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RESUMO

Atualmente, o foco de muitas pesquisas cientificas em Implantodontia esta voltado para a
modificacdo da superficie do titdnio na busca de alternativas que proporcionem maior
rapidez e qualidade no processo de osseointegracdo. A osseointegracdo é um fenémeno que
acontece fundamentalmente através da resposta interfacial das células dsseas em contato
com a superficie do titanio. Diferentes métodos de tratamento podem ser utilizados para
modificar as propriedades topograficas e quimicas da superficie do titanio a fim de otimizar
as reac0es tecido-implante. Neste estudo foi avaliada a influéncia de diferentes tratamentos
de superficie do titdnio na adesdo e proliferacdo de osteoblastos humanos, através da
analise quantitativa do ndmero de células aderidas em diferentes periodos de cultura
celular. Para isso, 40 discos de titanio grau I, comercialmente puro, de 15mm de diametro
e 1mm de espessura, foram divididos em quatro grupos conforme a caracterizacdo de sua
superficie: G1. maquinada; G2. &cido-condicionada; G3. com cobertura de hidroxiapatita; e
G4. com bisfosfonato imobilizado na cobertura de hidroxiapatita. Células osteoblasticas
derivadas de osteossarcoma humano (SaOS-2) foram cultivadas sobre os discos e a
contagem celular foi realizada em 3, 7 e 14 dias. Para determinacdo do nimero de células,
um processo de coloracdo dos nucleos com lodeto de Propidio foi realizado, e os discos
foram analisados em microscopio Optico sob luz ultravioleta. As contagens celulares nos
diferentes grupos experimentais e periodos de cultura foram comparadas por meio de
ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. Os resultados da andlise estatistica
permitem concluir que: (1) a superficie do titanio e o periodo de cultura celular, bem como
a interacdo de ambos, significativamente afetam o crescimento celular; (2) a modificacdo
na superficie do titanio através de condicionamento &cido favorece, in vitro, a adesdo e
proliferacdo de osteoblastos humanos. Mais pesquisas sd0 necessarias para elucidar a
influéncia do bisfosfonato imobilizado na superficie do titdnio nos eventos iniciais da

osteogénese.

Palavras-chave: Osseointegracdo. Osteoblastos. Adesédo de células. Proliferacdo de células.
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ABSTRACT

Nowadays, the focus of many researches in Implant Dentistry is on the modification of the
titanium surface in search of alternatives that can provide more quickness and quality to the
osseointegration process. Osseointegration is a phenomenon that happens mainly through
the interfacial response of bone cells in contact with the titanium surface. There are
different treatment methods that can be used to modify the topographic and chemical
properties of the titanium surface in order to optimize the tissue-implant reactions. In this
study, we evaluated the influence of different titanium surface treatments in the adhesion
and proliferation of human osteoblasts by quantitatively analyzing the number of adherent
cells in different cell culture periods. Forty level Il titanium disks with 15mm diameter and
1mm thickness were divided into four groups according to their surface characterization:
G1l. machined; G2. acid-etched; G3. with hydroxyapatite coating; and G4. with
bisphosphonate immobilized on hydroxyapatite coating. Osteoblast cells derived from
human osteosarcoma (SaOS-2) were cultured on the disks and the cell counting was made
in 3, 7 and 14 days. To determine the number of cells, a coloring process of the nucleus
using propide iodide was carried out and disks were then analyzed in an optical microscope
under ultraviolet light. The cell counting in the different experimental groups and culture
periods was compared using ANOVA complemented by Tukey’s test. Results of the
statistical analysis made it possible to conclude that: (1) the titanium surface and the cell
culture period, as well as the interaction of both, significantly affect the cell growth; (2)
modifying the titanium surface by acid-etching favors the adhesion and proliferation of
human osteoblasts, in vitro. Further researches are necessary to elucidate the immobilized

bisphosphonate influence on the titanium surface at the initial osteogenesis events.

Key-words: Osseointegration. Osteoblasts. Cell adhesion. Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas quatro décadas, desde os estudos fundamentais sobre osseointegracdo
desenvolvidos pela equipe do professor Brédnemark, a terapia com implantes dentérios
enddsseos, para reabilitacdo de pacientes parcial ou totalmente edéntulos, tem sido
amplamente pesquisada e documentada pela comunidade cientifica mundial (BUSER et al,
1998).

A partir do estabelecimento de critérios clinicos e experimentais para o alcance da
osseointegracdo, tornou-se objetivo a busca de alternativas que proporcionem maior
qualidade e rapidez nesse processo. As pesquisas na area de Implantodontia tém se
direcionado para a viabilizacdo mais rapida dos implantes dentarios para estabelecimento
de funcéo, na tentativa até mesmo de eliminar o periodo de cicatrizacao éssea livre de carga
funcional, como recomendado nos protocolos iniciais de Branemark (TEIXEIRA, 2001).

Quando um implante é colocado em contato com o tecido humano para
osseointegracdo, sua biocompatibilidade depende da resposta interfacial das células em
contato com a superficie do implante (HUANG et al, 2004). Uma superficie considerada
“Otima” facilita a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células formadoras de tecido
0sseo, e promove a deposic¢do de matriz coldgena 6ssea sobre o implante (LI et al, 2006).

A adesdo de células osteoblasticas na superficie de um implante, in vitro, reflete a
capacidade relativa do material do qual esse implante é feito de inducdo de formagdo Ossea
por parte da célula e é considerada critica para a selecdo de biomateriais que poderdo exibir

Otima resposta celular in vivo (LI et al, 2006).
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Nesse sentido, muitas pesquisas tém sido realizadas acerca das respostas celulares a
diferentes processos e materiais utilizados na caracterizacdo da superficie do titanio de
implantes enddsseos, a fim de acelerar o processo de osteogénese (JINNO et al, 2004; ZHU
et al, 2004; PULEO e THOMAS, 2006). Diferentes métodos de tratamento podem ser
utilizados para modificar as propriedades topograficas e quimicas da superficie de
implantes dentarios, dentre eles, recobrimento com hidroxiapatita, jateamento com diversas
substancias, tratamento com plasma-spray de titanio, condicionamento &cido ou, ainda,
uma associacao dessas técnicas (RONOLD, LYNGSTADAAS e ELLINGSEN, 2003).

Pode-se notar que as possibilidades de modificacdo das propriedades de superficie dos
implantes sdo enormes, tanto em relacdo aos aspectos quimico e bioldgico, quanto aos
aspectos morfoldgico e topografico (SILVA, 2004).

Embora muito ja se saiba a respeito de diferentes substancias e técnicas utilizadas na
caracterizacdo da superficie do titanio, a superficie ideal continua desconhecida, uma vez
que diversos sdo os fatores a serem controlados e que, em conjunto, influenciam a reagédo
celular, tais como composicao, energia de superficie, rugosidade superficial e topografia

(BAXTER et al, 2002).



28

PROPOSICAO




29

2 PROPOSICAO

Com o intuito de contribuir para o avanco do conhecimento em Implantodontia, a
respeito dos efeitos de diferentes superficies nos eventos iniciais de osteogénese, propde-se
a presente pesquisa, que tem como objetivos:
a) Promover a imobilizacdo de um agente modulador da atividade &ssea
(bisfosfonato) na camada de fosfato de célcio aplicada sobre o titénio;

b)  Awvaliar e comparar a capacidade das diferentes superficies desenvolvidas nesta
pesquisa (condicionamento acido, cobertura com fosfato de célcio e imobilizacao
de bisfosfonato) de permitir a adesdo e proliferacdo de células osteoblasticas

humanas.

2.1 Problema
As diferentes superficies desenvolvidas nesta pesquisa favorecem a adesdo e a

proliferacdo de células de linhagem osteoblastica (Sa0S-2)?

2.2 Hipdtese nula
As superficies desenvolvidas nesse estudo ndo favorecem, in vitro, a adesdo e

proliferacdo de células da linhagem osteoblastica (Sa0S-2).
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3 REVISTA DA LITERATURA

3.1 Superficies de titanio

O titénio tem sido o material de escolha para os implantes de ancoragem éssea.
Trata-se de uma material reativo, cujos cortes superficiais provocam a formacéo espontanea
de uma pelicula de oéxido (de 3-5nm a temperatura ambiente) com diferentes
estequiometrias (TiO, Ti,O3 e TiO,) e biocompativel. Em contato com o tecido organico,
esta pelicula é insolivel e ndo ha a liberacdo de ions. O colageno presente na matriz
ostedide reage com as particulas de 6xido, criando a interface osso-implante (MEDEIROS,
1992).

O termo interface refere-se a interacdo existente entre a superficie do implante e os
tecidos organicos circundantes. O titanio apresenta uma propriedade denominada bioinércia
ou passividade do metal na relacdo com o tecido 6sseo adjacente, ao contrario de outros
materiais ditos bioativos que proporcionam uma ligacdo tanto quimica quanto mecanica
com o 0sso adjacente, ao nivel de interface osso-implante. Nos materiais bioativos, em
funcdo da similaridade quimica com a parte mineral dssea, o tecido 0sseo se liga a ele,
permitindo a osteoconducdo por meio de recobrimento por células 6sseas. Os principais
materiais desta classe sdo os vidros e vitrocerdmicas a base de fosfato de calcio, a
hidroxiapatita e os compostos de fosfato de célcio (TEIXEIRA, 2001; HENCE e WILSON,
1993).

Assim, muita atencao tem sido concentrada na melhora da interagdo da superficie do
implante de titdnio com o tecido ésseo adjacente através de biomateriais e/ou técnicas de

modificacdo de topografia, a fim de que tal superficie tenha propriedades de osteocondugéo
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e/ou osteoinducdo capazes de proporcionar um aumento significativo na rapidez com que o
processo de osseointegracdo ocorre e, consequentemente, diminuir o tempo necessario para
a viabilizacdo do implante em funcdo (PULEO e THOMAS, 2006).

Estudos béasicos em ciéncias fisicas e bioldgicas alicercam o desenvolvimento de
implantes cirurgicos osseointegraveis em Odontologia. Essa mesma situacdo ocorre em
outras areas, como tecnologia, ciéncia de superficies, mecanica e biomecéanica de estruturas
tridimensionais, biologia e processos da cicatrizacdo de feridas ao longo da interface com
biomateriais e a descricdo dos primeiros biofilmes que se desenvolvem em contato com o
sangue ou liquido tissular. O deslocamento progressivo dos materiais para biomateriais tem
sido extremamente importante para a aplicacdo biomédica dos implantes cirdrgicos de

titanio (MISCH, 1993).

3.2 Superficies de titénio tratadas com condicionamento acido

Os processos de texturizacdo de superficies metalicas mais aplicados atualmente em
metalurgia dividem-se em eletroquimicos, quimicos e mecanicos, os dois ultimos com
maior utilizacdo em Implantodontia (TEIXEIRA, 2001).

As técnicas de texturizacdo de superficie podem transformar a superficie lisa do
implante que sofreu usinagem simples em um substrato rugoso pela adi¢do ou subtracdo de
material. Um exemplo de texturizacdo da superficie do titanio por subtracdo de material é o
condicionamento acido (MISCH, 2000).

O condicionamento &cido do titanio é realizado pela imersdo em uma solucdo &cida
que promove a corrosao de sua superficie criando depressdes com formas e dimensdes

especificas. A composicao e concentracdo da solucédo acida, aléem do tempo de exposicéo e
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da temperatura ambiente sdo fatores determinantes no resultado do ataque quimico na
microestrutura da superficie (SYKARAS et al, 2000).

Muitos sistemas de implantes dentarios comercialmente disponiveis atualmente
utilizam o condicionamento acido do titdnio como uma forma de caracterizar a superficie
do implante, na busca de um processo de osseintegracdo mais rapido. Entretanto, ainda nao
hd uma padronizacdo neste processo industrial (SZMUCLER-MONCLER, TESTORI e
BERNARD, 2003), nem mesmo um consenso sobre qual a medida de rugosidade
superficial criada por esse processo seria mais favoravel a resposta 6ssea (WENNERBERG
e ALBREKTSSON, 2009).

Tal microestrutura da superficie pode ser quantificada utilizando-se um aparelho
chamado perfilémetro, a fim de que se possa gerar um valor para compara¢do e busca da
superficie que apresente os melhores resultados de resposta celular. Essa metodologia vem
sendo utilizada em muitos estudos (SZMUCLER-MONCLER, TESTORI e BERNARD,
2004; ZHU et al, 2004; SILVA, 2004; SCHLIEPHAKE et al, 2009). Entretanto, ndo ha
padronizacdo nas técnicas de mensuracdo utilizadas em todos os estudos que avaliam a
topografia de superficie criada, o que resulta em dificuldades na comparacdo entre
pesquisas e, conseqiientemente, na geracdo de evidéncias cientificamente mais concretas

(WENNERBERG e ALBREKTSSON, 2009).

3.3 Superficies de titanio com cobertura de fosfato de célcio

Implantes de titdnio com cobertura de fosfato de calcio, incluindo a hidroxiapatita,
sdo bem conhecidos pela boa osseoconducdo (o estagio primario da osteogénese), assim
como pela aderéncia direta ao tecido 0sseo in vivo. A expressdo da fosfatase alcalina e a

resposta do hormonio paratiredideo sdo maiores em culturas celulares desenvolvidas em
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hidroxiapatita que naquelas desenvolvidas em titanio (MASSAS, PITARUI e WEINREB,
1993), e a formacdo in vitro da matriz extracelular sdo maiores em superficies cobertas por
fosfato de célcio que em titanio (MARTIN et al, 1995). Algumas hipoteses tém sido
oferecidas para explicar o efeito e 0 mecanismo biologico final das coberturas de fosfato de
calcio. Primeiro, o fosfato de calcio implantado atua como um sitio de nucleacédo e exibe
propriedades cristalograficas na nova estrutura desenvolvida. Os ions de calcio se
dissolvem da superficie de fosfato de calcio, resultando na deposicdo de uma camada
mineralizada. 1sso estimula as células 0sseas a continuar a sintese de matriz extracelular
(&rea de aderéncia) e a calcificacdo. Além disso, ceramicas de fosfato de célcio absorvem
varias proteinas osseocondutivas e/ou osseoindutivas, as quais tém um importante papel na
mineralizacdo do tecido 6sseo (MASUDA et al, 1998; COOPER et al, 1998).

E afirmado que uma camada fina de fosfato de célcio tem vérias vantagens.
Primeiro, ela previne a fratura que pode ocorrer na ceramica quando depositada em
camadas mais espessas. Segundo, a topografia da superficie ndo muda, o que tem efeitos
marcantes no comportamento das células. Terceiro, tal cobertura habilita a imobilizacdo de
proteinas funcionais e drogas como as rh-BMPs ou bisfosfonatos (YOSHINARI et al,
2002).

Implantes de titdnio com cobertura de plasma-spray de titanio e de hidroxiapatita
foram avaliados e comparados. As observagdes demonstram que a cobertura de
hidroxiapatita tende a acelerar a osseointegracdo. Os implantes com cobertura de
hidroxiapatita exibem um decréscimo mais acelerado na micromobilidade, quando
comparados com os tratados com plasma-spray de titanio (GEURS et al, 2002).

Um estudo avaliou o comportamento de células osteoblasticas em um substrato de

filme de cristais de fosfato de célcio, in vitro, incluindo ades&o, proliferacdo, expressdo de
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genes marcadores e formacdo de matriz 6ssea mineralizada. A superficie rugosa de fosfato
de calcio apresentou um ndmero significantemente maior de células aderidas em relagédo a
cultura sobre discos lisos de polietileno. As mesmas aderiram mais rapidamente ao filme de
fosfato de célcio do que sobre a superficie lisa. Uma alta concentracdo de ions dos cristais
de apatita na superficie do filme de fosfato de célcio, possivelmente, reage com 0s
constituintes organicos e formam uma interface organica-inorganica que adsorvem na
cerdmica, acentuando a adesdo osteoblastica. Nodulos mais calcificados foram formados
sobre o filme de fosfato de calcio, em comparacdo as culturas sobre os discos lisos. As
células cultivadas sobre o fosfato de célcio expressam genes marcadores como a fosfatase
alcalina, osteocalcina, osteonectina e osteopontina (HONG et al, 2003).

Foi também realizado um estudo comparativo entre duas superficies de implantes
osseointegraveis: Ti comercialmente puro e Ti revestido de hidroxiapatita. Ap6s a
implantacdo em tibia de coelhos e oito semanas de periodo cicatricial, as amostras foram
obtidas e avaliadas sob microscopia de luz ultravioleta e fluorescéncia. Na microscopia de
luz ultravioleta, verificou-se a biocompatibilidade de ambas as superficies, porém a
avaliacdo histomorfométrica demonstrou uma melhor interacdo do tecido 6sseo com a
superficie de hidroxiapatita. Histologicamente, observou-se um contato direto do tecido
0sseo com as amostras de hidroxiapatita, sendo que nas de Ti verificou-se a presenca de um
espaco entre o tecido 0sseo e a superficie do implante. Os resultados demonstraram
qualitativamente uma melhor integracdo do tecido 6sseo com os implantes revestidos por
hidroxiapatita, quando comparados com os de dioxido de titdnio (YOSHIMOTO et al,

2004).
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3.4 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos sdo compostos farmacologicamente simples, considerados
analogos dos pirofosfatos por possuirem uma estrutura fdésforo-carbono-fosforo, em
comparacdo com a estrutura fosforo-oxigénio-fosforo do pirofosfato. Uma vez que o
pirofosfato sofre rdpida degradacdo enzimatica no organismo, o bisfosfonato funciona
como um andlogo resistente a essa degradacdo capaz de ter a mesma funcdo frente ao
tecido d6sseo: controle dos mecanismos de reabsorcéo 6ssea (FLEISCH, 1998).

O termo “bisfosfonato” ¢ derivado de sua estrutura farmacoldgica, a qual possui
dois grupos fosfato (PO3) covalentes ligados a um carbono central. A estrutura P-C-P do
bifosfonato tem uma grande afinidade por hidroxiapatitas e ions de calcio. Além dos
grupamentos fosfato, ligado ao carbono, existe uma cadeia quimica curta, responsavel pela
ligacdo do farmaco ao tecido 6sseo. Também ligada ao carbono, existe uma cadeia quimica
longa, que determina as propriedades quimicas, 0 modo de acdo e a poténcia do
bisfosfonato (OTOMO-CORGEL, 2007).

Tais compostos funcionam como potentes inibidores da reabsorcdo dssea e tém um
largo uso no tratamento de uma variedade de doencas com excesso de reabsorcdo 6ssea,
como metéstase Ossea, hipercalcemia, osteoporose e doenca de Paget (DOUGLAS et al,
1980; MUNDY e YONEDA, 1998). Quando administrados oral ou parentalmente, eles séo
absorvidos por cristais de hidroxiapatita no mineral 6sseo e, uma vez que sua estrutura
torna-os resistentes a degradacdo enzimatica, eles atuam principalmente inibindo a
reabsorcéo 0ssea, embora algum efeito na formacdo 6ssea também deva ocorrer. O efeito
em rede é promover acumulacdo mineral no 0sso enquanto, a0 mesmo tempo, promover a

reducdo do turnover 6sseo consideravelmente (ALLGROVE, 1997).
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Um estudo afirma que os bisfosfonatos sdo seletivamente selecionados pelos
osteoclastos na matriz 0ssea contendo hidroxiapatita e tém varios efeitos diretos a nivel
celular. Eles inibem o recrutamento e diferenciacdo de precursores de osteoclastos, além de
inibir a atividade de reabsorcdo dos osteoclastos maduros. Somado a isso, os bisfosfonatos
induzem a apoptose de macrofagos e osteoclastos maduros. E afirmado que osteoclastos
intercalados com bisfosfonatos mostram mudancgas morfoldgicas, tais como deficiéncia da
borda de absorcédo ou dilaceracdo do anel de actina (MURAKAMI et al, 1995).

Evidéncias tém demonstrado que alguns efeitos desses compostos nos osteoclastos
sdo mediados diretamente via osteoblastos. Tais efeitos indiretos nos osteoclastos parecem
ter a ver com a secrecédo de fatores pelos osteoblastos, como a interleucina-6, que regulam a
diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos (VITTE, FLEISCH e GUENTHER, 1996). Além
disso, bisfosfonatos tém demonstrado capacidade de aumentar a proliferacdo, diferenciacéo
e atividade dsseo-formadora de osteoblastos diretamente. Assim, tais estudos sugerem que
os bisfosfonatos afetam o metabolismo ésseo via ambos osteoclastos e osteoblastos
(GARCIA-MERCO et al, 1998).

Alguns autores acreditam que a dose de bisfosfonatos influencia o metabolismo
0sseo. Altas doses de bisfosfonatos danificam a mineralizagdo, enquanto baixas doses néo
afetam a mineralizacdo e funcdo dos osteoblastos, mas inibem a reabsor¢do osteoclastica.
N&o foi elucidada como a concentragdo de bisfosfonatos afeta os osteoblastos e outras
células dsseas in vivo (SANDERES et al, 1998). Ha evidéncias que indicam que dentro da
dose de ativacéo osteogénica (10°-10°M), o pamidronato (bisfosfonato) afeta a linhagem
de celulas osteoblasticas via seu efeito anti-apoptotico nos osteoblastos e ostedcitos

(PLOTKIN et al, 1999).
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Em estudo recente foi demonstrado que a atividade da fosfatase alcalina das células
osteoblasticas cultivadas em placas de titdnio com superficie contendo bisfosfonatos
aumentou. Esse resultado sugere que os bisfosfonatos na superficie do titanio reagem
diretamente nas celulas osteoblasticas e influenciam a diferenciacao das células, indicando
que ndo ha efeito toxico nas células osteoblasticas. Assim, os autores concluem que
implantes de titdnio com bisfosfonatos evidentemente provéem um micro-ambiente
favoravel com habilidades osteogénicas (YOSHINARI et al, 2002).

Atualmente, é considerado que as propriedades de inibicdo da reabsorcdo 0ssea por
parte dos bisfosfonatos agem nos osteoclastos por dois mecanismos que sdo dependentes da
presenca de nitrogénio na cadeia quimica longa ligada ao carbono. Assim, os bisfosfonatos
sdo classificados em 2 grupos com diferentes mecanismos de acdo: os bisfosfonatos
nitrogenados e 0s ndo-nitrogenados. Os bisfosfonatos que ndo tém o nitrogénio presente em
sua estrutura (etidronato, clodronato e tiludronato) inativam analogos ndo-hidrolizaveis de
ATP, que interferem na energia celular dos osteoclastos, induzindo sua apoptose. Os
bisfosfonatos mais potentes, que contém nitrogénio em sua estrutura (pamidronato,
alendronato, ibandronato, risedronato e zoledronato), agem por quatro mecanismos
distintos: (1) inativando o ATP; (2) inibindo a sintese de farnesil difosfonato (parte do
mecanismo do mevalonato na sintese do colesterol), resultando em desestruturacdo
citoesqueletal do osteoclasto, desregulamento do transporte intracelular e inibicdo da
proliferagdo celular; (3) reduzindo o recrutamento de osteoclastos e (4) induzindo a
producdo por parte dos osteoblastos de uma enzima de inibicdo da reabsorcdo éssea
(OTOMO-CORGEL, 2007).

Muitos estudos tém demonstrado que os bisfosfonatos tém efeitos prolongados ou

persistentes, em animais e humanos, o que provavelmente estd relacionado com a taxa e
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extensdo de absorcdo quimica e sua liberacdo do tecido d6sseo mediada por células
(FAIRNEY et al, 1998; KHAN et al, 1999; RAVN et al, 2000; REID et al, 2002; WATTS
et al, 2004). A afinidade de um bisfosfonato pelo tecido dsseo parece ser relacionada a sua
estrutura quimica, uma vez que os bisfosfonatos nitrogenados demonstraram apresentar
uma capacidade de inibicdo da dissolu¢do mineral mais forte. Tais diferencas na afinidade
pela hidroxiapatita parecem influenciar no tempo necessario para que a reabsorcdo 6ssea
deixe de ser afetada pela acdo dos bisfosfonatos mesmo apds a interrupcéo da terapia com
essa droga (NANCOLLAS et al, 2006).

A velocidade para que seja revertido o efeito do bisfosfonato apds a interrupcéo do
tratamento com essa droga depende ndo somente da sua composicao, mas também da dose
empregada, do tempo de tratamento e da populacdo estudada (NANCOLLAS et al, 2006).
Assim, mulheres em periodo logo ap6s a menopausa que se submeteram a um estudo
tiveram o efeito do bisfosfonato revertido mais rapidamente que mulheres de mais idade,
nas quais o turnover ésseo é mais lento (RAVN et al, 2000). Informacgdes publicadas
sugerem que os efeitos do etidronato administrado ciclicamente devam ser revertidos
dentro de um ano apds a suspensdo do tratamento (FAIRNEY et al, 1998); e um estudo
recente demonstra que isso também é verdadeiro para o risedronato (WATTS et al, 2004).
A literatura mostra, porém, que o zoledronato pode sustentar a inibigcdo da reabsorcéo por
no minimo um ano apos uma unica aplicacdo intravenosa de 4mg (REID et al, 2002). A
administracdo oral do alendronato na dose de 10mg/dia durante 5 anos resultou em efeito
do medicamento por mais 5 anos apos a interrup¢do do tratamento; e quando 0 mesmo
alendronato foi administrado via parental por 3 dias, seu efeito perdurou por no minimo

mais um ano (KHAN et al, 1998). Em geral essas diferencas clinicas dos bisfosfonatos em
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termos de persisténcia de efeito somente demonstram sua afinidade indiscutivel e

prolongada a hidroxiapatita (NANCOLLAS et al, 2006).

3.5 Imobilizacao de bisfosfonatos em superficie de titanio

Devido a severos efeitos colaterais terem sido reportados pelo uso sisttémico do
bisfosfonato em humanos, métodos de entrega local dessa medicacdo sdo usados para
prevenir ou reduzir os efeitos adversos sistémicos (MERAW e REEVE, 1998). E afirmado
que os bisfosfonatos aumentam a taxa de formacgdo precoce de tecido 0sseo ao redor de
implantes dentarios pela aplicacdo local de alendronato em implantes de titdnio cobertos
por hidroxiapatita apos a implantacdo. Além disso, foi demonstrado que a aplicacdo local
ndo produziu efeitos colaterais sisttmicos (MERAW, REEVE e WOLLAN, 1999).

A aplicacdo local, entretanto, ndo imobiliza diretamente o bisfosfonato na superficie
dos implantes, e isso seria um fator importante para o efeito dos bisfosfonatos durante toda
a formacdo Ossea peri-implantar. Pensando dessa forma, um grupo de pesquisadores
investigou a eficiéncia das modificacBes de superficie do titanio pela imobilizacdo de
bisfosfonatos em camadas de ions de calcio e finas coberturas de hidroxiapatita, in vitro. A
atividade da fosfatase alcalina de células osteoblasticas e os efeitos inibitdrios na aderéncia
inicial da P. gingivalis foram avaliados. A atividade da fosfatase alcalina nas culturas de
células osteoblasticas em placas com bisfosfonato imobilizado foi quase a mesma das
placas de titdnio maquinado, indicando que a imobilizagcdo do bisfosfonato ndo mostrou
efeitos toxicos nas células osteoblasticas, e que isso indica um micro-ambiente favoravel,
com habilidade osteogénica. Dados de aderéncia de bactéria oral mostraram que a
superficie de titnio com bisfosfonato imobilizado inibiu a aderéncia inicial de P.

gingivalis. Analise de espectroscopia fotoeletrénica de raiosX sugeriu que superficies de
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titanio modificadas com implantacdo de ions de calcio e finas camadas de hidroxiapatita
causaram a imobilizacdo do bisfosfonato nas placas de titanio. Espectros de N1s e P2p,
originarios dos bisfosfonatos, foram observados em ambas superficies de ions de calcio
implantados ou cobertura de hidroxiapatita, tanto no momento inicial como ap6s o
bombardeamento com ions de argonio. Tais resultados indicam que a modificacdo do Ti,
tanto com implantacdo de ions de calcio como com finas coberturas de hidroxiapatita, € Gtil
para a imobilizacdo dos bisfosfonatos, e que os bisfosfonatos imobilizados ndo séo
facilmente removidos com limpeza ultrassdnica devido a sua marcante afinidade aos
compostos de calcio. Outra implicacdo desses resultados é que os bisfosfonatos tém uma
afinidade ndo somente por fosfato de calcio mas também por outros compostos do calcio,
como a superficie de titdnio com calcio implantado. Na implantacdo de ions de calcio, a
superficie do titanio € modificada com uma camada desses ions de aproximadamente 7-
12um de espessura, que consiste em CaTiO3z e TiO,. Essa camada modificada é
comparativamente estavel, com o resultado de que o bisfosfonato imobilizado mantém-se
na superficie modificada. A eficiéncia do bisfosfonato é esperada em estender-se nas
vizinhancas do implante devido a dissolucdo gradual dessas coberturas. A liberacdo do
bisfosfonato ocorreria durante um longo periodo de tempo, a despeito da grande afinidade
de adeséo ja bem conhecida dos bisfosfonatos a hidroxiapatita (YOSHINARI et al, 2001).
Em um estudo com cées beagle, foi avaliada a resposta 0ssea a implantes de titanio
tratados com uma fina cobertura de fosfato de célcio e bisfosfonato inseridos em areas
edéntulas. Apos o periodo de implantacdo de 12 semanas, a interface implante-tecido 6sseo
foi avaliada histolégica e histomorfometricamente. A maior porcentagem de contato 6sseo

foi encontrada ao redor de implantes com bisfosfonato imobilizado. Segundo os autores,
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existem 2 possiveis explicaches para esse mecanismo: uma € que mais propriedades
osteofilicas favoraveis, como alta taxa de ligacdo e proliferacdo celular, seriam
responsaveis por esse mecanismo; a segunda possibilidade é que uma maior densidade
mineral no tecido 0sseo adjacente ao implante poderia ser responsavel pela inibicdo da
reabsorcéo dssea ou direta promocao de osteoblastos. Os resultados do estudo sugerem que
uma camada fina de fosfato de célcio, seguida de imobilizacéo de bisfosfonato, € efetiva na
promocdo de osteogénese na superficie de implantes dentarios, in vivo (YOSHINARI et al,
2002).

Outro estudo optou por avaliar a formacdo de tecido mineralizado, por cultura de
células osteoblasticas, em titanio modificado pela implantacdo de camada de ions de calcio
e imobilizacdo de bisfosfonato. Segundo os autores, esse tipo de estudo € raro na literatura,
pois as coloragdes normalmente utilizadas para analisar deposicao de tecido mineralizado,
Von Kossa ou Vermelho de Alizarin, formam produtos reativos dificeis de serem
reconhecidos na superficie de titnio. Dessa forma, desenvolveram um método de avaliacao
da formacdo de nodulos mineralizados utilizando calceina azul. Em seus resultados,
obtiveram que a imobilizacdo de bisfosfonatos (pamidronato e incadronato) no titanio
impregnado por ions de célcio estimula a formagdo de nddulos mineralizados. Entretanto,
interessantemente, a taxa de formagdo de nodulos mineralizados com pamidronato foi
melhor que com o incadronato, embora o incadronato iniba mais fortemente a reabsorgao
0ssea que o pamidronato. Tais achados sugerem que a taxa de inibicdo da reabsorcéo 0ssea
de um bifosfonato ndo reflete a taxa de ativacdo da formacdo Ossea. Baseado nessa
evidéncia, a imobilizacdo de bisfosfonatos no titdnio pode potencialmente melhorar a

formacéo de tecido mineralizado ao redor de implantes dentarios (GOTO et al, 2003).
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Mais recentemente foi analisada, in vivo, a quantidade de tecido 6sseo novo ao redor
de implantes de titanio puro, com cobertura de ions de calcio e com modificacdo dessa
cobertura utilizando pamidronato, um bisfosfonato-nitrogenado. Ap6s uma semana, mais
neoformacdo 6ssea foi observada ao redor de implantes com imobilizacdo de pamidronato
que ao redor de implantes de titanio puro ou com cobertura de ions de calcio. O mesmo foi
observado ap0s trés semanas. Ap0s quatro semanas, significantemente mais neoformacéo
Ossea foi detectada ao redor de implantes com bisfosfonato imobilizado que ao redor de
implantes com cobertura de ions de célcio ou de titanio puro. Os autores concluem que
implantes com cobertura de ions de célcio e bisfosfonatos-nitrogenados imobilizados
poderdo aumentar o sucesso da terapia de implantes em Odontologia e Ortopedia

(KAJIWARA et al, 2005).

3.6 Cultura celular

A utilizacdo de culturas celulares, com o objetivo de avaliar o efeito do substrato
sobre o comportamento dos osteoblastos durante o processo de osseointegracdo, tem sido
amplamente empregada na pesquisa em Implantodontia. Diversos eventos bioldgicos
associados a cicatrizacdo 0ssea sobre superficies de implantes podem ser investigados com
a utilizacéo de culturas celulares apropriadas. Adesao, proliferacédo e diferenciacdo celular,
assim como producéo e mineralizacdo de matriz extracelular, sédo alguns dos eventos que
podem ser analisados isoladamente. Interpretacdes legitimas de experimentos in vitro
devem ser discutidas em termos de limitagOes praticas, técnicas e bioldgicas referentes a
utilizacdo de culturas celulares. A utilizacdo dessas culturas permite o acesso a informacdes
celulares e moleculares que favorecem uma abordagem de engenharia nanoestrutural no

desenho do implante e hipoteses significativas para serem testadas. Neste contexto, culturas
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celulares oferecem uma oportunidade Unica dentro do processo e fendmeno de
osseointegracdo (COOPER et al, 1998).

Para que se possa entender como acontece a osseointegracdo, é fundamental a
descricdo das etapas envolvidas. Pode-se distinguir trés fases marcantes: a primeira fase
compreende a migracdo de células osteogénicas diferenciadas para a superficie do
implante; a segunda fase consiste na formacao de 0sso através da mineralizacdo da matriz
interfacial e a terceira € o remodelamento 6sseo ao redor do implante. O autor conclui, a
partir de seu estudo, que os resultados do tratamento em Implantodontia sdo criticamente
dependentes do desenho da superficie do implante, o qual otimiza a resposta bioldgica
durante cada um destes trés mecanismos distintos de integracdo (DAVIES, 1998).

Dentro da primeira fase, o evento inicial que ocorre é a adesdo entre a célula e a
superficie do implante. As caracteristicas dessa superficie nessa situacdo sdo criticas para
determinar a biocompatibilidade do material e sua utilidade em implantes osseointegraveis
(LI et al, 2006). Para saber quais modificacGes de superficie do implante sdo efetivas na
otimizacdo da biocompatibilidade, o comportamento de osteoblastos nessa superficie é
geralmente examinado. Osteoblastos sdo criticos para a osseointegracdo dos implantes
porque eles sintetizam e produzem matriz extracelular e controlam sua mineralizag&o.
Dessa forma, o comportamento dos osteoblastos nos biomateriais in vitro pode prover
informacdes sobre seu provavel comportamento in vivo (BRUNETTE e CHEHROUDI,
1999).

A adesdo celular inicial regula o comportamento celular subsequente no material, ja
que muitas células, como fibroblastos e osteoblastos sdo dependentes de ancoragem para

sobreviver. A adesdo inadequada nesses casos resulta em desestabilizacdo do implante,
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inibe regeneracdo e reparo tecidual, e aumenta as chances de infeccdo, o que

potencialmente levara a rejeicéo e falha do implante (BRUNETTE e CHEHROUDI, 1999).
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4 METODOLOGIA

4.1 Processamento dos discos de titanio e disposi¢do dos grupos

O material de implante utilizado nesse estudo foi o titdnio disponivel
comercialmente (Ticp) (PROMM Industria e Comércio de Materiais Cirargicos — Porto
Alegre — Brasil), 99,9% puro, grau Il. A partir desse material foram confeccionados 40
discos de 15mm de didmetro e 1 mm de espessura (Figura 1). Esses discos foram

processados de maneira a formar quatro grupos (n=10) de acordo com o tratamento de

superficie recebido (Tabela 1).

Figura 1 - Discos de titanio: A. Diametro de 15mm; B e C. Espessura de 1mm, medida
através de espessimetro.

Tabela 1 - Disposi¢éo dos grupos de estudo.

Grupo | n | Sigla Tratamento de superficie Delineamento experimental
1 10 CT Nenhum — Ti maquinado Controle
2 10 | CA Condicionamento acido Teste
3 10 | HA Recobrimento com Hidroxiapatita Teste
4 10 BF Imobilizacao de Bisfosfonato Teste
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4.2 Descricdo do tratamento de superficie do titanio:

4.2.1 Titanio maquinado

Os discos foram utilizados exatamente como recebidos ap0s 0 processo de corte e
usinagem (PROMM Industria e Comércio de Materiais Cirurgicos — Porto Alegre — Brasil),
sem nenhum tratamento adicional de caracterizacdo dessa superficie. Antes das analises e
do experimento, porém, os discos passaram por uma limpeza em banho ultrassénico com
acetona PA (Cromato Produtos Quimicos LTDA — Séo Paulo — Brasil) por 5 minutos e
foram deixados secar naturalmente (Laboratério de Materiais Dentarios, Faculdade de

Odontologia, PUCRS).

4.2.2 Condicionamento acido

O condicionamento acido foi realizado através de imersdo em solucdo de acido
hidrofluoridrico (HF) a 10% e acido nitrico (HNO3) a 5%, por 15 minutos, em temperatura
ambiente. Apds o condicionamento &cido, os discos foram lavados em ultrassom
(Ultrasonic 1440 Plus — Odontobras — Ribeirdo Preto — Brasil), primeiramente em agua
destilada e posteriormente em acetona, durante 5 minutos, e secos delicadamente com jatos

de ar (Laboratdrio de Materiais Dentarios, Faculdade de Odontologia, PUCRS).

4.2.3 Aplicacédo da cobertura de hidroxiapatita
Apos o condicionamento acido, uma cobertura de hidroxiapatita foi sinterizada a
partir de um pé de HA com pureza >90% e tamanho de grdo médio de 12um. Os discos

foram colocados em um molde sobre uma base de aco inoxidavel e, sobre 0s mesmos, foi
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prensada uma pelicula de HA por 01 minuto com uma carga de 10 toneladas em
temperatura ambiente (Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Fisica, Parque

Tecnologico - TECNOPUC, PUCRYS).

4.2.4 Imobilizacéo do bisfosfonato

As amostras passaram por imersdo em uma solucdo (10%M) de pamidronato
dissodico (dissédio 3-amino-1-hidroxipropilideno-1, 1-bifosfonato pentahidratado -
Pamidrom® - Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA — Séo Paulo, Brasil)
com pH de 6.2 por 24 horas a 37°C, em estufa de culturas Modelo 002 CB (Fanem, Séo
Paulo, Brasil) (Laboratorio de Materiais Dentarios, Faculdade de Odontologia, PUCRS).
Apds, foram limpos ultrassonicamente em agua destilada, secados delicadamente com jato
de ar e armazenados em um dessecador por 24 horas (Centro de Microscopia e
Microanalises — CEMM, PUCRS) (YOSHINARI et al, 2001; YOSHINARI et al, 2002;

GOTO et al, 2003; KAJIWARA et al, 2005).

4.3 Anédlise da amostra

Um espécime de cada grupo foi utilizado para andlise qualitativa e quantitativa do
tratamento de superficie realizado. Estes discos passaram pelas seguintes analises, na
seguinte ordem:

- Fluorescéncia de raiosX;

- Difracéo de raiosX

- Rugosidade superficial;

- Microscopia eletronica de varredura.
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Assim, a analise foi realizada nos discos:
a) como recebidos;
b) apos condicinamento acido;
c) apos sinterizacao de hidroxiapatita;

d) apds imobilizacdo de bisfosfonatos.

4.3.1 Anélise de Fluorescéncia de RaiosX

Procedeu-se a Andlise de Fluorescéncia de RaiosX (Labcenter XRF1800 —
Shimadzu — Kyoto - Japdo) em modo de dispersdo de comprimento de onda com resolugéo
de 10 ppm, em toda a amostra para avaliacdo da composicdo superficial dos discos e,
consequentemente, da presenca de contaminantes em sua superficie (Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento em Fisica, Parque Tecnoldgico - TECNOPUC, PUCRS). Este sistema
permite medir a composicdo quimica dos materiais com precisdo de partes por milh&o.
Desta forma podemos ter a composicdo quimica da superficie analisada com pelo menos
quatro casas decimais a mais que o obtido por EDS nos equipamentos de MEV. O
equipamento que foi utilizado permite obter uma varredura de composi¢cdo na amostra
(mapeamento) sem a necessidade de metalizagdo das mesmas, o que faz com que ndo haja
perda de informacéo devido & presenca de ouro ou carbono.

A andlise de Fluorescéncia de RaiosX foi realizada na amostra imersa em solucéo
de pamidronato dissédico (Grupo Bifosfonato) também com a finalidade de avaliar se
houve a imobilizacdo de tais compostos na camada de fosfato de célcio, o que determinara

a utilidade dessa camada para tal fim.
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4.3.2 Andlise de Difracdo de RaiosX

Um espécime por grupo de tratamento de superficie foi submetido a analise de
Difracdo de RaiosX (XRD 7000 — Shimadzu — Kyoto - Japdo) com resolucdo de 0,0001
graus, a fim de que fosse verificada a cristalinidade do material e controlada a presenca de
fases cristalinas distintas no material em teste (Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em

Fisica, Parque Tecnologico - TECNOPUC, PUCRS).

4.3.3 Andlise da rugosidade superficial

Avaliacdo quantitativa da rugosidade superficial da amostra foi realizada com
auxilio de um perfilometro (Surftest — SJ-201 — Mitutoyo — Japdo) (Laboratério de
Materiais Dentéarios, Faculdade de Odontologia, PUCRS). Tal aparelho gera um valor, em
micrometros, correspondente a méedia aritmética dos picos mais altos e vales mais baixos do
perfil (Ra) de uma superficie, caracterizando-a em mais lisa ou mais rugosa

(WENNERBERG e ALBREKTSSON, 2004).

4.3.4 Microscopia e microanalise

A amostra foi analisada em Microscopio Eletrénico de Varredura (Philips XL30 —
Eindhoven - Holanda), oportunidade na qual foi verificada a topografia da superficie com
magnificacdes de 1000X ou mais, e procedida a avaliacdo de sua composi¢cdo em pontos
especificos através de analise quimica semi-quantitativa por energia dispersiva (EDS), com
finalidade de comparacdo e confirmacdo com os resultados obtidos atraves da analise de

Fluorescéncia de RaiosX (Centro de Microscopia e Microanalises — CEMM, PUCRS).
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4.4 Esterilizacdo da amostra

A esterilizacdo foi realizada através de oxido de etileno (MICSteriliza, Esterilizacéo
de Produtos para Saude, Porto Alegre, RS, Brasil), método indicado para produtos médico-
hospitalares que ndo podem ser expostos ao calor ou agentes esterilizantes liquidos,

prevenindo, dessa forma, que houvesse modificacao da superficie de titanio.

4.5 Cultura de células osteoblasticas humanas (SaOS-2)

As amostras restantes (n=09/grupo) foram imersas em meio de cultura de células
osteoblasticas derivadas de osteosarcoma humano (SaOS-2), as quais encontravam-se
armazenadas por congelamento em nitrogénio liquido, a —196°C (Instituto de Pesquisas
Biomédicas, PUCRS) (LORO, 2002). Tais células sdo largamente utilizadas em estudos de
diferenciacéo, proliferacdo e metabolismo de células dsseas, e sdo conhecidamente capazes
de producdo 6ssea (OKUMURA et al, 2001).

Os diferentes tratamentos de superficie realizados foram avaliados quanto a sua
habilidade de induzir adesdo e proliferacdo celular. A anélise foi efetuada por contagem de

células, em sistema de simulacdo de um hemocitdometro (DE PARIS, 2004).

4.5.1 Meio de cultura celular

As ceélulas foram cultivadas em meio D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100U/ml de penicilina, 100ug/ml de
estreptomicina e 50ug/ml de gentamicina. Um novo meio de cultura foi adicionado para
ajuste da concentracio celular. Uma suspensdo com densidade de 0,5x10° células por

mililitro de D-MEM, quantificada em hemocitémetro, foi adicionada em cada po¢o das
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placas de cultura (2,5ml/poco), previamente preparados com a colocacdo de discos de cada
grupo de tratamento de superficie em seu interior (Figura 2). A cultura foi, entdo, incubada
a uma temperatura de 37°C, em estufa umidificada contendo 5% de CO, (Fanem — Séo
Paulo — Brasil) (DE PARIS, 2004). Controle de pH do meio de cultura foi realizado durante

todo o periodo nos diferentes grupos testados.

Figura 2 - A. Material utilizado para cultura celular; B. Discos posicionados nos pocos das

placas de cultura, com a suspensdo de células no meio de cultura.

4.5.2 Analise celular quantitativa

Para a determinacdo do numero de células, os discos de titanio foram micrografados
em microscopio Optico sob luz ultravioleta (Axiolab, FT 400 — Zeiss - Alemanha), em um
aumento de 50x (Instituto de Pesquisas Biomédicas, PUCRS).

Para tal analise, um processo de coloragdo dos nucleos com o agente intercalante de
DNA, lodeto de Propidio, foi realizado. O meio de cultura foi removido dos pocos, e 0s
discos lavados com 200pul/poco de DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) por duas

vezes. Apos, os discos foram cobertos com 200ul de lodeto de Propidio durante 5 minutos.
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Os mesmos foram removidos dos pogos com o auxilio de uma pinca delicada e colocados
sobre laminas para analise e realizacdo das micrografias dos nucleos celulares sobre as

superficies em microscopio dptico sob luz ultravioleta (DE PARIS, 2004) (Figura 3).

Figura 3 - Microscopio Optico conectado a um computador, utilizado para realizacdo das

imagens para contagem celular.

Cada disco foi virtualmente dividido em 9 partes iguais e as micrografias foram
realizadas em 5 partes pré-determinadas, a fim de que fossem realizadas as contagens
celulares (Figura 4). A imagem de cada parte micrografada foi digitalizada em computador
através de um sistema de processamento de imagens, utilizando um scanner, em padréo
unico de medida (27x18cm) e sobre ela foi tracada uma grade com retangulos padronizados
(2,5x 3,25cm), simulando um hemocitdmetro. As imagens foram transferidas para um

programa Microsoft PowerPoint® (SILVA JUNIOR, 2003). Assim, o nimero de células
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por campo pdde ser quantificado. As células foram identificadas pela coloracdo de seus
nucleos com o lodeto de Propidio. Foram considerados 14 campos por imagem, em cada
grupo e periodo de tempo, e, destes, calculada uma media (DE PARIS, 2004) (Figura 5). A

contagem de células foi realizada ao final de 3, 7 e 14 dias.

Figura 4 — Desenho esquematico da divisdo de cada disco da amostra em nove partes, das
quais cinco (demarcadas por um “x: 1, 3, 5, 7 e 9) eram micrografadas e utilizadas para

contagem celular.
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Figura 5 - Representacdo do processo de contagem celular através de grade tracada com 14
retdngulos padronizados de 2,5 x 3,25 cm. O programa utilizado foi o Microsoft

PowerPoint® 2003.

A anélise estatistica da contagem celular foi realizada através de tabelas, graficos,
estatisticas descritivas (média e desvio-padrao) e testes paramétricos.

Para processamento e analise dos dados foi utilizado o software estatistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) versdao 13.0, adotando-se o nivel de significancia

de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise da amostra

5.1.1 Andlise de Fluorescéncia de RaiosX (XRF)

Os resultados da analise de Fluorescéncia de RaiosX estdo sintetizados na Tabela 2.
Tais resultados nos mostram que a superficie de titdnio cp maquinado apresentou-se
contaminada com tracos de carbono (menos que 1% em peso) e razoavel quantidade de
nitrogénio (30,79%), além de outros componentes que, juntos, ndo chegam a somar 1% em
peso. O condicionamento &cido do titdnio promoveu uma limpeza de sua superficie,
confirmando a natureza do Titanio grau Il, comercialmente puro, que contém 99% desse
elemento em sua composicdo. Também podemos constatar que ndo houve resquicios dos
acidos aplicados para o tratamento de superficie e que poderiam estar contaminando-a.

Quanto ao Grupo 3, podemos verificar a presenca de componentes quimicos tipicos
de um fosfato de calcio como a hidroxiapatita: o oxigénio (O), o fésforo (P) e o célcio (Ca).
A inexisténcia de outros elementos quimicos leva a constatacdo de que a superficie ndo se
apresenta contaminada ou que a hidroxiapatita utilizada ndo contém impurezas.

No Grupo 4, verifica-se, além da presenca dos componentes caracteristicos da
hidroxiapatita (O, P e Ca) aplicada na sua superficie, um quarto componente que é o sodio
(Na). Uma vez que o bisfosfonato aplicado tem em sua composigdo duas ligagdes de sodio
por molécula (pamidronato dissddico), podemos confirmar a presenca desse composto
farmacoldgico e comprovar a utilidade da cobertura de hidroxiapatita conforme realizada

nessa pesquisa para fins de imobilizag&o deste bisfosfonato na superficie do titanio.
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Tabela 2 - Composi¢do quimica superficial por analise de XRF (%).

Grupo Ti @) C P Ca N Na Outros*

1 5432 14.10 0.29 - - 30.79 - 0.48
2 99.82 - - - - - - 0.17
3 0.84 5546 - 17.08 26.53 - - 0.06
4 11.98 5429 - 1463 18.85 - 0.17 0.05

5.1.2 Andlise de Difracdo de RaiosX (XRD)

Os resultados da andlise de Difracdo de RaiosX estdo expostos na Figura 5.

O Grupo 2 apresenta picos de difracdo caracteristicos do titanio (100, 101, 102 e
002). O Grupo 3 apresenta picos caracteristicos da cristalinidade da hidroxiapatita (211,
222 e 300), demonstrando algum pico de difracdo do titanio subjacente.

Pela analise do Grupo 4, podemos constatar picos muito similares ao Grupo 3,
referentes a hidroxiapatita, e alguns picos referentes ao titanio. A inexisténcia de nenhuma
outra mudanga expressiva em comparacdo ao Grupo 3 nos leva a constatar que a
imobilizacdo do pamidronato dissodico na superficie do titdnio viabilizada pelo

recobrimento com a hidroxiapatita ndo ocasionou nenhuma mudanga em sua cristalinidade.
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Figura 6 - Diagrama da analise de difracdo de raiosX da amostra: em verde, grupo que
recebeu tratamento superficial com condicionamento acido; em vermelho, grupo que
recebeu cobertura com hidroxiapatita; em azul, grupo que foi imerso em solucdo de

pamidronato dissédico.

5.1.3 Analise da rugosidade superficial

Avaliacdo da rugosidade superficial da amostra foi realizada com auxilio de um
perfildmetro. O resultado da analise (Tabela 3) expressa que 0s grupos 3 e 4 apresentaram
os valores de rugosidade aritmética média (Ra) mais baixos e, portanto, contituem-se em
superficies mais lisas. A maior rugosidade superficial foi encontrada na amostra submetida

ao condicionamento acido.
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Tabela 3 - Valores médios de rugosidade superficial da amostra estudada.

Grupo Ra (um)
1 0.34
2 0.49
3 0.08
4 0.05

5.1.4 Microscopia e microanalise

Imagens de MEV dos diferentes tratamentos de superficie apresentam-se na Figura
6 e caracterizam a analise qualitativa das superficies. A superficie de titanio
comercialmente puro maquinado apresenta ranhuras paralelas, originadas pelo corte e
polimento superficial realizado no processamento das pecas para uso comercial (Figura 6a).
Os discos de titanio que sofreram condicionamento &cido apresentam uma microestrutura
complexa de superficie, exibindo cavidades de diversas formas e extensfes (Figura 6b). A
superficie do titanio com cobertura de hidroxiapatita apresentou desde areas cobertas por
uma camada densa de HA (Figura 6c) a areas apresentando esparsos graos de HA sobre a
superficie, revelando o padrdo de condicionamento pela solugéo &cida. No grupo que sofreu
a imobilizacdo do pamidronato, a superficie apresentava-se topograficamente similar ao

grupo fosfato de célcio (Figura 6d).
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Figura 7 - Imagens de MEV - A. Superficie do titanio maquinada; B. Superficie de titanio
tratada com condicionamento 4cido; C. Ttitdnio com densa cobertura de hidroxiapatita; D.

Superficie da amostra que foi imersa em pamidronato dissédico em maior aumento.

Analise quimica semi-quantitativa por energia dispersiva (EDS) foi realizada nos
diferentes tratamentos de superficie conforme a Tabela 4. A superficie do titanio cp
maquinado apresentou-se contaminada com tragos (menos de 1% em peso) de aluminio. A
superficie acido-condicionada do titanio mostrou constituir-se 100% de titanio,
demonstrando que o processo de condicionamento acido promoveu a “limpeza” superficial
do titanio disponivel comercialmente. A amostra que recebeu cobertura com HA
apresentou os elementos constituintes dessa substancia em sua superficie, comprovando a

pureza das particulas utilizadas no estudo, sem a presenca de quaisquer elementos
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contaminantes. No grupo que foi submerso em solucdo de pamidronato dissodico, pode-se
observar o aparecimento do elemento sédio (Na) na superficie onde antes somente aparecia
Ca, P e O (constituintes da HA), comprovando a presenca do bisfosfonato e,
consequentemente, a utilidade da cobertura de HA conforme realizada no estudo para fins

de imobilizacéo deste biomodulador 6sseo na superficie do titanio.

Tabela 4 - Composicdao superficial por analise de EDS (%).

Grupo  Ti O C P Ca N Na Outros
1 99.26 - - - - - - 0.74
2 100.00 - - - - - - -
3 - 2066 - 2881 5053 - - -
4 - 17.77 - 31.38 49.81 - 104 -

5.2 Cultura celular

Células osteoblasticas derivadas de osteossarcoma humano (Sa0S-2) foram
avaliadas na presenca de discos de titanio que receberam tratamentos de modificacdo de sua
superficie, em relacdo a seus aspectos de adesdo e proliferacdo, nos periodos experimentais
de trés, sete e 14 dias de cultura.

Os campos foram avaliados através de micrografias digitalizadas em scanner, apds
sua execucdo em microscopio 6ptico, sob luz ultravioleta, em aumento de 50X. O nimero
de células osteoblasticas, por campo, aderidas aos substratos, foi quantificado. As células
eram identificadas pela coloracdo de seus nudcleos com lodeto de Propidio. Foram
considerados 14 campos por grupo, em cada periodo de tempo, e, destes, calculada uma
média. Micrografias obtidas e utilizadas na contagem celular estdo divididas por tempo de

cultura e expostas nas paginas a seguir.
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As contagens celulares foram tabuladas em planilhas e analisadas por meio de
estatisticas descritivas no programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences), versdo
13.0. Apos verificacdo da normalidade de distribuicdo (Teste de Shapiro-Wilk) e
homocedacidade (Prova de Levene), as médias de contagem celular foram comparadas
entre os grupos por meio de Analise de Variancia a dois fatores. De forma a elucidar o
efeito do fator tratamento de superficie, os dados foram comparados por meio de ANOVA
e teste de comparacdes maltiplas de Tukey, mantendo um mesmo periodo de tempo (3 dias,
7 dias, 14 dias). O efeito do tempo foi verificado comparando-se grupos de mesmo
tratamento de superficie também por meio de ANOVA complementado pelo teste de
comparag6es multiplas de Tukey.

As médias e desvio-padrdo da contagem celular para cada grupo em cada periodo
experimental estdo expostos no Grafico 1. Os resultados obtidos através da analise
estatistica desses dados estdo expostos na Tabela 5.

Em linhas gerais, ambos os fatores, tipo de tratamento de superficie e tempo, bem
como a interacdo de ambos, significativamente afetam o crescimento celular (p=0,032;

p=0,000; p=0.001, respectivamente).
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Gréafico 1 - Contagem de células nos diferentes periodos de cultura, em todos 0s grupos
estudados.
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Tabela 5 - Média (desvio-padrédo) de crescimento celular para cada tipo de tratamento nos diferentes
tempos experimentais.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
3dias 204.33 (4.73) Aa 227.67 (77.82)Aa 70.00 (8.88) Ba  21.67 (17.03) Ba
7dias 243.33 (24.11)Aa 210.67 (65.21) Aa 40.33 (15.56) Ba  19.67 (22.05) Ba

l4dias  67.67 (18.339)Bb  253.33 (46.31) Aa  54.33 (31.47) Ba 0*

* Todas as amostras sem células.

Para cada linha, os valores com letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) entre os tipos de tratamento.

Para cada coluna, os valores com letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tempos
(p<0,05).
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5.2.1 Comparacéo entre 0s periodos de tempo

Através dos resultados do teste estatistico Analise de Variancia (ANOVA), verifica-
se gque, no Grupo 1 (titanio maquinado), existe diferenca significativa no periodo de tempo
de 14 dias em relacdo aos demais. H4 uma diminui¢do no nimero de células osteoblasticas,
aos 14 dias, quando comparado aos periodos de trés e sete dias (p<0,05). Embora 0s
periodos de 3 e 7 dias ndo apresentem diferenca estatisticamente significativa, aos 7 dias ha
um aumento no namero de células em relacdo ao periodo de 3 dias.

No grupo 2 (titanio &cido-condicionado), os resultados indicam que ndo héa
diferenca estatisticamente significante no nimero de células cultivadas nos diferentes
periodos de tempo estudados. No entanto, verifica-se uma queda na contagem celular
comparando-se os periodos de 3 e 7 dias. Comparando-se os periodos de 3 e 7 dias com 14
dias, verifica-se um aumento numérico na proliferacdo celular.

Os resultados do Grupo 3 (cobertura de hidroxiapatita) indicam que ndo ha
diferenca estatisticamente significante no nimero de células cultivadas nos diferentes
periodos de tempo estudados. Entretanto, verifica-se uma queda na contagem celular
comparando-se os periodos de 3 e 7 dias, e 3 e 14 dias. Comparando-se 0s periodos de 7 e
14 dias, verifica-se um aumento numérico na proliferacdo celular.

Atraves dos resultados obtidos no Grupo 4 (imobilizagdo de bisfosfonato), pode-se
inferir que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os periodos de 3 e 7 dias,
embora haja uma queda no numero de células aos sete dias em comparagdo com o periodo
de 3 dias. Em fungéo de que no periodo de 14 dias ndo foi encontrada nenhuma célula
aderida ao substrato da amostra, este periodo de tempo de cultura experimental ndo pdde
ser incluido na analise estatistica. Entretanto, este € um dado de relevante importancia visto

que em nenhum disco da amostra as células osteoblasticas se proliferaram ou conseguiram
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permanecer aderidas. Numericamente, houve um decréscimo na contagem celular até

atingir o valor nulo (zero) com o passar do tempo.

5.2.2 Comparacdo entre os tipos de tratamentos de superficie

Foi realizada uma comparacao entre o nimero médio de células observadas nos
diferentes grupos estudados dentro de um mesmo periodo de tempo, para todos os tempos
estudados.

No periodo experimental de 3 dias, houve diferenca estatisticamente significante
entre 0s Grupos 1 e 3,1 e 4, 2e 3, 2 e 4 (p<0,05). A maior diferenca constatada refere-se
aos Grupos 2 e 4: foi obtida uma média de células no Grupo 2 que chegou a ser quase dez
vezes superior ao nimero médio de células contadas no Grupo 4. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os Grupos 1 e 2, bem como entre 0os Grupos 3 e 4. O
padrdo de proliferacdo celular em cada grupo aos 3 dias de cultura pode ser observado
através das micrografias obtidas (Figura 7).

No periodo experimental de 7 dias, houve diferenca estatisticamente significante
entre 0s Grupos 1 e 3,1 e 4, 2e 3, 2 e 4 (p<0,05). A maior diferenca constatada refere-se
aos Grupos 1 e 4: foi obtida uma média de células no Grupo 1 que chegou a ser cerca de
doze vezes superior ao numero médio de células cultivadas no Grupo 4. Ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os Grupos 1 e 2, bem como entre 0s Grupos 3 e
4. O padrdo de proliferacdo celular em cada grupo aos sete dias de cultura pode ser

observado através das micrografias obtidas (Figura 8).
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Figura 8 - Imagens de microscopia optica em 50X de aumento da proliferacéo celular em 3
dias de cultura nos diferentes grupos: A. Titdnio maquinado; B. Titanio acido-
condicionado; C. Titanio coberto com hidroxiapatita; D. Titanio com cobertura de
hidroxiapatita que foi imerso em pamidronato dissédico.

No periodo experimental de 14 dias, houve diferenca estatisticamente significante
entre os Grupos 1 e 2, bem como entre os Grupos 2 e 3 (p<0,05). A maior diferenca
constatada refere-se aos Grupos 2 e 3: foi obtida uma média de células no Grupo 2 que
chegou a ser cerca de quatro vezes superior ao nimero médio de células cultivadas no
Grupo 3. Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os Grupos 1 e 3. O Grupo
4 ndo pdde ser incluido na analise estatistica em fungdo de ser observada a auséncia de

células aderidas ao substrato estudado neste periodo de tempo. O padrdo de proliferacdo
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celular nos Grupos 1, 2 e 3 aos 14 dias de cultura, bem como a auséncia de células aderidas

no Grupo 4, podem ser observados através das micrografias obtidas (Figura 9).

o Wrdi teb

OC&2 A b il ®H 0 AlahlhE

W 132108 Iragn M (o) Sy (rers

Process Mesaxe Wocow Heb ocess Messxe Wk Heb

z
& 2 @BOOGHz Asa il oAlcall, 03 Hwg o @O0 H2 A0 fini®sif oAl 6E

Figura 9 - Imagens de microscopia Optica em 50X de aumento da proliferacdo celular em 7
dias de cultura nos diferentes grupos: A. Grupo 1; B. Grupo 2; C. Grupo 3; D. Grupo 4.
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Figura 10 - Imagens de microscopia 6ptica em 50X de aumento da proliferagdo celular em
14 dias de cultura nos diferentes grupos: A. Grupo 1; B. Grupo 2; C. Grupo 3; D. Grupo 4.
Os diferentes grupos estudados foram, ainda caracterizados quanto a sua rugosidade
de superficie. A relacdo entre a rugosidade superficial média dos grupos e a contagem
celular nos diferentes periodos de tempo pode ser analisada no Grafico 2. Pode-se afirmar
que os fatores tém uma relacdo crescente diretamente proporcional, com exce¢do do
periodo de 7 dias de cultura, entre os grupos 1 e 2, no qual houve um decréscimo na

contagem celular sem significancia estatistica com o aumento da rugosidade superficial.
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Gréfico 2 — Relacdo entre rugosidade superficial média e crescimento celular nos periodos
de cultura experimentais.
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6 DISCUSSAO

A andlise de Fluorescéncia de RaiosX (XRF), utilizada nesta pesquisa, € uma das
técnicas de analise mais potentes para determinacao simultdnea da composi¢do quimica das
amostras e espessura da camada dos materiais. A técnica é rapida, precisa e potencialmente
exata (HUANG, 1991). Segundo Huang (1991), o dispositivo apresenta um sistema
detector usado para medir o angulo de incidéncia e a intensidade dos picos da fluorescéncia
dos &tomos da amostra, identificando qualitativamente e quantitativamente os elementos
presentes.

Batuman et al (1989), realizou um estudo in vivo de bidpsias 0sseas usando XRF e
constatou que a técnica € segura, rapida e ndo invasiva. Além disso, o autor considera o
método préatico para 0 monitoramento da eficacia da terapia instituida.

A analise por Difracdo de RaiosX (XRD), também utilizada na caracterizacdo das
amostras deste estudo, é uma técnica Unica para identificar as fases cristalinas presentes no
material e serve também para mensurar as propriedades de uma estrutura quanto a
distorcBes, tamanho da particula, composicdo e defeitos de estrutura (TONEY E
BRENNAN, 1989).

Segundo Suda, Takayama e Otsuka (2008) a andlise através de XRD foi
estabelecida como um método ndo-invasivo sem necessidade de contato. A energia
dispersada pelo dispositivo possui um feixe policromatico e a difracdo de todas as camadas
atdbmicas é obtida simultaneamente. Além disso, 0 XRD pode ser usado para detectar
possiveis transformacdes de fase e a microscopia eletronica de varredura pode ser associada

para o estudo da topografia das amostras.
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A andlise de XRD é muito importante em aplicagcdes tecnologicas devido a sua
capacidade de determinar com exatid@o a disposicdo dos a&tomos presentes na amostra. Seu
uso se tornard cada vez mais importante no futuro por usar a radiagdo como instrumento
analitico para caracterizacdo do material em estudo (TONEY E BRENNAN, 1989).

A analise em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), forma imagens
essencialmente tridimensionais com grande profundidade de foco. A amostra a ser
analisada fica dentro de uma camera em alto vacuo, sendo irradiada por elétrons. Portanto
as amostras devem apresentar uma estabilidade a essas condicgdes, para, desta forma, evitar
efeitos de carregamento e distorcdes na imagem. Assim, é importante que as amostras
sejam fixadas, desidratadas e metalizadas, para entdo serem analisadas no MEV. Em funcéo
disso, a microscopia eletrdnica de varredura é considerada uma analise destrutiva, uma vez
gue modifica a superficie da amostra irreversivelmente (DEDAVID, GOMES e
MACHADO, 2007).

O MEV pode ser utilizado tanto para analise de topografia quanto para analise de
composicdo superficial (DEDAVID, GOMES e MACHADO, 2007). Embora a analise de
topografia seja extremamente interessante, uma vez que atinge a escala nanométrica, em
nosso estudo, a analise de composicdo de superficie realizada através do MEV foi menos
precisa que a conseguida com um aparelho de Fluorescéncia de RaiosX. Assim, foi
realizada a analise de composicdo de superficie através dos dois aparelhos citados, para
confirmacéo e comparacéo de resultados.

Em trabalho de Szmukler-Moncler, Testori e Bernard (2004), foram comparadas as
topografias de superficie de quatro sistemas de implante disponiveis comercialmente a fim
de que fosse checada a reprodutibilidade dos processos industriais de ataque acido. Como

conclusdo, os autores destacam que as superficies de titanio tratadas com &cido néo
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conseguem criar uma topografia padrdo reproduzivel. Essa topografia varia de acordo com
varios parametros como a composicéo da solugédo acida, a temperatura e o tempo de ataque
acido.

Em funcéo desta falta de padronizacdo dos fabricantes de implantes, neste trabalho
os discos de titanio foram imersos em uma solucéo de &cido fluoridrico (HF) e acido nitrico
(HNO3) por 15 minutos para texturizacdo da superficie, formando o Grupo CA. A decisdo
foi baseada em trabalho de Silva (2004), no qual foi avaliada a proliferacdo e diferenciacdo
de células derivadas da medula d6ssea humana cultivadas sobre discos de titdnio com
diferentes rugosidades de superficie, onde se utilizou a mesma metodologia de cultura e
quantificacdo celular deste experimento. Através de analise quantitativa do numero de
células aderidas sobre as superficies nos diferentes periodos de cultura e da deteccdo de
proteinas 6sseo-especificas, como osteopontina e osteocalcina, foram testados discos de
titanio tratados com HF/HNO; por periodos de 15 e 30 minutos. Diferenca
significativamente maior na quantidade de células foi encontrada no grupo do titanio
condicionado por 15 minutos e 0s niveis de expressdo das proteinas Osseo-especificas
estavam marcadamente aumentadas, embora sem diferenca significativa entre si, nos
grupos que receberam condicionamento &cido, em comparacdo com espécimes de
superficie lisa. O resultado gerado pela avaliagdo da rugosidade superficial de nosso estudo
no grupo que recebeu ataque acido (Ra=0.49um) confirmou o padrdo alcancado por Silva
(2004) em seu grupo condicionado com a mesma solucdo acida em mesmas condigdes de
tempo e temperatura (Ra=0.50um).

Na literatura atual, diversas formas de recobrir o titanio com fosfatos de célcio tém

sido relatadas com a finalidade de imobilizacdo de um bisfosfonato, baseado na conhecida
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afinidade deste biomodulador ésseo com o calcio (YOSHINARI et al, 2000; GOTO et al,
2003; KAJIWARA et al, 2005; LANGHOFF et al, 2008).

Yoshinari et al (2000) promoveu a modificacdo da superficie do titanio pela
implantacdo de ions de Ca e pelo recobrimento com hidroxiapatita. Ambas as superficies
foram confeccionadas utilizando-se um aparelho IBDM (lon Beam Dynamic Mixing) sob
vacuo, e as amostras contendo hidroxiapatita foram aquecidas até 700°C. Apds a confeccao
de tais camadas, os discos de titdnio foram imersos em uma solucdo de pamidronato
dissodico. A estrutura do bisfosfonato foi encontrada na superficie das amostras através de
analise em Espectrocopio Fotoeletrénico de RaiosX.

No estudo de LANGHOFF et al (2008), a superficie de fosfato de célcio foi
formada utilizando assisténcia eletroquimica em uma solucdo aquosa contendo ions de
calcio e fosfato. A cobertura consistiu em 2 fases de fosfato de calcio: hidroxiapatita e
brushita. Também foi utilizado um método de anodizacdo que permite a formacdo de uma
camada de Oxido anddico e a incorporacdo de fases do fosfato de calcio, criando uma
superficie porosa dessa estrutura. A imobilizacdo do bisfosfonato foi realizada através de
imersdo em solucdo de alendronato, mas nada foi descrito quanto a verificacdo da presenca
deste componente na superficie das amostras.

Em nosso estudo, a formagdo de uma camada de fosfato de célcio na superficie de
titanio foi realizada utilizando particulas de hidroxiapatita de alta pureza, as quais foram
prensadas sob 10 toneladas de carga no titanio subjacente. O processo gerou uma camada
fina de hidroxiapatita, possibilitando que os discos fossem imersos em uma solucdo de
pamidronato dissodico. A imobilizacdo deste bisfosfonato foi comprovada através da
analise de fluorescéncia de RaiosX e EDS, os quais determinaram a presenca de Na na

superficie analisada. A pequena quantidade de sodio percebida pelas analises pode estar
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relacionada a também pequena quantidade de fosfato de calcio utilizada para cobertura do
disco de titanio e que tem a capacidade de ligar-se a esse farmaco. Em nosso estudo houve,
portanto, a confirmacdo da imobilizacdo do pamidronato dissédico na camada de
hidroxiapatita e a comprovacdo de que a cobertura de fosfato de calcio confeccionada pode
ser util para essa finalidade.

Pesquisas que avaliam quais modificaces na superficie de titanio sdo mais efetivas
para otimizar a osseointegracdo, geralmente utilizam o comportamento de osteoblastos
humanos. Duas linhagens osteoblasticas tém sido extensivamente utilizadas para esse fim:
MG63 e Sa0S-2, ambas derivadas de osteosarcomas humanos. Shapira e Halabi (2009),
surpresos por encontrar muito pouca literatura comparando o comportamento dessas células
em cultura, desenvolveram um estudo para comparar proliferacdo, morfologia, atividade de
fosfase alcalina e producdo de osteocalcina nessas duas linhagens celulares. Em seus
resultados, encontraram que células MG63 estdo mais relacionadas a pré-osteoblastos, com
fenotipo mais imaturo; células SaOS-2 revelaram um fenotipo osteoblastico mais maduro,
em comparacdo com células MG63, constituindo um perfil preferencial para modelos de
estudos in vitro de osseointegracao.

Em nosso estudo, osteoblastos derivados de osteosarcoma humano (Sa0S-2), foram
cultivadas em meio de cultura convencional suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Keller et al (2003) constatam, ao examinar a morfologia celular na superficie do material
de estudo, a adeséo e a rapida proliferacdo quando as culturas sdo realizadas na presenca de
10% de soro fetal bovino no meio de cultura. O mesmo nédo é observado pelos autores em
culturas livres de soro, onde ndo ha substancial proliferacéo celular.

Nesta pesquisa foi proposta a avaliagdo celular nos periodos de 3, 7 e 14 dias. As

células utilizadas foram osteoblastos, as quais possuem a caracteristica de serem
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dependentes da adesdo a um substrato para que possam proliferar. Em estudos anteriores
(LORO, 2002; DE PARIS, 2004; SILVA, 2004) foram utilizados, além dos periodos
supracitados, a analise celular no periodo de 21 dias. Tais estudos constataram a morte de
muitas celulas neste dltimo periodo de tempo, devido a falta de substrato para que
pudessem seguir proliferando. A constatacdo concorda com as observacgdes realizadas por
Silva Junior (2003), que descreveu um comportamento confluente a partir dos 15 dias, onde
provavelmente ndo havia mais espaco na superficie da amostra para o crescimento celular.
Tais informacg6es foram levadas em consideracao pelo fato de que os espécimes (discos de
titanio) utilizados em nosso estudo apresentavam a mesma forma e dimensdo daqueles
utilizados nos estudos supracitados.

A analise celular quantitativa foi realizada a partir da coloracdo dos nucleos
celulares com iodeto de propidio, baseada na escolha de 14 campos de imagem digitalizada
da microscopia optica. Mesma metodologia ja foi utilizada por Loro (2002), Silva Janior
(2003), De Paris (2004) e Silva (2004), razéo pela qual foi adotada em nossa pesquisa.

Em uma revisdo sistematica da literatura, Wennerberg e Albrektsson (2009)
avaliaram os efeitos da topografia de superficie do titdnio na osseointegracdo de implantes
orais. Em suas consideracdes ressaltam que um grande numero de estudos tém claramente
demonstrado que a resposta 6ssea é influenciada pela topografia de superficie do titanio ao
nivel micrométrico. Ha um consenso geral de que tornar a superficie rugosa acima do nivel
encontrado na maioria das superficies polidas e/ou maquinadas leva a uma resposta 0ssea
mais forte. Em seus resultados, encontraram que superficies acido-condicionadas
demonstram melhor osseointegracdo que superficies maquinadas, em animais. Os autores
discutem que alguns acidos podem ser utilizados para remover uma pequena gquantidade de

material e criar pequenos poros em sua superficie, aumentando minimamente sua
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rugosidade. Tal procedimento, mais do que aumentar a rugosidade superficial, transforma
uma superficie anisotropica em uma isotrépica. Entretanto, em seus resultados constatam
que o fator isotropia/anisotropia parece ser ndo ter importancia para incorporacdo do
implante no tecido 6sseo. Uma explicacdo para a diferenca de resultados em grupos de
rugosidade superficial tdo similares, segundo os autores, seria que alguma indicagéo existe
de que a topografia de superficie influencia a resposta dssea também a nivel nanométrico.
Em nosso estudo, a diferenga de rugosidade superficial entre os grupos 1 (Ra= 0.34pum) e 2
(Ra=0.49um) foi minima. Entretanto, a analise quantitativa de proliferagdo celular obteve
diferenca significativa entre esses grupos no periodo de 14 dias, confirmando a influéncia
da topografia na resposta celular conforme citado pelos autores acima.

Em nosso estudo, os grupos 3 e 4, recobertos com hidroxiapatita conforme
metodologia ja citada, obtiveram os piores resultados de adesdo e proliferacdo celular. O
principal fator que pode ter contribuido para esse resultado é que, através do teste de
rugosidade superficial, tais grupos obtiveram uma topografia de superficie muito lisa, ndo
favoravel a osseointegracdo, conforme estudo recentemente realizado (WENNERBERG e
ALBREKTSSON, 2009). Em nossos resultados, pdde-se observar que os grupos de valor
de rugosidade superficial média mais baixo (Grupos 3 e 4) obtiveram resultados
estatisticamente menores de contagem celular em comparagdo com aqueles de rugosidade
superficial maior (Grupos 1 e 2), nos periodos de 3 e 7 dias. No periodo de 14 dias, 0 grupo
de maior rugosidade superficial entre todos (Grupo 2) obteve resultados significativamente
maiores que 0s demais grupos.

Um fator citado por Wennerberg e Albrektsson (2004) que também pode explicar 0s
resultados alcancados pelos grupos 3 e 4, é que € de relevante importancia que o implantes

de superficie bioativa, como 0s recobertos com hidroxiapatita, devam ter ancoragem
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biomecanica em adicdo a adesdo quimica para alcangarem sucesso. A vantagem tedrica dos
implantes bioativos seria, segundo os autores, de tornar a ligacdo biomecénica mais rapida
em comparacdo com implantes que ndo possuem tais superficies, necessitando do contato
osso-implante para desenvolver suas habilidades osseoindutoras.

Baxter et al (2002) realizaram estudo da adesdo e morfologia de osteoblastos e
fibroblastos sobre superficies de fosfato de calcio. Em seus resultados, na superficie tratada
com hidroxiapatita, observou-se muito pouco espalhamento em ambos os tipos celulares e a
menor medicdo de cobertura celular em area. Além disso, 0s osteoblastos ndo estavam
intimamente associados ao substrato, com a maior parte do corpo celular encontrando-se
acima da superficie. Os autores afirmam que seus resultados foram surpreendentes, uma
vez que a hidroxiapatita é tida como uma material biocompativel que pode acelerar as
propriedades de reparo 6sseo. Em nosso estudo, também se esperava uma superficie
favoravel a adesdo e proliferacdo celular no grupo com cobertura de hidroxiapatita, fato
que, claramente, ndo foi evidenciado em nossos resultados.

Em estudo realizado por Schliephake et al (2009) foi testada a hipotese de que a
adicdo de coberturas de fosfato de céalcio ao titdnio com superficie acido-condicionada
melhorariam a regeneracdo 6ssea peri-implantar. Em conclusdo, os autores afirmam que
ndo houve a confirmacdo da hipdtese admitida, ou seja, que a cobertura com hidroxiapatita
ndo aumentou a formacdo d6ssea periimplantar quando comparada com titanio que sofreu
somente ataque acido como caracterizacdo de superficie. Tal resultado corrobora os
encontrados em nosso estudo, onde a adicdo de uma cobertura de hidroxiapatita na
superficie condicionada ndo melhorou os valores de adesdo e proliferacdo celular

encontrados no grupo que somente recebeu condicionamento acido. De forma contraria, 0s
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resultados do Grupo HA foram significantemente menores que os encontrados no Grupo
CT e CA em todos os periodos estudados.

A proliferacdo de células osteoblasticas sobre o substrato de HA é superior aos trés
dias de cultura, quando comparado aos periodos de sete e 14 dias. Aos sete dias, ha uma
gueda no numero médio de células cultivadas sobre a superficie de HA e essa média volta a
crescer aos 14 dias. Observacdo semelhante foi realizada por De Paris (2004), que relata
uma alta proliferacdo celular sobre substrato de hidroxiapatita até o terceiro dia de cultura;
proliferacdo que decresce ap0Os seis a oito dias de cultura. Exatamente esse padrdo de
crescimento celular sobre a hidroxiapatita repetiu-se em nosso estudo.

Segundo Wennerberg e Albrektsson (2004), as propriedades que determinam a
qualidade de uma superficie de implante dentério dividem-se em mecanicas, topogréaficas e
fisico-quimicas. Essas propriedades estdo inter-relacionadas e irdo, em conjunto, determinar
a capacidade da superficie de permitir a osseointegracdo. Embora, atualmente, a
composicdo quimica seja o principal foco dos estudos envolvendo superficie de implantes
orais, deve-se levar em consideracdo todas as propriedades que influenciam a resposta
0ssea. Em nosso estudo, acreditamos que nao foi atingido o objetivo de avaliar a influéncia
do bisfosfonato como biomodulador 6sseo, em funcéo de termos imobilizado tal composto
em uma superficie de topografia considerada desfavoravel a adeséo e proliferacdo celular
(WENNERBERG e ALBREKTSSON, 2009). Os resultados do grupo 4 ndo foram
significativamente diferentes dos obtidos no grupo 3, embora tenham sido em numeros
menores. Uma vez que fatores que poderiam determinar tal comportamento, como alteragao
do pH do meio de cultura celular ou presenca de contaminantes na superficie analisada,

foram controlados, tal fato pode ser um reflexo isolado da topografia similar dos dois
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grupos que foram recobertos pela hidroxiapatita e ndo necessariamente de suas diferencas
quimicas.

Entretanto, um fato instigante é a auséncia de células aderidas e de quaisquer
indicios de proliferacdo celular aos 14 dias de cultura no Grupo 4. Soma-se a esse fato o
padrdo decrescente na contagem celular com o passar do tempo no Grupo 4 contrastando
com o aumento numérico observado entre os periodos de sete e 14 dias no Grupo 3.
Aventa-se a hipdtese de algum tipo de influéncia do pamidronato dissédico nestas
constatacGes, como, por exemplo, uma concentracdo deste farmaco ndo favoravel ao
crescimento osteoblastico ou até mesmo toxico a essas células.

Segundo Plotkin et al (1999) ha evidéncias que indicam que a dose de ativacdo
osteogénica de um bisfosfonato esta entre 10° e 10°M. Em nosso estudo, entretanto, foi
utilizada a concentracdo de 10°M (mais alta), exatamente conforme metodologia
apresentada por Yoshinari et al (2002), estudo que teve como resultados que o pamidronato
nessa concentracdo ndo possui efeito toxico nas células osteoblasticas e, pelo contrério,
criam um micro-ambiente favoravel ao crescimento celular com habilidades osteogénicas.

Apesar disso, Sanderes et al (1998) considera que ainda ndo foi elucidada como a
concentracdo de bisfosfonatos afeta os osteoblastos, sugerindo mais pesquisas para
esclarecer tais mecanismos.

De acordo com esta pesquisa, mais pesquisas Sd0 necessarias para elucidar a
influéncia de um bisfosfonato imobilizado na superficie do titdnio na adesdo e proliferacao

de osteoblastos humanos.
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A metodologia empregada na realizagdo deste experimento permite concluir, a partir da

andlise in vitro da adesdo e proliferagdo de células osteoblasticas humanas, que:

a) O recobrimento da superficie do titanio com hidroxiapatita conforme metodologia
desta pesquisa é eficaz na imobilizacdo de um bisfosfonato.

b) A imobilizagdo do pamidronato dissddico na superficie do titdnio ndo alterou a
cristalinidade da camada de hidroxiapatita usada para esse fim.

c) A analise por XRF é mais precisa para determinacdo da composicao superficial de
uma amostra quando comparada com a analise de EDS por MEV.

d) A superficie de titanio, seja ela maquinada ou acido-condicionada, obteve melhores
resultados de adesdo e proliferacdo de células de fendtipo osteoblastico quando
comparada com superficies de hidroxiapatita, in vitro.

e) A superficie &cido-condicionada do titdnio obteve resultados significantemente
melhores de contagem celular que as demais superficies no periodo de 14 dias.

f) O tipo de tratamento de superficie do titanio e periodo de cultura celular, bem como
a interacdo de ambos, significativamente afetam o crescimento celular.

g) A modificacdo na superficie do titanio através de condicionamento acido conforme
realizado nesse estudo favorece, in vitro, a adesdo e proliferacdo de células de

linhagem osteoblastica (Sa0S-2), negando a hipdtese nula.
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