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RESUMO

Os implantes osseointegrados, em sua maioria, possuem algum tipo de
condicionamento da sua superficie que visa melhorar a osseointegracdo. O
mecanismo de diferenciagdo celular in vitro de células mesenquimais em
osteoblastos ja é bastante conhecido e serve para avaliacdo das propriedades de
osteoinducdo e osteoconducdo de biomateriais. O presente estudo tem por
objetivo avaliar a adeséo, proliferacdo e diferenciacdo das células da medula
0ssea humana em superficies de implantes de titdnio com e sem deposicao
discreta de fosfato de célcio. As células foram obtidas a partir da medula 6ssea de
um doador humano. Foram selecionados 12 discos de titdnio do tipo Bonelike®
(Biomet 3l, Brasil) com superficie tratada por duplo ataque &cido; Osseotite™
(Biomet 3l, USA) com superficie tratada por duplo ataque &cido e Nanotite™
(Biomet 31, USA). ApGs 14 e 21 dias de cultura foi realizado PCR em tempo real
para avaliacdo da diferenciacéo celular e microscopia eletronica de varredura para
avaliacdo da proliferacdo e adesado celular aos discos de titanio. Os resultados
indicaram que a rugosidade da superficie dos discos de titAnio possibilita a
adesdo, diferenciacao e proliferacdo celular, que a sintese de ALP é maior na
superficie Bonelike e que as particulas de fosfato de calcio demonstraram maior

grau de sintese de BGLAP e proliferacéo celular.

Palavras — Chave: célula da medula Ossea, superficies de implantes,

osteoinducéo, titanio.



ABSTRACT

Given that the majority of osseointegrated implants undergo some type of surface
conditioning in order to improve osseoitegration and that in vitro differentiation of
mesenchymal cells into osteoblasts is a mastered process that has been used for
evaluating a given biomaterial with regard to its osteinductive and osteoconductive
capabilities, the present work aims to evaluate the adhesion, proliferation and
differentiation of human bone marrow cells on titanium implant surfaces that have
or have not been treated by discrete calcium phosphate deposition. Human bone
marrow cells obtained from a single donor were cultured in media containing 12
titanium discs of one of the following: the Bonelike® (Biomet 3I, Brazil) with a
surface treated by double acid etching; the Osseotite™ (Biomet 3I, USA) with
similar surface treatment and the Nanotite™(Biomet 3I, USA). After 14 and 21
days of culture, real time PCR and SEM examinations were performed. From the
results we concluded that implant surface roughness allows cell adhesion,
differentiation and proliferation, the ALP synthesis is higher in Bonelike® and the
presence of calcium phosphate nanoparticles on an implant surface leads to

enhanced BGLAP synthesis and cell proliferation.

Key — Words: marrow cells, implants surfaces, osseoinduction, titanium.
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INTRODUCAO:




1. Introducéo:

O desenvolvimento tecnolégico e cientifico da odontologia nas areas de
implantodontia e cirurgia bucomaxilofacial para o tratamento de deficiéncias
0sseas que acometem uma grande quantidade de pacientes crescem de modo
acelerado em todo o mundo. Com a descoberta do fenbmeno da osseointegragéao,
a reabilitacdo estética, funcional e psicolégica tornou-se possivel e hoje é uma

realidade difundida e comprovada clinica e cientificamente.

Atualmente, com o advento e dominio da biologia molecular, da engenharia
genética e das pesquisas de diferenciacdo celular a partir de células-tronco, a
odontologia esta entrando em uma nova fase onde os tratamentos de regeneragao
tecidual serdo cada vez mais previsiveis, com melhores resultados e
procedimentos menos invasivos. Para tanto, cada vez mais o conhecimento do
fisiologismo humano se faz necessario. Entender o metabolismo celular, a sintese
de proteinas, as substancias reguladoras das células e a génese das mesmas séo

o caminho a ser percorrido.

O tecido 0sseo estd constantemente passando por um processo
morfolégico dindmico seguindo sua formacéao original. Desta forma, o metabolismo
0sseo € mantido por um processo constante de reabsorcdo e neoformacdo em
resposta a mudancas fisicas e biomecanicas. Este evento € controlado por dois
mecanismos: regulacdo sistémica e local, através de hormonios reguladores dos
niveis de calcio e fosfato. Junto a isso ainda existem os fatores de crescimento
gue atuam sobre todas as células da estrutura 6ssea ajudando no processo de

reparo tecidual. (1-3).

O ciclo de vida de uma célula mesenquimal indiferenciada € um processo
regulado por cinco atividades fundamentais: ativacdo, proliferacdo, imigracao,

diferenciacao e sobrevivéncia (ou morte). (4).



18

O mecanismo de diferenciacdo celular in vitro de células da medula éssea
humana em osteoblastos ja é dominado com a utlizagdo de rhBMP-4. Esta
proteina 6ssea sintetizada em laboratorio interfere positivamente nos periodos

iniciais de cultura. (5)

Atualmente algumas pesquisas tém conseguido cultivar estas células
diferenciadas em estruturas pré-fabricadas que as mantenham vivas e que
possam ser enxertadas em defeitos 6sseos. Desta forma poderdo ser produzidos
materiais de enxertia que contenham células ésseas e que déem as cirurgias de
enxerto 6sseo um prognéstico mais favoravel e ndo dependam de acessos a

areas doadoras. (6-8)

Os implantes osseointegrados, em sua maioria, possuem algum tipo de
condicionamento da sua superficie que permite uma maior area de contato 6sseo
com o implante. Além disso, as microrrugosidades das superficies dos implantes
permitem maior adesdo da rede de fibrina formada no primeiro estagio da
osseintegracdo. Esta rede de fibrina € que permite uma migracdo mais efetiva dos
osteoblastos até a superficie do implante. Desta forma, a neoformacdo Ossea
sobre estas estruturas se da de maneira organizada e mais rapida uma vez que as

células tornam-se polarizadas em direcdo ao implante (9).

Atualmente existe uma série de diferentes tratamentos das superficies dos
implantes te que vao desde a subfracéo por ataque acido até a deposicao discreta
de nanoparticulas de fosfato de calcio nestas superficies.

Novas pesquisas tém surgido, demonstrando resultados promissores na
ossoeintegracdo de implantes com deposicdo discreta de fosfato de calcio em
suas superficies. (10-12)
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Portanto, esta pesquisa tem o objetivo principal de cultivar células de
medula 6ssea humana em diferentes tipos de superficies de titanio e avaliar a sua

proliferacdo e diferenciagdo em células 6sseas.



OBJETIVOS:




2. Objetivos:

2.1 Avaliar a adesao e proliferagdo das células da medula 6ssea

humana em superficies de implantes de titanio;

2.2 Avaliar a diferenciacdo em osteoblastos das células da

medula 6ssea humana em superficies de implantes de titanio.



REVISTA DA LITERATURA:




3. Revista da Literatura:

3.1 Tecido Osseo:

O osso difere-se dos demais tecidos que compde o corpo humano por uma
extraordinaria capacidade de crescer e manter continuos remodelamento e

regeneracao. Assim, 0os 0ssos mantém sua forma e propriedades fisicas. (13)

O metabolismo 6sseo envolve um processo continuo de reabsorcao e
neoformacédo 6sseas onde dois mecanismos tém sido postulados para o controle
desse processo: a regulacdo sistémica, que é realizada por meio de hormdnios
reguladores da taxa de célcio e fosfato, e regulacéo local, onde a participacéo de
fatores de crescimento que atuam sobre células mesenquimais indiferenciadas

resultara no processo conhecido de neoformacéo 6ssea. (1)

O tecido 6sseo é um tecido complexo que esta constantemente passando
por um processo morfolégico dindmico, seguindo sua formacdo inicial, seu
crescimento, seu reparo e sua remodelacdo, em resposta a mudancas fisicas e

biomecanicas sofridas pelo corpo humano. (14)

O esqueleto humano esta sujeito a constante remodelagcéo, objetivando
manter o tecido 6sseo com suas propriedades biomecéanicas inalteradas. O
remodelamento e a cicatrizacdo de fraturas 0sseas sdo exemplos da capacidade

regenerativa do tecido 0sseo gracas a atuacdo das ceélulas mesenquimais

indiferenciadas estimuladas por fatores de crescimento. (15-16)

O tecido 6sseo possui uma estrutura de proteinas fortalecida por fosfato de
calcio, além de capacidade regenerativa, na qual todo o processo de formacédo
ocorre a partir de uma integracao dinamica de processos bioquimicos, celulares e
hormonais continuamente facilitados por um estado de deposicéo, reabsorcéao e
remodelacdo. Existem trés parametros fundamentais na engenharia tecidual 6ssea

que vao determinar a capacidade de osteoinducao: sinais osteoindutores sollveis
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viabilidade das células mesenquimais indiferenciadas em responder e ter a
capacidade de se diferenciarem em células formadoras de osso, além da
producdo de uma matriz extracelular adequada. (17)

3.2 Células Mesenquimais Indiferenciadas

As células mesenquimais indiferenciadas (CMIs) sao células progenitoras
pluripotentes, que tém a propriedade de dividirem-se muitas vezes e em diversas
linhagens para a formacdo de tecidos esqueléticos, como, por exemplo,
cartilagem, osso, tendao, ligamento, estroma da medula éssea e tecido conjuntivo.
Essas células ndo sdo governadas por si s6 ou limitadas a um numero fixo de
divisbes mitoticas; a sua progénie é afetada por fatores intrinsecos e extrinsecos
que, combinados, sdo responsaveis pelo controle da expressdo dos padrdes
molecular e celular, resultando em tecidos especificos, com funcbes também
especificas, com base no seu repertorio molecular. Ademais, durante a
progressdo da célula mesenquimal indiferenciada até a finalizacdo de seu
fendtipo, ela sofre a influéncia da regulacdo paracrina e da regulacédo autécrina,
guando a soma de todos esses sinais intrinsecos e extrinsecos define o

desenvolvimento e o fendtipo celulares. (18)

Além disso, o tecido 6sseo adulto contém fatores que estimulam o reparo

0sseo, recapitulando o desenvolvimento embriol6gico e a morfogénese. (19)

As CMIs quando cultivadas in vitro e tém demonstrado a capacidade de dar
origem aos fenotipos celulares diferenciados das camadas germinativas do
embrido. Através de estudos com cultura de CMIs adultas retiradas da medula
Ossea da crista de iliaco de doadores humanos observou-se que a medula éssea
adulta contém uma quantidade de CMIs que contribuem para a regeneracao de
tecidos mesenquimais como 0sso e cartilagem. Esse processo de diferenciacéo é

influenciado, significativamente, por nutrientes basais, densidade celular,



25

organizacao espacial, forcas mecanicas, fatores de crescimento e citocinas. (5,16,
20-22)

No estroma da medula 6ssea encontra-se uma populacdo heterogénea de
células que fornece suporte estrutural e fisiolégico para as células
hematopoiéticas. Algumas destas células apresentam caracteristicas de células-
tronco e possuem a propriedade de diferenciarem-se em o0sso, cartilagem,
adipécitos, além de atuarem como um suporte hematopoiético para os tecidos.
(23)

As CMIs sdo passiveis de regeneracdo do tecido 6sseo. Assim, um meio
embrionario em tecidos adultos lesados pode ser recriado. Além disso, 0os autores
salientaram que tais células tém propensao a se aderir em cultura, permitindo-se
isolarem-se de outras células medulares, sendo possivel verificar a sua
proliferacdo e a diferenciacdo ndo s6é em osteoblastos, mas também em

condroblastos, mioblastos e adipdcitos. (24)

Células hematopoiéticas estdo amplamente associadas com células do
estroma da medula 6ssea, tanto in vitro quanto in vivo. No entanto, quando essas
células do estroma estdo em cultura, as hematopoiéticas bem diferenciadas sao

normalmente removidas por técnicas de lavagens seletivas e aderéncia. (23, 25)

Em estudo realizado in vitro onde as células derivadas da medula 0ssea
foram transfectadas com o vetor de adenovirus recombinante contendo a BMP-2
humana foram colocadas em cultura, observou-se claramente a proliferacédo e a
diferenciacéo osteogénica das CMIs, enquanto que, in vivo, tais células, depois de
transplantadas no radio de ratos, foram capazes de formar osso e cartilagem,

além de regenerar defeitos 6sseos. (26)
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Alguns autores destacam que a medula 6ssea contém células com um
grande potencial osteogénico, incluindo células precursoras osteogénicas

totalmente comprometidas com a osteogénese. (27,28)

Até atingirem a formacdo do adulto, as células-tronco vao se tornando
progressivamente restritas em sua capacidade de diferenciagdo, ficando cada vez
mais comprometidas com uma determinada funcgé&o. Inicialmente, as populagbes
de células-tronco confinadas a um seleto grupo de tecidos (endoderma, ectoderma
ou mesoderma) sdo multipotentes, porém, com o processo de desenvolvimento,
algumas delas podem permanecer pluripotentes, capazes de se diferenciar em
uma ou mais linhagens. Outras células tornam-se progressivamente limitadas,
com a capacidade de gerar somente um tipo celular. Essa restricdo parece ser o

resultado de mudancas adaptativas criticas e irreversiveis no nucleo celular. (4)

3.3 Células Osteoprogenitoras

A maioria das osteoprogenitoras presentes nas células da calvaria de fetos
de ratos e derivadas do estroma da medula 6ssea de ratos adulto jovens em
cultura tem capacidade de renovagdo e tempo de vida limitados. Evidéncias
sugerem que existem, no minimo, dois tipos distintos de populacbes de
osteoprogenitores. Uma populacdo com capacidade de promover diferenciacao in
vitro e outra, aparentemente menos diferenciada, que sofre diferenciacao
osteoblastica somente apos estimulos indutores especificos como dexametasona,
outros esterbides e fatores de crescimento como as proteinas morfogenéticas
0sseas. Tais substancias aumentam o numero de nddulos ou coldnias 6sseos nas

culturas de estroma da medula 0ssea e da calvaria de ratos. (25, 29)

A maioria das pesquisas aponta que as CMIs, quando em cultura e na
presenca de citocinas ativadoras do 0sso, sofrem osteopoiese, processo esse que
envolve a proliferacdo e a maturacdo de células precursoras primitivas até a

formacao de osteoblastos funcionais, sendo que as células 6sseas originadas das
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CMIs comprometidas com a osteogénese sdo as ceélulas osteoprogenitoras, pré-
osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos. O autor acredita que, pelo fato de essas
células apresentarem um desenvolvimento continuo ilimitado, ndo ha,

consequentemente, diferenca de comportamento entre elas. (27)

O caminho da diferenciacdo osteoblastica é modulado por interacdes entre
células progenitoras (osteoprogenitoras), suas vizinhas, a matriz envolvida e uma
ampla extensao de fatores sollveis, incluindo o de crescimento e transformacéo-3
(TGF-B), o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1), o semelhante a
insulina 1l (IGF-Il), varias interleucinas, acido retindico, glucocorticoides,
estrogeno, hormdnios da paratiredide, vitamina D e tiroxina. Varios membros da

familia das BMPs sao altamente efetivos nessa diferenciacéo. (4).

3.3.1 Pré-osteoblastos

Os pré-osteoblastos representam um estagio de transicdo entre uma alta
proliferacdo de células osteoprogenitoras e osteoblastos maduros, apresentando
baixos niveis de proteinas 6sseas, como a fosfatase alcalina, a osteonectina e a
osteopontina, entre outras. Os pré-osteoblastos sdo predominantemente definidos,
morfologicamente baseados em sua localizacdo adjacente a atividade dos
osteoblastos. Além do mais, essas células fornecem importantes informacdes a

resposta de fatores de crescimento, transducao de sinais e mineralizagéo. (27)

3.3.2 Osteoblastos

As ceélulas osteoblasticas apresentam uma grande diversidade de
morfologias e atividades indo desde pré-osteoblastos com sua forma poligonal,
osteoblastos cuboidais, osteoblastos sintetizadores de matriz e ostedcitos de
matriz embebidos na por¢cdo mineral até células que recobrem o 0sso, achatadas

e finas. Esses inumeros morfotipos sdo geralmente considerados diferentes
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estagios de maturacdo de uma unica linhagem celular originada da proliferacéo e

da diferenciacédo de células osteoprogenitoras. (30)

Apesar de a exata sequéncia de eventos ainda nao ter sido completamente
entendida, acredita-se que 0s osteoblastos derivem de células-tronco pluripotentes
da medula 6ssea, por meio de um caminho de diferenciagdo compreendido por
uma série de estagios osteoprogenitores e pré-osteoblasticos. (31)

Analises cinéticas em colbnias em crescimento celular mostraram que 0s
osteoprogenitores sofrem de nove a 10 alteracdes de populacdo antes de surgir o
primeiro osteoblasto morfologicamente diferenciado nesta colbnia em

desenvolvimento. (32)

Estudos sobre o efeito da idade na formagdo 0ssea ectdpica induzida por
BMPs em ratos com um més, 10 meses e 18 meses de vida, constataram que a
velocidade e a quantidade dessa formacdo de 0sso é reduzida significativamente
pelo avanco etario. A reducdo no anabolismo pode ser atribuida as mudancas nos
niveis de hormonios e dos fatores de crescimento. Dois mecanismos tém sido
postulados como principais causadores da diminuicdo da formacdo Ossea
ectdpica: a idade, que pode reduzir a migracdo de CMIs, diminuindo o nimero de
precursores osteogénicos, bem como a inabilidade de células osteogénicas para
responder as BMPs. (33)

Os osteoblastos sdo células especializadas que atuam diretamente sobre a
formacdo Ossea nos vertebrados. O tecido 0sseo consiste, principalmente, de
cristais de hidroxiapatita e varios tipos de proteinas na matriz extracelular,
incluindo colageno tipo |, osteocalcina, osteonectina, sialoproteina Ossea e
proteoglicanos. Tanto esses cristais de hidroxiapatita quanto as proteinas sao
regulados pelos osteoblastos e, além disso, a alta atividade enzimatica da
fosfatase alcalina e a resposta a hormdnios e a citocinas sdo caracteristicas

importantes dos osteoblastos. (34)
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A matriz extracelular do osso é composta por 90% de proteinas colagenas
(97% de colageno tipo | e 3% de coldgeno tipo V) e 10% de proteinas nao-
coldgenas (20% de osteocalcina, 20% de osteonectina, 12% de sialoproteinas,
10% de proteoglicanos, osteopontina, fibronectina, fatores de crescimento, BMPs

e outras), sendo todas elas proteinas sintetizadas pelos osteoblastos. (35)

Durante a embriogénese, o tecido 6sseo € formado por dois caminhos
distintos: ossificacdo intramembranosa e endocondral. Independentemente disso,

0s osteoblastos desempenham um unico papel na formacgéo de osso. (19)

No processo de ossificacdo intramembranosa, os osteoblastos sé&o
diferenciados diretamente das CMIs. Contudo, no processo de ossificacdo
endocondral estas células mesenquimais diferenciam-se, primeiro, em
condrdcitos, que formam uma matriz cartilaginosa onde o0s osteoblastos s&o
diferenciados imediatamente apds a maturacdo hipertréfica destes condrécitos.
Este processo de desenvolvimento 0sseo e cartilaginoso sugere que osteoblastos

e condroblastos tém origem de um mesmo progenitor celular. (34,36)

Quando mantidas sob condicbes de cultura adequadas, as células do
estroma da medula 6ssea de camundongos sao capazes de formarem noédulos
0sseos. Estes representam o produto final da proliferacdo e da diferenciacdo das
células osteoprogenitoras, relativamente raras, presentes no inicio da populacao
celular. O processo de formacdo desses nédulos 6sseos é dividido em trés
estagios de desenvolvimento: a proliferagdo, o desenvolvimento da matriz
extracelular e a maturagcdo e mineralizacdo. O processo caracteriza-se por
diferentes genes associados a proliferacéo, a atividade do ciclo celular, bem como
a atividade e a heterogeneidade dos osteoblastos. (37)

Quando BMPs sao implantadas em tecido subcutédneo de ratos, as CMis

sdo estimuladas a criar um processo similar a ossificagdo endocondral. No

entanto, tém aumentado as evidéncias de que as BMPs podem induzir formacgéo
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Ossea diretamente, sem a sequéncia endocondral. As pesquisas demonstraram
que, em todos os grupos de ratos nos quais a BMP foi implantada, ocorreu

ossificacao intramembranosa. (33)

Os osteoblastos sé@o células primarias responsaveis pela formacao 6ssea,
originadas de células mesenquimais osteoprogenitoras localizadas dentro do
tecido esquelético. Estudos demonstraram uma significativa resposta osteogénica
com alta atividade de fosfatase alcalina, deposicdo de calcio e formacdo de

nédulos 6sseos, em pesquisa in vitro.(5,38)

3.4 Osteoinducéo

A osteoindugdo é 0 processo que sustenta a mitogénese de células
mesenquimais indiferenciadas induzindo a formacéo de células osteoprogenitoras
com capacidade de formar novo o0sso. Diferentemente de materiais
osteocondutores, substancias osteoindutoras provocam a formacdo é6ssea em

locais extra-esqueletais. (39)

A inducdo 6ssea € caracterizada por uma sequéncia de fases que séo a
guimiotaxia, a mitose e a diferenciacdo em cartilagem e/ou 0sso. A quimiotaxia e a
migracdo das células mesenquimais ocorrem no primeiro dia; a proliferagcao
(mitose), até o terceiro dia; a diferenciacdo em condroblastos, no quinto dia; a
cartilagem hialina, no sétimo dia; a calcificacdo da matriz hipertréfica da
cartilagem, no nono dia; a invasao vascular e angiogénese, no décimo dia; a
formacdo 6ssea no décimo e décimo primeiro dias; a remodelacdo do 0sso, no
décimo segundo ao décimo oitavo dia e a diferenciacdo in situ da medula

hematopoiética, do décimo oitavo ao vigésimo primeiro dia. (19)

Pesquisas sobre o efeito osteoindutor da BMP-2 recombinante em culturas
primarias de osteoblastos da calvaria de fetos de ratos durante 20 dias

perceberam que essa linhagem osteoblastica sofreu um processo de proliferacao
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e diferenciacéo, tendo produzido ndédulos 6sseos que tinham a caracteristica de

um osso trabeculado normal. (40)

A osteoinducdo caracteriza-se pela habilidade que algumas moléculas
possuem de promover a formacdo 6ssea. A osteoinducdo, para que ocorra, nao
depende somente das células do hospedeiro, mas, também, da presenca de CMIs
no local. A potencialidade da osteoindugao vai depender da habilidade que uma
certa molécula e um determinado local tem para induzir células mesenquimais
indiferenciadas a formar osso. Para os autores, a formacéo 6ssea € influenciada
por muitos fatores, sendo 0 suprimento sangiiineo o mais importante, pois
aumenta a oxigenacao tecidual e, conseqientemente, a formacéo de colageno, a
proliferacédo de fibroblastos e capilares, a atividade de osteoblastos e osteoclastos,

além da formacao e da mineralizacédo do calo 6sseo. (41,42)

3.5 Marcadores da linhagem osteogénica

A osteopontina (SPP1) que é uma glicoproteina fosforilada pela matrix
extracelular mineralizada dos osteoblastos durante o desenvolvimento 6sseo, em
gue seu aumento é regulado pela vitamina D. Ela tem um papel crucial na larga

escala de formacao da hidroxiapatita. (43)

A expressao da osteopontina é regulada fortemente em resposta aos niveis
elevados de fosfato extracelular. E numerosos outros fatores sdo conhecidos
como estimuladores, por exemplo, fosfatase alcalina que cliva fosfatos e permite

um meio béasico para o inicio da mineralizaco. (44)

A osteocalcina (BGLAP), também conhecida como acido gama carboxi-
glutdmico, € uma proteina de ligagdo com calcio dependente de vitamina K.
Quimicamente, apresenta peso molecular de 6kDa e 49 aminoacidos. Ela tem em

sua conformacéo 3 acidos gama carboxi(GLA) nas posi¢cdes 17, 21 e 24 que séo
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conhecidos como mediadores fortes da ligacdo com hidroxiapatita, fosfato de
calcio. Sendo assim, ela € descrita como um promotor e inibidor da mineralizacéo.
Essa proteina é produzida exclusivamente pelos osteoblastos durante o processo
de sintese da matriz 0ssea; representado 20% das proteinas de matriz nao

colagenosa. (45)

3.6 Superficies de Titanio

A topografia microscopica das superficies de titanio afeta a ativacao,
adesao, orientacdo, morfologia e 0s movimentos celulares, bem como, a
expressdo de genes. As modificacdes de superficie ainda podem recrutar os tipos
certos de células, manipular a expressao genética e comunicacao entre as células

e finalmente guiar as propriedades dos tecidos neoformados (46-48).

A expressao de fosfatase alcalina de células 6sseas é maior em discos de
tithnio com superficie rugosa do que em discos polidos quando colocados na
presenca de BMP2. Neste mesmo estudo, a expressédo da osteocalcina foi mais
rapida nos discos com tratamento de superficie. (48)

A rugosidade do titanio modula a resposta celular para fatores locais e
sistémicos provocando mudancas na expressao fenotipica e no estado de

maturacao. (49)

A topografia das superficies de implante tem efeitos distintos ndo sé na
producdo de mediadores quimicos pelas células em contato, mas também na

atividade celular de células distantes o que caracteriza um efeito biorreator. (50)

A caracterizagcdo da superficie dos biomateriais € particularmente
importante para entender a biocompatibilidade dos mesmos. A modificagdo das
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superficies pode dar-se de varias formas e através das suas caracteristicas

podera haver maior ou menor interacdo com as células 6sseas. (51)

Particulas de fosfato de calcio na superficie de bioateriais aceleram a
cicatrizacdo Ossea provavelmente por um aumento da taxa de osteoconducao

maior do que a taxa de formacao 6ssea por si. (52)

A deposicéo de particulas de fosfato de célcio em implantes de titanio traz
um efeito benéfico para a resposta de neoformacdo 6ssea durante a fase de
cicatrizacdo. Além disso, a resposta 6ssea a superficie dos implantes depende
muito do local onde estes serdo instalados. (53)

Apos avaliacdo da manifestacdo de genes de células mesenquimais e pré-
osteoblasticas em diferentes tipos de superficie de implantes, constatou-se que a
rugosidade da superficie interfere na expressao de proteinas como a fosfatase
alcalina, osteocalcina e osteopontina. Contudo, a manifestacdo destas proteinas
nao se da de maneira semelhante entre os tipos de superficies avaliadas, havendo
maior manifestacdo de cada uma delas em cada uma das trés superficies

avaliadas. (54)

A rugosidade das superficies de biomateriais em culturas celulares pode
promover um atraso na manifestacdo genética - incluindo a fosfatase alcalina - e

na sua proliferacdo. Contudo, ndo ha bloqueio da atividade celular. (55)

A reacdo do corpo ao material estranho implantado é governada por um
namero de fatores que determinam se o implante vai ser aceito ou rejeitado pelo
organismo e se vai cumprir a sua funcdo especifica de suportar cargas
mastigatorias. Este € um dos maiores desafios principalmente no tratamento de

maxila atroficas. (56)
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Ao ser avaliada a forca necessaria para remover implantes de superficies
de duplo ataque &acido com e sem deposicdo discreta de fosfato de calcio foi
demonstrado que, em tecido 6sseo de ratos Wistar, a presenca de fosfato de
calcio na superficie dos implantes de titanio aumenta a for¢ca de osseointegracao.
(10)

Na mesma linha de pesquisa, agora com humanos, as mesmas superficies
foram avaliadas. Implantes foram colocados na regido de tuberosidade da maxila
e apos dois meses a area de contato 0sseo foi medida. Os resultados foram
significativamente maiores nos implantes com nanoparticulas de fosfato de calcio,
0 que segundo os autores demonstra uma osseointegracdo mais rapida dos

mesmos. (11)

A diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas da medula 6ssea
em superficies de titanio tratadas com jateamento de silica e ataque acido e na
mesma superficie acrescida de cristais de hidroxiapatita foi estudada in vitro. Os
resultados mostraram que, na presenca de particulas de hidroxiapatita na
superficie dos implantes, o fendtipo celular osteoblastico e a proliferacédo celular

mostraram-se significativamente maiores. (57)

Silva (2009) relatou que discos de titanio com diferentes tipos de
condicionamento acido também manifestaram proliferacdo celular e sintese de
osteocalcina e osteopontina em relacdo a discos de titanio polido em cultura de
células mesenquimais na presenca de BMP4. O estudo concluiu que a rugosidade
dos implantes acelera o processo de diferenciacdo celular, mas ndo o de

proliferacéo. (58)

A Superficie NanoTite™ aumenta as propriedades de cicatrizagdo do tecido
periimplantar em locais de osso nativo maxilar quando comparada a superficie

Osseotite™. Esta diferenga nao foi percebida em locais de 0sso enxertado. (59)
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Em estudo realizado em cées para avaliacdo da formacdo Ossea
periimplantar de implantes com superficie tratada por duplo ataque &cido em
comparacdo com a mesma superficie acrescida de depodsito de cristais de fosfato
de calcio, ndo se observou diferenca na neoformacédo 0ssea entre os dois tipos de

superficie. (60)

De acordo com Schwarz (2009), uma camada de particulas de fosfato de
calcio reabsorvivel em contato com surperficies rugosas de titdnio aumenta
significantemente a area de contato 6sseo ao redor dos mesmos. Isto foi verificado

apos 12 semanas de osseointegracao destes implantes em fémur de porcos. (61)

Em estudo realizado para a avaliacdo do contato 6sseo em implantes com
tratamento de superficie por ataque acido e na mesma superficie com deposicao
de cristais de fosfato de célcio colocados imediatamente apds a exodontia de
prés-molares de caes, pode-se afirmar que ndo houve diferenca entre as
superficies em 4, 6 e 8 semanas. Desta forma, conclui-se que o local de
implantacdo (tamanho do alvéolo) tem maior influéncia no tratamento e que o
acréscimo de nanoparticulas de fosfato de céalcio tem efeito limitado no processo

de osseointegragéo. (62)

A presenca de nanoparticulas de hidroxiapatita em estruturas de poli
epsilon caprolactone promoveu maior manifestacdo da fosfatase alcalina e a
atividade de osteocalcina em culturas de células mesenquimais de polpa dentaria

em relacdo as mesmas estruturas sem as nanoparticulas. (63).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schwarz%20ML%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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4. Metodologia

4.1 Consideracfes Bioéticas

O presente estudo esta em conformidade com os itens 11.3.i e 1l.3.t das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(Resolucdo CNS 196/96), bem como com a diretriz nimero 12 das Diretrizes
Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos
(Council for International Organizations of Medical Sciences, CIOMS; 2002).
Neste estudo foram utilizados as mesmas células que foram usadas para o projeto
de pesquisa: Estudo in vitro sobre osteoinducdo e osteoconducgao utilizando
células de medula 6ssea associada a um meio de osso homodlogo, ja aprovado
pela comissdo cientifica deste curso e pelo comité de ética em pesquisa da
PUCRS sob registro CEP: 06/03481.

4.2 Hipoteses

H1 — As células da medula 6ssea humana aderem e diferenciam-se sobre a
superficie rugosa de implantes de titanio;

H2 — A presenca de nanoparticulas de fosfato de célcio na superficie dos

implantes aumenta a proliferacao celular;

H3 — A presenca de nanoparticulas de fosfato de calcio na superficie dos

implantes aumenta a diferenciagao celular;
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4.3 Amostra

4.3.1 Obtencao das células da medula 6ssea:

As células utilizadas nesta pesquisa foram obtidas a partir da medula 6ssea
do osso do iliaco de um doador humano voluntario, submetido a cirurgia de
enxerto 0sseo em maxila. Este procedimento ndo acarretou ao paciente maior

morbidade ou riscos pos-operatorios.

ApGs acesso cirdrgico & area doadora, foi realizada uma puncao na medula
Ossea através da cortical 6ssea com um trocarter onde estava acoplada uma

seringa de 20 mL contendo 0,05 de heparina. (Figura 1)

il

. Figura 1: Remocéao de sangue medular da crista do iliaco.

Foi removida uma quantidade de sangue medular de aproximadamente 60
mL. O material foi transferido para um tubo estéril e armazenado em banho de
gelo até sua separacdo em gradiente de densidade. (Figura 2)
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As células foram separadas por centrifugacdo em gradiente de densidade
utilizando Histopaque ®-1077 (Sigma Diagnostics, USA). Para tanto, as células
foram re-suspensas com um volume igual ao de medula com meio de cultura D-
MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media; Invitrogen, USA), colocadas sobre ¥2 do
volume de Histopaque® e centrifugadas a 400g durante 30 minutos. A camada de
células mononucleares foi retirada e lavada com 50 mL de DPBS (Dulbecoo’s
Phosphate Buffered Saline; Invitrogen, USA) e centrifugada a 1500 rpm por 3
minutos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo com azul-tripan
em hemocitbmetro (Optik Labor, USA) e as células ressuspensas a uma

densidade de 0,5 x 10° células/mL.
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Figura 2: Separacéao das células da medula éssea.
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Figura 3: Células da medula 6éssea separadas.

4.3.2 Discos de titanio

Foram selecionados 12 implantes de titanio da marca comercial Biomet 3|
com tratamentos de superficies diferentes. Os implantes eram do tipo Bonelike®
(Biomet 3l, Brasil) com superficie tratada por jateamento com é6xido de aluminio e
ataque acido por acido sulfurico; Osseotite™ (Biomet 3I, USA) com superficie
tratada por duplo ataque acido por acido sulfarico e acido cloridrico e Nanotite™
(Biomet 3I, USA) com superficie tratada por duplo ataque acido como a Osseaotite,
porém com a deposicdo discreta de nanoparticulas de fosfato de calcio (Tabela 1).

Todos os implantes tinham 04 mm de didametro e tiveram seus apices
cortados em uma espessura de 01 mm. Este procedimento ocorreu em uma
camara de fluxo laminar classe IIA, com material estéril e sob irrigacdo constante
com solucéo fisioldgica 0,9%.
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Figura 4: Discos de titanio cortados e colocados em meio de cultura.

4.3.3 Composicdo dos grupos experimentais:

Trés grupos experimentais, cada um correspondente a um tipo de superficie
de implantes comerciais de titanio: BL (Bonelike®), OS (Osseotite™) e NT
(Nanotite™) em duplicata foram avaliados em dois periodos diferentes de cultura
de células da medula éssea humana correspondendo a 14 e 21 dias. Para os
mesmos periodos e para cada grupo, também em duplicata, foram colocadas as
mesmas células em cultura, porém sem contato com nenhuma das superficies de
titnio estudadas. Estes pocos de cultura compdem o grupo controle que servira
para comparar a expressao génica das células dos grupos teste.



42

Tabela 1: Distribuicdo por grupos dos discos de titanio por unidades nos

dias de cultura.

DIAS DE CULTURA
GRUPOS 14 dias 21 dias
Osseotite 2 2
Nanotite 2 2
Bonelike 2 2

4.4 Culturade células da medula 6ssea sobre os discos de titanio

As células da medula 6ssea na concentracdo de 5x10° foram colocadas
para cultivo em placas de cultura com 12 pocos (500 pL de suspenséao celular por
poco). Cada poco continha um disco de titanio e a placa de cultura foi mantida a
37°C em estufa contendo 5% de CO, em meio D-MEM suplementado por 10% de
soro fetal bovino (FBS, Invitrogen, USA) inativado durante 30 min a 56°C contendo
1% de solucéo de penicilina-estreptomicina (10.000 g/ml, 10.000 pug/ml, Invitrogen,
USA) e 0,1% de gentamicina (100 mg/ml Invitrogen, USA).

4.5 Extracdo do Acido Ribonucleico (RNA) total

O RNA total foi extraido utilizando-se o kit PureLink™ Micro-to-Midi Total
RNA Purification System, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Tanto
a qualidade quanto a quantidade do RNA total extraido foram analisados por
espectrofotometria (A260/280) e por visualizacdo em gel de agarose 1% (p/v)
corado com brometo de etideo. As amostras foram tratadas com DNase | antes da

sintese do cDNA.
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4.6 Sintese do Acido Deoxirribonucleico complementar (cDNA)

Foram usados 5 ug de RNA total para sintese do cDNA utilizando-se o kit
RT2 First Strand Kit (SABiosciences), conforme as recomendacfes do fabricante.
O cDNA obtido foi tratado com RNase H com a finalidade de degradar todos e
quaisquer mRNAs que serviram de molde para a sintese do cDNA, eliminando

qualquer contaminacgéo cruzada com o mRNA.

4.7 Reacédo em Cadeia da Polimerase Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

As andlises pela QT-PCR foram realizadas utilizando o termociclador
iCycler iQ™ (BioRad Co.). Para reacdo da quantificacdo de marcadores de
diferenciacdo Ossea foi utilizado o kit RT2 gPCR Master Mixes (SABiosciences),
conforme as recomendacdes do fabricante, bem como os oligonucleotideos
iniciadores (primers) para os genes de fosfatase alcalina (PPH01311-E-200,
SABiosciences), osteocalcina (PPH01898-A-200, SABiosciences), osteopontina
(PPH0582-E-200, SABiosciences) e 3-actina (PPH00073-E-200, SABiosciences).

As condi¢Bes de QT-PCR foram: 94 °C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos
de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e 60
°C por 35 segundos. No estagio final, 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e
95°C por 15 segundos para determinar a curva de dissociacdo do produto

amplificado.

Para a mensuracdo, o valor do ciclo limiar (Ct), foi determinado pelo
termociclador. Os valores de Ct dos genes de interesse, fosfatase alcalina,
osteocalcina e osteopontina foram normalizados para o gene pf-actina. E os

resultados foram analisados usando o método limiar critico comparativo, 22t

e
foram expressos em comparacao com os valores obtidos para as células do grupo

controle.


http://www.sabiosciences.com/firststrand.php
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4.8 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) das células da

medula 6ssea humana em cultura sobre superficies de titanio:

A andlise das culturas celulares em superficies de titanio através de MEV
foi relizada em um microscopio eletrénico da marca Philips, modelo XL 30 no
Laboratério de Engenharia da PUCRS. As amostras foram fixadas com
glutaraldeido a 2,5% e apds desidratadas em banho de acetona seriado de 30% a
100%. Através do processo de sputterin as amostram tiveram sua superficie
coberta por uma fina camada de ouro para permitir sua visualizagdo no

microscopio.



RESULTADOS:




5. Resultados

5.1 Expresséao das proteinas fosfatase alcalina, osteocalcina e osteopontina
através de PCR em tempo real:

Nos resultados obtidos para a expressao da proteina fosfatase alcalina
(ALP) observou-se que aos 14 dias de cultura os grupos OS e NT apresentaram
0,008 e 0,001 numero de vezes maior em relagdo ao controle. O grupo BL nao
expressou ALP neste periodo. Aos 21 dias de cultura pode-se observar que houve
um aumento da expressao da ALP nos trés tipos de superficie de titdnio. O grupo
gue apresentou os melhores resultados foi o BL com 1,46 niamero de vezes maior
em relacdo ao controle, seguido do OS e do NT com 0,42 e 0,026 numero de
vezes maior do que controle respectivamente (Grafico 1 e Tabela 1).

Mumero de vezes maior do que o controle

Dias de cultura

Gréafico 1. Expressédo da Fosfatase Alcalina (ALP) nos periodos de 14 e 21
dias de cultura sobre superficies de titanio. OS= 0,008(14 dias) e 0,42 (21
dias); NT= 0,001 (14 dias) e 0,026 (21 dias); BL= 0(14 dias) e 1,46 (21 dias).
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Tabela 2: Expresséo da Fosfatase Alcalina nos periodos de 14 e 21 dias de
cultura sobre superficies de titanio.

Dias de Cultura

Grupo 14 21
oS 0,008 0,42
NT 0,001 0,026
BL 0 1,46

Nos resultados obtidos para a expressdo da Osteocalcina (BGLAP) o Unico
grupo que expressou a proteina foi o NT com 0,108 numero de vezes maior do
que o controle aos 14 dias de cultura. Aos 21 dias de cultura nenhuma das
superficies permitiu a expressédo de BGLAP.

Mumero de wezes maior do que o contrale

Dias de cultura

Gréfico 2: Expressédo da Osteocalcina (BGLAP) nos periodos de 14 e 21 dias
de cultura sobre superficies de titanio. OS= 0(14 dias e 21 dias); NT= 0,108 (14
dias) e 0 (21 dias); BL= 0(14 dias e 21 dias).
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Tabela 3: Expressao da Osteoclacina nos periodos de 14 e 21 dias de cultura
sobre superficies de titanio.

Dias de Cultura

Grupo 14 21
0oSs 0
NT 0,108
BL 0

5.2 Avaliacédo de adeséao e morfologia celular por MEV:

Pode-se observar na superficie dos implantes Bonelike a presenca de
células da medula éssea humana aos 14 e aos 21 dias de cultura em um nimero
pequeno em relacdo aos outros grupos. N&o foi possivel visualizar uma

diferenciacdo na morfologia celular nos periodos observados.

Acc.V . SpotMagn Det WD 1 10um
200 kv 3.9 "5000x SE 93

Figura 5: Fotomicrografia eletrénica de varredura da superficie do implante
Bonelike aos 14 dias de cultura. Seta indica célula aderida a superficie.
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Figura 6: Fotomicrografia eletrénica de varredura da superficie do implante

Bonelike em 21 dias de cultura. Seta indica célula aderida a superficie.

Nos resultados para o grupo OS, foi possivel observar a presenca de
células aos 14 e aos 21 dias de cultura. Nos dois periodos de observacéo, pode-
se perceber uma mudanca na morfologia celular adquirindo caracteristicas de

osteblastos e aderindo-se na superficie de titanio.

Ace.V “SpotMagi-Dst WD I————{ 10pm
goows& 5000 SE 192 =% .

"Fears

Figura 7: Fotomicrografia eletrénica de varredura da superficie do implante
Osseotite em 14 dias de cultura. Seta indica célula aderida & superficie.
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AccV Spuﬁdagi? ﬁet €VD

20.0kV 39 10009x S‘Eﬁ 9:1

Figura 8: Fotomlcrografla eletronlca de varredura da superficie do implante

Osseotite em 21 dias de cultura. Seta indica célula aderida & superficie.

Em relagcéo ao grupo NT pode-se perceber nas fotografias de MEV de 14 e
21 dias de cultura que h& presenca células. Nao é possivel perceber mudancas na

morfologia celular.

AceV Spot Magn Det WD I-—| 5plm
20.0 kV33.9 10000x sg 9.1

Figura 9: Fotomicrografia eletrénica de varredura da superficie do implante
Nanotite em 14 dias de cultura. Seta indica célula aderida a superficie.
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Acc.V. SpotMagn Det WD —— 5um
200 kV 3.9 10000x SE 9.2

Figura 10: Fotomicrografia eletrénica de varredura da superficie do implante

Nanotite em 21 dias de cultura. Seta indica célula aderida a superficie.
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6. Discussao

A compreensao do metabolismo e fisiologia 6ssea vem sendo pesquisado
h& décadas, no entanto h4 muito ainda a ser esclarecido.

Véarios autores definiram os principios basicos para as pesquisas com
tecido 6sseo e hoje as culturas de células 6sseas € uma realidade em varios

centros com diversos objetivos. (1,13,18,19)

A organizacdo celular do tecido 6sseo € de importante compreensdo na
area da Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial, pois participa da consolidacdo
de fraturas da reconstrucao de defeitos 6sseos e também da osseointegracdo dos

implantes dentérios. (9, 56, 64)

A evolucdo da aplicacdo dos implantes dentarios nas reabilitacoes
odontoldgicas tem apresentado resultados excelentes e a evolucao destes
materiais tem contado com um avanco tecnoldgico impressionante, tanto para o

desenvolvimento de novas tecnologias como para as pesquisas basicas. (46,47)

A interacdo da superficie de titdnio dos implantes dentérios com o tecido
0sseo durante o processo de osseointegracdo € uma das linhas de pesquisa mais
atuais. A previsibilidade da osseointegracdo hoje leva ao desenvolvimento de
novas superficies que permitam um menor periodo de cicatrizacdo implantar

seguro e efetivo. (50,52)

A utilizacdo de CMI da medula 6ssea humana ja € uma realidade e sua
manipulacdo € simples e pode ser aplicada em varias pesquisas e na clinica
diaria, ajudando muito na compreensdo da fisiologia do tecido 0sseo e no

desenvolvimento de biomateriais. (24,28,54)



54

Neste estudo, buscou-se analisar diferentes tipos de superficies de
implantes caracterizadas por tratamentos semelhantes, contudo diferem quanto a
presenca ou ndo de nanoparticulas de fosfato de calcio. Como a literatura
internacional vem demonstrando, este parece ser um ponto importante e
controverso quanto a real influéncia destas particulas na capacidade de

diferenciacao celular e na osseointegracéo. (52,59,63)

Os diferentes resultados obtidos nesse estudo com relacdo aos diferentes
tipos de superficie como o caso das Bonelike, Osseotite e Nanotite estdo de
acordo com o observado por Masaki et al (2005) que detectou padrdes variaveis
de expressdo das proteinas osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina variam

de acordo com a rugosidade e tratamento da superficie de titanio. (54)

No trabalho de Ong et al (1997) a expressao da fosfatase alcalina foi maior
e da osteocalcina mais rapida nos discos de titanio rugoso do que nos discos de
superficie polida. Os pesquisadores utilizaram BMP2 como estimulador da
diferenciacdo celular e provavelmente por isso a expressdo génica de tais
proteinas pode ser detectada. E importante salientar que esses autores também
nao detectaram a expressao de osteopontina, como ocorreu no presente estudo.
(48)

Neste estudo optou-se por nado utlizar fatores de diferenciagdo que
pudessem interferir na diferenciacdo celular. Desta forma, somente a variavel
superficie dos implantes de titdnio e seu efeito na diferenciagdo, adesédo e

proliferagéao celular foi investigada.

Ao se verificar que houve expressao de ALP nos trés grupos e sendo eles
todos de superficie rugosa embora com diferencas quanto a presenca de
nanoparticulas de fosfato de célcio percebe-se que os padrdo de rugosidade da
superficie do grupo BL parece interferir positivamente para maior expressado da

mesma. Devido ao fato de que o grupo NT apresentou os piores resultados para
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sintese de ALP, pode-se sugerir que a presenca de fosfato de célcio retarda ou

inibe a sintese dessa proteina.

Alguns autores sugerem que a rugosidade da superficie de implantes
retarda a manifestacdo de ALP e a superficie tratada (rugosa) torna mais rapida a
manifestacédo de BGLAP. (48)

Nos resultados desta pesquisa o Grupo NT apresentou sintese de
osteocalcina em 14 dias de cultura enquanto os outros grupos nao. Pode-se
avaliar que no caso da sintese da osteocalcina, as particulas de fosfato de célcio
provavelmente tenham sido responsaveis por esta diferenca, uma vez que

estavam presentes somente neste grupo.

A rugosidade das superficies de biomateriais em culturas celulares pode
promover um atraso na manifestacao genética - incluindo a fosfatase alcalina - e

na sua proliferacdo. Contudo, ndo ha bloqueio da atividade celular. (65)

Nos achados do presente trabalho também se observou que a ALP
apresentou um padrdo crescente em todos o0s grupos sendo menor (ou de
manifestacdo mais lenta) no grupo NT, média no OS e maior no BL. Sendo assim,
provavelmente o fato de haver uma sintese menor de ALP né&o significa que houve
bloqueio da atividade celular. E importante compreender que no meio de cultura
celular deste estudo, ndo havia meios indutores como fatores de crescimento 0s
BMPs. Assim, a atividade celular dependia exclusivamente da sua relacdo com a

superficie de titanio.

O tratamento de superficies de tinanio € importante para a manifestacéo do
fendtipo osteogénico, contudo os resultados de alguns estudos sdo melhores em

relacdo a sintese protéica pela presenca de BMP4 no meio. (58)
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Este fator foi evitado na pesquisa atual para permitir apenas a interferéncia
da rugosidade da superficie e da presenca ou ndo de nanoparticulas de fosfato de
calcio. Desta forma, mesmo com resultados menores do que a literatura pode-se
observar que realmente as células da medula Ossea humana parecem
comprometer-se com o fendtipo osteogénico sem a necessidade de inducéo por

outros fatores além da superficie de titanio.

Em estudos com arcaboucos para cultura celular com e sem nanopatrticulas
de fosfato de calcio observou-se estas interferem positivamente na maior sintese
de ALP e BGLAP. (63)

Novamente observa-se que a osteopontina ndo se manifestou como nesta
pesquisa. Outro ponto no qual se concorda com a literatura é que a BGLAP
provavelmente é mais sintetizada quando na presenca de fosfato de calcio.
Resultados semelhantes foram observados quando superficies de titdnio com
tratamento por jateamento de silica e ataque acido com ou sem cristais de

hidroxiapatita foram comparados. (57)

Provavelmente ndo se observou a expressdo de osteopontina pelo fato de
gue a inducédo celular é discreta em meios de cultura sem a presenca de BMPs.
Contudo, a presenca de fosfato de calcio induziu a sintese de BGLAP e isto

provavelmente demonstra um maior potencial indutor deste tipo de superficie.

Desta forma, pode-se afirmar que os resultados obtidos estdo de acordo
com o esperado pela literatura e que mesmo havendo um padrdao um pouco
diferente em relacdo a fosfatase alcalina onde o grupo nanotite foi menor, embora
nao tenha deixado de sintetiza-la. Na presenca de fosfato de calcio é quando a
sintese de osteocalcina atinge melhores resultados e por isso, provavelmente na
sua presenca, mesmo tendo retardada sua sintese de fosfatase alcalina a

diferenciacao celular parece ser mais efetiva.
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A osteocalcina é uma proteina expressa em estagios mais tardios de
osteogénese e, portanto, sua presencga no grupo nanotite manifesta a presenca de
células num estagio mais avancado de diferenciacdo. Assim como em outros

estudos, ndo foi manifestada a sintese de osteopontina. (66,67,68)

Embora para alguns autores a superficie NanoTite™ aumente as
propriedades de osseointegracdo e cicatrizacdo periimplantar. (10,59) Existem
outros autores afirmam que nado houve diferenca na area de contato ésseo entre
os implantes NanoTite™ e Osseotite™ em estudos com humanos e animais.
(61,62).

Pelo fato da proliferacdo celular ser maior na superficie do grupo NT e pela
morfologia celular estar mais diferenciada no grupo OS, pode-se sugerir que 0s
resultados esperados para as respostas de tratamentos clinicos destes implantes
em tecido 6sseo sejam muito bons e permitam uma osseointegracdo mais rapida e
efetiva. No entanto, provavelmente a presenca de nanoparticulas sugere melhores

resultados de acordo com o que foi apresentado neste estudo.

E claro que os resultados clinicos destes tipos de implantes também iréo
variar de acordo com a técnica cirargica, condicoes do paciente e principalmente a

qualidade do tecido 6sseo como afirmam alguns autores. (62)

Sendo assim o presente estudo contribui no avango e pesquisa de novas
tecnologias para melhorar o padréo de osseointegragdo dos implantes dentérios e
também tem consciéncia de que os resultados deste tipo de pesquisa devem ser
somados a outros que se seguem. Assim, poderemos compreender claramente o
comportamento celular frente as novas modificacdes em superficies de implantes

osteointegraveis.
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7 Concluséo

O estudo in vitro da diferenciacdo osteogénica de cultura de células
derivadas da medula O0ssea sobre diferentes superficies de titanio possibilitou

concluir que:

e As células da medula éssea aderem-se as superficies pesquisadas;

e As células da medula éssea proliferam nas diferentes superficies

pesquisadas;

e A sintese de fosfatase alcalina € maior na superficie Bonelike;

e A presenca de nanoparticulas de fosfato de calcio na estrutura dos

implantes induz a sintese de Osteocalcina;
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ANEXOS:




\,’% Comissdo Cientifica e de Etica
% Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 30 de maio de 2005

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n°: 0024/05

Intitulado: Anélise da Regeneragcdo Ossea em Ratos Através de
Enxerto de Membrana de Coldgeno Contendo Células
Diferenciadas da Medula Ossea.

do(a) aluno(a): Rodrigo Gomes Beltrao

Programa de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
do curso de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Profa. Dra. Denise Cantarelli Machado

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 27 de maio de 2005.

Profa. Dra."Marilia Gerhardt de Oliveira
Presidente da Comissaq Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pg(@pucrs.br
90619-900




PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
DOUTORADO EM CIRURGIA E TRAUMATOLOGIA BUCOMAXILOFACIAL

--Termo de Consentimento--

Destino das células tronco coletadas junto ao paciente

Tendo em vista o protocolo de pesquisa proposto, o destino das células
tronco coletadas junto ao paciente sera o Laboratorio de Pneumologia do
instituto de Pesquisas Biomédicas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul que ora coordeno, para pesquisa denominada “ESTUDO IN
VITRO SOBRE OSTEOINDUCAO E OSTEOCONDUCAO, UTILIZANDO CELULAS
DA MEDULA OSSEA HUMANA ASSOCIADAS A UM ARCABOUCO DE 0SSO
ALOGENO. Cabe ainda salientar que, considerando que o DNA e o RNA das
células serao extraidos, as mesmas serao destruidas pela _Iise para liberar os
acidos nucléicos. Assim nada restara das células apds a cultura e portanto, de
forma alguma, essas células serao utilizadas no proprio paciente ou em

qualquer outro paciente, sendo seu uso restrito para essa pesquisa.

Porto Alegre, setembro de 2009.
~ Profa. Dra. Denise Cantarelli Machado
Coordenadora do Laboratdrio de Pneumologia

do Instituto de Pesquisas Biomédicas






