos com a polarizacdo dos nucleos e secrecdo de
matriz 6ssea por aposicao. O estagio inicial da formacédo déssea consiste na secre¢édo da matriz
organica cementaria sem colageno, que possui sitios de nucleacdo para induzir a
mineralizacdo por i6es calcio e fosfato. Sdo identificadas nessa matriz proteinas nao
colagenas, como fosfatase alcalina, osteopontina, sialoproteina e proteoglicanas 4275,
Varios estudos in vitro mostraram que a rugosidade superficial do titAnio diminui a proliferacéo
de células semelhantes a osteoblastos e aumenta a diferenciacao celular através do aumento
da atividade de fosfatase alcalina, da sintese de proteinas, da producao de osteocalcina e da
formacao de nddulos de calcificacéo.

A fosfatase alcalina é considerada um marcador inicial do processo de
mineralizacdo e da diferenciacdo das células osteogénicas em fenétipo de osteoblastol?”:2°],
Desse modo, apesar de nado ter sido identificada alguma diferenca estatisticamente
significativa entre os valores da atividade de fosfatase alcalina, nota-se que a superficie com
duplo ataque &cido seguido de incorporagéo por biossilicato apresenta uma maior taxa de
producdo da proteina colagena, em detrimento aos demais grupos. O estudo de Park®,
realizado nos periodos de 7 a 14 dias, revela que a modificacdo quimica da superficie favorece
a diferenciacdo de pré-osteoblastos. J& em relacdo a quantidade de proteina total, foram
encontradas diferengas significativas no grupo tratado apenas com ataque &cido, quando
comparado ao grupo tratado com ataque &cido seguido de incorporacdo com biossilicato, e
também ao controlo. No entanto, é importante salientar que o total de proteina detectado ndo
reflete necessariamente uma modulag&o positiva nos parametros osteogénicos de interesse.

O processo conhecido como osteogénese de contacto, é desenvolvido pelo
mecanismo de acdo dos biomateriais conhecido como osteoconducgdo (recrutamento e
migracdo) das células osteogénicas até a superficie. Nesse caso, a neoformacao éssea
ocorre a partir da superficie do implante em direcdo centrifuga a superficie 6ssea peri-
implantar pré-existente. Todavia, este ndo é o Unico processo responsavel pela deposicéo
0ssea ao redor dos implantes. Na osteogénese a distancia, o novo tecido 6sseo é formado a
partir da superficie do osso pré-existente e ndo da superficie do implantel?”. Seguindo este
raciocinio, a predominancia de um ou de outro processo depende do tratamento superficial,

revelando-se um dos maiores desafios da Ciéncia de Materiais.



Num estudo de 20029, foi demonstrado que tratamentos quimicos podem reduzir
as propriedades mecéanicas do titanio. Por exemplo, o &cido adicionado a solugdo para
tratamento da superfice pode levar a fragilizacéo do titanio por produzir micro-fissuras na sua
superficie que podem reduzir a resisténcia a sobrecarga dos implantes. Além disso, os dados
sugerem que 0s processos industriais podem afetar o comportamento dos osteoblastos a volta
dos implantes de titanio e devem ser cuidadosamente monitorizados por bioensaios. Os
beneficios de superficies bioativas dependem da estabilidade e taxa de dissolucdo da
cobertura incorporada ao titanio?®, e a determinacdo das taxas de degradacgado/dissolucacédo
sao dificeis de se prever num estado in vitro.

Provavelmente, a auséncia de parametros como dissolucéo, forma do cristal e
composicao da fase, para superficies apenas modificadas fisicamente, faz com que limitem a
capacidade de uma avaliagdo mais integra, em estagios mais avangados da resposta celular.
Portanto, os resultados apresentados sdo suportados por Le Guéhennec?Y que concluiram,
na sua revisao de tratamento de superficie, que a rugosidade de superficie melhora o padréo
da osseointegragéo, mas que a funcéo exata da topografia e composi¢do nos eventos iniciais
da osteogénese ainda se encontra muito pouco entendida. Torna-se essencial que as
superficies com modificagbes quimicas que se encontram em amplo desenvolvimento,
continuem a ser avaliadas com elevado grau de tecnologia para validacdo da sua aplicagéao
clinica. Assim, mais estudos in vivo e in vitro utilizando co-cultura de osteoblastos,
osteoclastos e células mononucleares, em variados tempos experimentais, deveriam ser
realizados, a fim de que se investiguem a secrec¢do de citocinas, expressao génica e outros

fatores de transcricdo envolvidos no processo do reparo tecidual.

5. Conclusoes

De acordo com os objetivos propostos e a metodologia empregada neste estudo,
pode-se concluir que a modificagdo quimica da superficie do implante n&o interferiu na
viabilidade e nem foi sequer capaz de acelerar o processo de diferenciacéo celular por meio
de um incremento na ades&o e na atividade de fosfatase, segundo dados obtidos com a
linhagem hFOB 1.19, o que nao descarta estudos envolvendo outras linhagens e diferentes

tempos experimentais a fim de confirmar os presentes achados.

Os resultados apresentados suportam as observacdes que a rugosidade pode ter
um maior desempenho funcional na determinacao da resposta bioldgica do que a composicao
da superficie. Estudos clinicos comparativos com diferentes superficies de implantes séo
raramente realizados. O futuro da implantodontia deve tornar objetivo o desenvolvimento de

superficies com topografia e composicdo quimica padronizadas e controladas. Essa



abordagem sera o Unico caminho pelo qual as interagdes entre as proteinas, células, tecidos

e superficies dos implantes seréo esclarecidos.

Para tanto, o controlo das modificacbes de superficies em relacdo ao nivel de
potencial de estimulo, em uma escala micro e nanométrica, requer uma mudanca de postura
dos investigadores frente aos fabricantes de implantes e a atuacdo das empresas no atual

mercado competitivo e sob a influéncia do surgimento de novas e melhores tecnologias.
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