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Nascimento RD. Osteogénese in vitro em amostras de titanio com
diferentes porosidades [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos, Universidade Estadual Paulista;
2009.

RESUMO

Alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas na superficie do titanio (Ti)
buscam acelerar e melhorar a osseointegracdo. Além disso, a criacdo de
substratos porosos, além de beneficiar fendbmenos celulares, propiciaria uma
maior resisténcia mecanica na interface osseointegrada devido ao crescimento
de tecido 6sseo para o interior dos poros. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da porosidade de amostras de Ti na osteogénese in vitro em amostras
de titdnio. Foram confeccionadas por metalurgia do pé, discos de titdnio puro
grau 2 com 12 mm de didmetro e 3 mm de altura, que foram divididos em trés
grupos: a) G1: controle - titanio denso; b) G2: 30% de porosidade e poros com
300 um; c¢) G3: 40% de porosidade e poros com 300 pm. Inicialmente, a
superficie de 03 espécimes de cada grupo foi caracterizada por meio de analise
metalografica, visando confirmar a quantidade, area, morfologia e interligacao
dos poros. Para a realizacdo da pesquisa, células osteogénicas obtidas da
calvaria de ratos recém-nascidos foram cultivadas sobre as amostras de cada
grupo e avaliadas quanto a adesdo celular, ap6s 24 horas, proliferagéo e
viabilidade celular, apés 7, 10 e 14 dias. A diferenciacdo celular foi avaliada
através da mensuracdo do conteludo de proteina total, atividade da fosfatase
alcalina e formag¢éo de matriz nodular mineralizada nos periodos de 7, 10 e 14
dias. Os resultados obtidos com os testes ANOVA e Tukey (5%) indicaram que
houve adesdo celular em todas as superficies e que esta nao interferiu nos
resultados. As superficies porosas (G2 e G3) favoreceram a proliferagao celular
quando comparadas as superficies densas. O contetudo de proteina total e a
formagédo de matriz mineralizada foram significantemente maiores nas amostras
de G3. Entretanto, ndo houve diferenga estatistica nos valores da atividade da
fosfatase alcalina. Esses resultados sugerem uma correlagédo positiva entre a
topografia de superficie das amostras e os fendmenos de adeséo, proliferacdo e
diferenciacao celular.

Palavras-chave: Implantes. Titanio. Superficie porosa. Osteogénese.
Cultura de células.



1 INTRODUCAO

Com os estudos realizados por Branemark, nas décadas
de 50 e 60 do século passado, sobre a microcirculagao éssea, o titanio
(Ti) foi caracterizado como material capaz de sofrer osseointegracao. Este
termo refere-se ao contato direto entre o tecido ésseo vivo e a superficie
do metal (Albrektsson et al., 1981). Além disso, as excelentes
propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade
tornaram o titanio e suas ligas os materiais de escolha na confecgéo de
implantes cirurgicos, sejam ortopédicos ou dentais (Kasemo, 1983;
Kasemo; Lausmaa, 1988; Ducheyne; Cuckler, 1987; Dallant et al., 1987;
Steinemann, 1998; Long; Rack, 1998; Okazaki et al., 2001; Scharnweber
et al., 2002; Oliveira, 2003).

Os implantes osseointegrados apresentam diversos
desenhos macroscopicos, sendo os cilindricos, cénicos e rosqueaveis 0s
mais utilizados (Branemark, 1983; Brunette et al., 1988; Ellingsen, 2000).
Mais ainda, podem apresentar diferengas topograficas de superficie, que
pode ser lisa e sem revestimento, ou rugosa, porosa (interligada ou n&o),
revestida e texturizada. As alteragbes topograficas produzidas na
superficie dos implantes durante a fabricacao tém a finalidade de facilitar
0 processo de osseointegracao e estao relacionadas diretamente as taxas
de sucesso (Albrektsson et al., 1981; Kasemo, 1983; Roberts et al., 1984;
Bowers et al., 1992; Boyan et al., 1996; Ellingsen, 1998; Pilliar, 1998a;
Pilliar et al., 1998b; Brunski et al., 2000; Fini et al., 2003; Zinger et al.,
2005).

Em alguns sistemas de implantes, o substrato denso
metalico € modificado para que ocorra a formacdo de uma superficie
rugosa (Deporter et al., 1986; Bobyn et al., 1987; Deporter et al., 1990;



11

Cook; Rust-Darwicki, 1995; Deporter et al., 1999; Deporter et al., 2001;
Thieme et al., 2001; Frosch, 2002; Frosch et al., 2003; Zhu et al., 2004,
Zinger et al., 2005; Vasconcellos et al., 2008) por meio da utilizagcdo de
pbs esféricos, fibras ou jateamento de plasma-spray. Estas modificacbes
de superficie visam aperfeicoar a resisténcia interfacial entre o material e
0 0sso, por meio da interdigitacdo do tecido 6sseo com o implante,
proporcionando melhor fixagdo do mesmo. Além disso, a modificacéo
topografica da superficie de implantes assume importancia fundamental
em areas de pouca quantidade 6ssea, nas quais a utilizacdo de implantes
curtos é muito frequente. Desta forma, apesar da menor area externa de
osseointegracdo nestes implantes, estas modificacbes de superficie
aumentariam a éarea de neoformagdo Ossea para o interior destes
(Deporter et al., 1999; Deporter et al., 2001; Vasconcellos et al., 2008).
Entretanto, os mecanismos exatos de como a topografia
de superficie dos implantes podem influenciar a osseointegragao ainda
nao foram completamente elucidados. A microarquitetura ideal para que
os eventos celulares ocorram com maior eficacia vem sendo tema de
inUmeras pesquisas (Bowers et al., 1992; Ellingsen, 1998; Kienapfel et al.,
1999; Thieme et al., 2001; Lee et al., 2002; Diniz et al., 2002; Frosch et
al., 2003; Anselme; Bigerelle, 2005; Zinger et al., 2005; Masaki et al.,
2005; Moura et al., 2007; Le Guéhennec et al., 2007; Nebe et al., 2007; Le
Guéhennec et al., 2008; Oliva et al., 2009; Lamolle et al., 2009), inclusive
relacionando o sucesso ou insucesso de implantes dentais com as
propriedades quimicas (Albrektsson et al.,, 1981; Boyan et al., 1996;
Ellingsen, 1998; Pilliar, 1998a; Pilliar et al., 1998b; Scharnweber et al.,
2002; Morra et al., 2003; Cassinelli et al., 2003; Le Guéhennec et al.,
2007) e bioldgicas (Ellingsen, 1998; de Brujin et al., 1999; Frosch et al.,
2002) das suas superficies e com a micromorfologia dessas. Assim,
caracteristicas da superficie do biomaterial como rugosidade, porosidade,
energia de superficie (Kasemo, 1983; Bowers et al., 1992; Ellingsen,
1998; Pilliar, 1998; Briggs et al., 2004; Anselme; Bigerelle, 2005; Zinger et
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al., 2005; Masaki et al., 2005; Moura et al., 2007; Le Guéhennec et al.,
2007; Nebe et al., 2007; Le Guéhennec et al., 2008; Oliva et al., 2009;
Lamolle et al., 2009), técnica de esterilizacado (Vidigal Jr. et al., 1999),
presenca de cristais de hidroxiapatita (Pilliar et al., 1991; Xianmiao et al.,
2009; Fang et al., 2009), sédo determinantes na interag&o inicial das
células. Sabe-se que as células ndao se ancoram diretamente nos
materiais, mas interagem com este por meio de uma interposta camada
de biomoléculas, composta por proteinas e lipideos. A topografia da
superficie do biomaterial e suas caracteristicas quimicas determinaréo a
adsorcdo das biomoléculas e a sua orientacdo na superficie tém
consequéncias diretas no recrutamento, adesdo, proliferacdo e
diferenciacao celular. Dessa forma, o préprio biomaterial pode induzir a
uma multiplicidade de respostas celulares que conduzem ao resultado
desejado alterando-se apenas a superficie do implante, conforme
comprovado por trabalhos que envolviam estudos biomoleculares em
culturas de células osteoblasticas sobre diferentes superficies de titanio
(Boyan et al., 1996; Schneider et al., 2003; Guizzardi et al., 2004;
Anselme; Bigerelle, 2005; Galli et al., 2005; Masaki et al., 2005; Lamolle et
al., 2009). Assim, a biocompatibilidade de um material pode ser avaliada
através do comportamento das células, quando em contato com este,
especialmente pela adesao celular a sua superficie. Caracteristicas do
material, como topografia, propriedades quimicas e energia de superficie
atuam diretamente na adesdo de osteoblastos ou indiretamente, como
resultado da interagdo com proteinas da matriz extracelular, proteinas de
membrana e do citoesqueleto, que irdo intermediar a adesao celular. A
adesao e espalhamento celular pertencem a primeira fase da interagéao
organismo-implante e a forma como esses fenbmenos ocorrem
influenciaréao as fases seguintes de proliferacao e diferenciagao.

Além de beneficiar fendbmenos celulares, o
desenvolvimento de implantes com superficie porosa busca permitir o

crescimento de tecido 0Osseo interligado no interior dos poros. Esta
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interdigitacéo se reflete como maior area de contato entre o implante e o
0sso e, portanto, uma fixagdo mais eficiente (Deporter et al., 1990;
Shenck; Buser, 1998; Deporter et al., 1999; Deporter et al.,, 2001;
Vasconcellos et al., 2008). Entretanto, ha uma rugosidade ideal para que
os eventos celulares ocorram com maior eficacia e mais pesquisas sao
necessarias para se conhecer como as propriedades da superficie
influenciam a resposta tecidual.

Desta forma, o objetivo desse estudo serd avaliar e
comparar a resposta de células osteogénicas cultivadas em amostras de
titAnio densas e com diferentes porosidades, confeccionadas pela técnica

de metalurgia do po.



2 REVISAO DA LITERATURA

Para o melhor entendimento e organizacao da revisao da literatura,

esta foi dividida em tdpicos como se segue.

2.1 Biomateriais e biocompatibilidade

O estudo dos biomateriais tém sido um dos principais
temas das pesquisas no campo da Implantodontia. Diferentes areas do
conhecimento, como a biologia, quimica e fisica atuam no
desenvolvimento de novos biomateriais na busca por melhores resultados
na osseointegracado dos implantes dentais. Dentre estas pesquisas estéo
aquelas que investigam a interacao das células com diferentes superficies
de implantes. Estudos in vitro tém mostrado que superficies de implantes
modificadas influenciam positivamente as respostas celulares (Bowers et
al., 1992; Brunette et al., 1988; Boyan et al., 1996; Lumbikanonda;
Sammons, 2001; Mustafa et al., 2001; Aparicio et al., 2002; Lee et al.,
2002; Diniz et al., 2002; Frosch et al., 2002; Frosch et al., 2003; Rosa;
Belotti, 2003; Zhu et al., 2004; Zinger et al., 2005; Masaki et al., 2005;
Moura et al.,, 2007; Le Guéhennec et al., 2007; Nebe et al., 2007; Le
Guéhennec et al., 2008; Oliva et al., 2009; Lamolle et al., 2009).

A capacidade de populagdes celulares formarem tecidos e
orgaos é resultado do contato intercelular mediado por diversas proteinas
de superficie. Além de promoverem agregacao celular, estas moléculas
protéicas elaboram juncdes especializadas que estabilizam as ligagbes

intercelulares, facilitando a comunicagcdo entre células adjacentes. As
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células animais ainda sao capazes de secretar glicoproteinas (matriz
extracelular) que possuem a fungdo de suporte e também atuam como
importante reservatério de informacgbes que irdo exercer influéncia direta
no comportamento celular (Lodish et al., 1995).

As interagdes celulares participam diretamente nos
processos de diferenciagdo, morfogénese, proliferacdo e migragao, e,
portanto, estdo envolvidas em diversos fendbmenos naturais como a
embriogénese, cicatrizacdo, inflamacdo e integracdo do tecido ao
biomaterial (Hynes, 1992).

A biocompatibilidade de um material pode ser avaliada
através do comportamento das células quando em contato com este,
especialmente pela adesao celular a sua superficie. A primeira fase da
interacdo célula/material corresponde a adesdo e ao espalhamento,
sendo que a qualidade dessa etapa influenciara a proliferacdo e
diferenciagao celular. Durante a interacdo ostoeblasto-implante, algumas
proteinas envolvidas na adesao destas células a superficie do material,
como proteinas da matriz extracelular, integrinas e caderinas, podem ter
sua expressao alterada de acordo com as caracteristicas da superficie do
implante (Anselme, 2000). Portanto, a osseointegracao dos implantes
dentais é resultante direta da adesdo e espalhamento de células
osteogénicas na superficie dos implantes (Bowers et al., 1992; Boyan et
al., 1996).

Além da alta resisténcia mecéanica e a corroséo, o Ti
apresenta uma peculiaridade importante que o torna um material
biocompativel. A formagdo espontdnea de uma pelicula de o6xido de
titdnio quando o metal reage com o ar, além de ser uma barreira
importante contra corrosdo (Dallant et al., 1987; Steinemann, 1998;
Scharnweber et al., 2002), favorece a ligagdo da matriz extracelular
(MEC) a superficie do implante. Kanagaraja et al. (2001) relataram que a

espessura da camada de 6xido associada a rugosidade da superficie,
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influencia positivamente a adesdo e proliferagcdo celular sobre a
superficie.

Os implantes dentais de Ti, além de apresentarem a
formagdo da camada oéxida, ficam expostos a diferentes ions,
polissacarideos, carboidratos e proteinas, bem como a células, tais como
condrdcitos, fibroblastos e osteoblastos, que interagem com sua
superficie (Ellingsen, 1998). Inicialmente, ocorrera a adsor¢cdo de
proteinas sintetizadas pelas células e provenientes do sangue, seguida
pela adeséao celular a superficie do implante (Boyan et al., 1996; Kasemo;
Lausmaa, 1988). Em estudos com cultura celular, imediatamente apés a
introdugcéo do material, ocorre a adsorgéo orientada de solutos, que pode
influenciar na adsorgcdo de moléculas subsequientes. O material sera
recoberto por uma mistura de lipideos, acgucares, ions e proteinas
especificas para a composi¢cao quimica e topografia do substrato (Boyan
et al., 1996).

A morfologia da superficie do implante possui fundamental
importdncia nos eventos biolégicos que ocorrem na interface
osso/material. A variagdo entre superficie lisa e rugosa na regido de
interface influencia as biomoléculas e células, resultando em tipos
diferentes de adesao (Kasemo; Lausmaa, 1988; Lee et al., 2002; Briggs et
al., 2004; Zinger et al., 2005) e também na expresséo de alguns genes de
osteoblastos (Schneider et al., 2003; Masaki et al., 2005; Zinger et al.,
2005; Nebe et al.,, 2007). Do mesmo modo, o manuseio durante a
fabricagdo, os métodos de esterilizagdo e a técnica cirurgica também séo
capazes de interferir nas interagcbes moleculares e, portanto na adesao,
proliferacdo e diferenciacdo celulares, favorecendo ou prejudicando a
osseointegracao (Albrektsson et al., 1981; Kasemo, 1983; Lee et al.,
2002).
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2.2 Técnicas de obtencao de porosidade em metais utilizados como

implantes

Modificagcdes na morfologia dos implantes osseointegrados
sdo empregadas desde o inicio da sua utilizacdo, sendo que a
incorporacdo de roscas a sua geometria foi realizada inicialmente por
Branemark. Tais modificagdes sempre foram motivadas com o intuito de
melhorar a osseointegracdo e diversos estudos in vivo (Dallant et al.,
1987; Deporter et al.,, 1990; Cook; Rust-Darwicki, 1995; Deporter et al.,
1996; Deporter et al., 1999; Shenck; Buser, 1998; Deporter et al., 2001;
Deporter et al., 2002; Vasconcellos et al., 2008) e in vitro (Bowers et al.,
1992; Brunette et al., 1988; Boyan et al., 1996; Lumbikanonda; Sammons,
2001; Mustafa et al., 2001; Aparicio et al., 2002; Lee et al., 2002; Diniz et
al., 2002; Frosch et al., 2002; Frosch et al., 2003; Rosa; Belotti, 2003; Zhu
et al., 2004; Zinger et al., 2005; Masaki et al., 2005; Moura et al., 2007; Le
Guéhennec et al., 2007; Nebe et al., 2007; Le Guéhennec et al., 2008;
Oliva et al., 2009; Lamolle et al., 2009) revelaram melhores resultados
com a utilizagdo de amostras de superficie rugosa ou porosa em
comparagao com amostras de superficie lisa.

O diferencial dos implantes com superficie porosa consiste
no crescimento de tecido 6sseo para o interior dos poros, interconectados
ou nao, também denominado bone ingrowth (Pilliar, 1983; Deporter et al.,
1986; Cook; Rust-Darwicki, 1995; Deporter et al., 1999; Deporter et al.,
2001; Deporter et al., 2002; Zinger et al., 2005, Vasconcellos et al., 2008).

Dentre os diversos processos existentes para a confecgéo
do revestimento poroso, a técnica da metalurgia do p6 se mostra eficaz.
Esta técnica permite que os poros apresentem um formato de rede, o
controle da composigéo quimica e aperfeigcoa as propriedades mecanicas
através do controle das caracteristicas dos pdés e do processo de

consolidacgéao, isto é, o diametro, a configuragdo e a porosidade podem
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ser perfeitamente controlados (Pilliar, 1983; Bram et al., 2000; Li et al.,
2001; Oliveira et al., 2002; Oliveira, 2003). Uma importante diferengca com
as técnicas convencionais € a produgdo de componentes com
caracteristicas estruturais e fisicas dificeis de obter por qualquer outro
processo metalurgico e a confeccao de formas definitivas dentro de
padrées muito restritos, como formato de rede (Bellinati, 1999). A
presenca de macroporos interligados permite a deposigcéo de tecido 6sseo
no interior da rede, enquanto que a forma complexa das paredes promove
uma estrutura que suporta a organizagdo do tecido em crescimento,
melhorando a fixagéo biolégica e evitando quebras que podem resultar na
mobilidade do implante (Boyan et al., 1996; Brunski et al., 2000;
Sepulveda et al., 2002; Vasconcellos et al., 2008).

Outra vantagem da técnica da metalurgia do p6 em
comparagao com a metalurgia convencional € a economia de matéria-
prima e redugdo do numero de etapas complementares (Bellinati, 1999;
Deporter et al., 1999).

Bram et al. (2000) analisaram amostras de titanio, ligas de
niquel (Ni) e aco inoxidavel com alta porosidade a partir da utilizagdo do
aditivo organico carbamida. As particulas do aditivo tinham diametro de
0,8 mm a 6 mm e sua quantidade variava de acordo com a porosidade
(60 %, 70 % ou 80 %) exigida apss a sinterizagdo. Apds a associagao do
p6é do metal ao aditivo, essa mistura era compactada em um recipiente
cilindrico sob uma prensa uniaxial, para que posteriormente se realizasse
prensagem isostatica com 166 MPa. A remocé&o do aditivo orgénico era
realizada a 200° C e o processamento era finalizado com sinterizagdo a
1200° C em forno a vacuo. Foram realizadas analises de microscopia
Optica e varredura, nas quais os autores observaram uma taxa de
porosidade entre 60 % e 80 %, com poros de didmetro entre 0,1 mm e 2,5
mm e distribuicdo homogénea. Os autores concluiram que esta técnica
propiciou a formacéo de porosidade adequada através da associacao da

uréia.
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Yang et al. (2000) avaliaram implantes com superficie
porosa, porém nos quais a porosidade foi obtida pela técnica de plasma
spraying na atmosfera de argbnio. Foram realizadas analises de
microscopia eletronica de varredura (MEV), energia de difracdo de raios X
(EDS), medidas de rugosidade e teste mecanico. Os resultados
mostraram que 0s poros eram maiores na camada mais externa (100 ym
a 150 ym de didmetro) e a medida que se observava as camadas mais
profundas estes eram menores. Segundo os autores este método de
obtencdo do revestimento poroso proporcionou eficiente adeséo fisica e
mecénica entre o recobrimento de titanio e o substrato.

Outras ligas como a de niquel-titanio (NiTi) também tém se
mostrado um promissor biomaterial devido as suas boas propriedades
mecanicas e mddulo de elasticidade. Li et al. (2001) fabricaram amostras
de NiTi por meio da técnica de metalurgia do pd e as analises
metalografica e MEV mostraram uma rede interligada de poros com
diametro médio entre 300 ym e 600 ym e volume de porosidade de 60 a
64%.

Oliveira et al. (2001) observaram os efeitos da variagcédo da
granulacao dos pés e da presséao isostatica. Foram confeccionados quatro
diferentes tipos de corpos de prova e as analises metalografica e MEV
revelaram que a taxa de porosidade, o tamanho dos poros e a espessura
do recobrimento variaram com alteragdes da pressao isostatica. Os
melhores resultados foram obtidos com presséao isostatica de 200 MPa,
na qual as amostras apresentavam 24% de porosidade, tamanho médio
dos poros de 119 ym e espessura de recobrimento de 953 pm.

Wen et al. (2002) confeccionaram amostras de titanio
comercialmente puro com granulos de 45 um, associado a particulas de
bicarbonato de aménio como aditivo, apresentando granulometria de 200
Mm a 600 um. As amostras foram manufaturadas pela técnica da
metalurgia do pd, em que se utilizou presséo isostatica de 200 MPa e

tratamento térmico em duas fases: 200° C por 5 horas e 1200° C por 2
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horas. Foram observados dois tipos de poros nas amostras. Os
macroporos foram denominados tipo 1 e apresentavam-se interligados,
com didmetro variando entre 200 pm e 500 pm. Os microporos,
denominados tipo 2, possuiam didmetro em torno de 12 um. O total de
poros correspondia a 80% da amostra. Segundo os autores, os poros do
tipo 1 exercem papel fundamental no crescimento de novo tecido 6sseo
em seu interior e no transporte de fluidos, enquanto que os do tipo 2 sao
considerados potencialmente osteoindutores. No teste mecanico de
compressao obteve-se valor de estresse de 40 MPa. Desta forma, os
autores concluiram que a técnica da metalurgia do p6 foi eficaz na
confecgdo das amostras e preencheu todos os requisitos para utilizagao
clinica.

Oliveira et al. (2002) pesquisaram os niveis de porosidade
adequados aos revestimentos de implantes cirurgicos, destacando os
parametros de processamento, especialmente a pressédo de compactacao
e o tamanho da particula do pd de titanio sobre a porosidade do
revestimento. Avaliaram ainda a eficacia do uso de um aditivo organico
(p6 de naftaleno) no aumento do tamanho dos poros e na porosidade final
do revestimento. As amostras foram confeccionadas com substrato de
liga de Ti-6Al-7Nb e recobrimentos de diferentes materiais como o p6 de
titdnio puro e fino (30 um a 70 uym) produzido pelo CTA/IAE e po de titénio
puro (80 um a 100 uym) fabricado pela empresa Micron Metals (EUA),
associados ao p6 de naftaleno. O recobrimento foi conformado através de
compactacgao isostatica a frio com 300 MPa e finalizado com sinterizagao
a 1200° C. Foram realizadas analises metalografica e MEV. Os autores
concluiram que o controle do tamanho da particula dos pds de titanio e a
associacdo de aditivo orgénico sao importantes no controle da
porosidade.

Recentemente, Vasconcellos et al. (2008) avaliaram a
influéncia do desenho de implantes sobre a osteogénese e fixacao

destes. Os autores utilizaram dois tipos de implantes: rugosos e porosos
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(37% de porosidade e poros com didametro médio de 480 pm),
confeccionados pela técnica de metalurgia do p6. Os implantes foram
inseridos nas tibias de coelhos e deixados em posicéao, livres de carga,
por 4 e 8 semanas. Os resultados sobre a porcentagem de contato osso-
implante demonstraram-se maiores, em todos os periodos, nos implantes
porosos. Os testes mecanicos também se mostraram maiores, em ambos
os periodos, nos implantes porosos. Os autores atribuem os resultados a
maior area de contato osso-implante presente nos implantes porosos,
sendo estes implantes de grande importancia em casos desfavoraveis

com relac&o a quantidade 6ssea disponivel.

2.3 Estudos sobre modificacbes na superficie de implantes

osseointegrados

Como demonstrados a seguir, muitos estudos in vivo e in
vitro, que confrontaram diferentes tipos de tratamentos de superficie,
demonstraram vantagens para a osseointegracao dos implantes de titanio
com superficie rugosa e/ou porosa.

Bowers et al. (1992) avaliaram células semelhantes a
osteoblastos cultivadas em superficies de titanio com diferentes
morfologias. Foram confeccionados corpos de prova medindo 12,5 mm de
diametro por 4 mm de comprimento, divididos em dois grupos: superficie
rugosa de morfologia regular e irregular. O tratamento da superficie foi
realizado com jateamento de 6xido de aluminio, tratadas com acido por 1,
5 e 10 minutos. As células cultivadas foram obtidas da calvaria de ratos
com trés dias de vida. A microscopia eletrébnica de varredura mostrou
maior adesao celular nas superficies rugosas irregulares, o que, segundo
os autores, deve-se ao efeito benéfico da rugosidade na resposta inicial

das células. Os autores concluem que implantes com rugosidades na
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superficie favorecem a adesdo de osteoblastos e propiciam uma maior
area de contato com o tecido 6sseo.

Boyan et al. (1996) em uma ampla revisdo da literatura
acerca do comportamento celular no processo de remodelacdo éssea,
observaram que a topografia e propriedades quimicas das superficies de
implantes, influenciam diretamente quais e como algumas biomoléculas
serdo adsorvidas na superficie e, consequentemente, como ocorrera a
adesao celular, uma vez que, osteoblastos e condrécitos sdo sensiveis a
sutis diferencas de rugosidade e composi¢cao quimica da superficie. Desta
forma, os autores concluem que modificagées de superficie de implantes,
que buscam aumento de rugosidade, podem melhorar a qualidade da
osseointegracao.

Em uma revisdo da literatura sobre topografias de
superficie de implantes, Ellingsen (1998) observou que existe uma grande
discussdo sobre o tipo de rugosidade que proporcionaria melhores
resultados de osseointegracdo. O autor observou que a rugosidade de
superficie pode ser avaliada em diferentes niveis: macroscépico,
microestrutural e ultraestrutural. A rugosidade teria um efeito diferente no
tecido 6sseo de acordo com o diametro minimo dos poros, que deveria ter
pelo menos 100 um. Da mesma forma, as propriedades quimicas do
material influenciariam na resposta tecidual. O tipo de superficie e suas
caracteristicas determinariam a intensidade da adesao ao osso.

Kienapfel et al. (1999) estudaram amplamente implantes
que apresentavam fixagcao por bone ingrowth (crescimento 6sseo para o
interior de poros e sulcos). Os autores observaram uma tendéncia as
modificagdes da superficie de implantes por técnicas de recobrimento. O
efeito do didmetro dos poros também foi investigado e a faixa ideal do seu
tamanho variou entre 100 um e 400 pm. A quantidade de crescimento
0sseo para dentro dos poros depende da estabilidade primaria clinica do
implante, mas pode variar de acordo com seu formato, técnica cirurgica e

fatores inerentes ao paciente.
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de Brujin et al. (1999), estudaram amostras de fosfato de
calcio poroso e placas de titanio previamente cultivadas em células
osteoblasticas de ratos, cabras e humanos. Essas amostras foram
implantadas subcutaneamente em ratos para se verificar o potencial de
formacdo de novo tecido 6sseo. Os animais foram sacrificados nos
periodos de uma, duas, quatro e seis semanas e foram realizadas
analises por microscopia 6ptica e varredura. Os resultados mostraram que
as células 6sseas podem se proliferar in vitro e manter seu potencial
osteogénico in vivo e in vitro.

Lumbikanonda e Sammons (2001) compararam as
interacbes de células 6sseas com implantes de titdnio de superficie lisa,
jateadas com diéxido de titanio, superficie modificadas por plasma spray
de titanio (TPS) e implantes recobertos com hidroxiapatita (HA). Os
implantes foram colocados em cultura de células 6sseas de ratos recém-
nascidos por vinte minutos e, posteriormente, foi avaliada a aderéncia
destas células as diferentes superficies, por meio de MEV. Foi verificado
que a superficie TPS promoveu um espalhamento mais rapido das células
do que os implantes com superficie recoberta com HA ou de titanio puro,
enquanto que na superficie de titdnio jateada com di6xido, ndo ocorreu
adaptacao das células a superficie. Os autores afirmaram que a superficie
do implante interfere no resultado final da reparagéo 6ssea, uma vez que
a superficie TPS favoreceu o espalhamento e a adesao celular.

Mustafa et al. (2001) também avaliaram a adeséo,
proliferagdo e diferenciagdo de osteoblastos humanos, provenientes do
osso mandibular, sobre diferentes superficies de implantes. As superficies
dos implantes foram jateadas com diferentes tamanhos (63-90 ym, 106-
180 um e 180-300 pm) de particulas de 6xido de titanio (TiOz). Foram
realizadas analises de microscopia eletrbnica de varredura, afericbes
indiretas da sintese de DNA, avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina
(ALP) e sintese de osteocalcina. Os resultados obtidos demonstraram

uma relacao direta entre a irregularidade da superficie (jateamento com
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particulas de 180-300 um) e a proliferacdo e diferenciacéo celular. No
entanto, o mesmo nao foi observado para a adeséo celular, na qual os
resultados obtidos com as amostras jateadas com particulas de 63-90 ym
foram semelhantes aos dos outros grupos. Concluiu-se que a proliferagao
e diferenciacao celular foram aumentadas pelas rugosidades na superficie
dos implantes e que o jateamento com particulas de 300 ym de diametro
nao resultou em melhor adeséao celular quando comparado ao jateamento
com particulas menores.

Em 2002, Knabe et al. investigaram diferentes superficies
de titdnio e HA utilizando cultura de osteoblastos de ratos. As amostras
foram diferenciadas em quatro grupos: titdnio poroso (Ti-TPS), titénio
tratado com ataque acido + jateamento (Ti-DPS), superficie lisa e titanio
associado com HA porosa. A cultura foi avaliada diariamente até
completar 14 dias de incubagdo. Os autores observaram que as
superficies TPS e DPS apresentaram melhor distribuicdo e proliferagao
celular, enquanto que a HA exibiu um atraso no padréo de crescimento.

Aparicio et al. (2002) avaliaram in vitro a resposta de
osteoblastos humanos em amostras de titdnio comercialmente puro
(t.c.p.), apdés um, trés, sete e 14 dias de cultura. Foram estudados sete
diferentes grupos de discos: polietileno (controle negativo); ti — titanio
usinado; Si — jateamento com carbeto de silicio (SiC); Al — jateamento
com Oxido de aluminio (Al,O3); Ti-2S — usinado + tratamento termo-
quimico; f) Si-2S — jateado com SiC + tratamento termo-quimico; Al-2S —
jateamento com Al,O3 + tratamento termo-quimico. Os discos foram
analisados em MEV, difracédo de raios X, energia de dispersao de raios X
(EDS) e rugosidade de superficie. Os resultados dos valores médio da
rugosidade de superficie mostraram que o0s grupos jateados
apresentaram rugosidade significativamente maior do que os grupos nao
jateados. As analises por meio de EDS e MEV evidenciaram a presenca
de SiC e Al,O3 nos discos, e a existéncia de um gel de titanato de sodio

na superficie, aspecto que proporciona o comportamento bioativo da
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amostra. Os autores concluiram que a rugosidade e a capacidade bioativa
da amostra promovem um aumento na adesdo e diferenciacdo das
células osteoblasticas, diminuindo o tempo de osseointegragao.

Diniz et al. (2002) descreveram o efeito dos tratamentos
acidos na composicgéao, rugosidade e morfologia da superficie de amostras
de Ti submetidas ao jateamento. As amostras foram divididas em trés
partes que foram processadas da seguinte maneira: jateamento com areia
— amostras Gy; jateamento com particulas de éxido de aluminio com 65
MM — amostras B65; jateamento com particulas de 6xido de aluminio com
250 ym — amostras B2509. Em seguida, foram seccionadas em trés
fragmentos. Portanto, cada um dos trés tipos de amostra foi dividido em
trés novos grupos que receberam tratamentos diferentes: (i) as amostras
foram mantidas como anteriormente, (ii) submetidas a ataque quimico
com acido sulfurico — Gg; B65s; B250s, e (iii) submetidas a ataque
quimico com acido hidrofluoridrico — Gg; B65g; B250r. Apds os
tratamentos mecanicos e quimicos as amostras foram caracterizadas
quanto a rugosidade e avaliadas utilizando cultura de células
osteoblasticas de medula 6ssea humana. As células 6sseas proliferaram
bem em todas as superficies de titanio. Contudo, quando foi avaliada a
capacidade de formacgédo de matriz mineralizada, as amostras jateadas e
tratadas com acido hidrofluoridrico apresentaram melhor resultado, sendo
que as amostras jateadas com particulas de 250 pm foram ainda
melhores. Portanto, concluiu-se que estas células osteoblasticas parecem
ser muito sensiveis as variagcdes de topografia de superficie, sugerindo
que a rugosidade e a morfologia das superficies podem modular a
resposta celular.

Rosa e Beloti (2003) estudaram o efeito de diferentes
rugosidades de amostras de titanio comercialmente puro, sobre a adeséo,
proliferagdo e diferenciacdo de células humanas de medula. Os autores
confeccionaram discos de titdnio com superficie lisa e jateados com

diferentes tamanhos de particulas de Al,O3 (25 pm, 75 ym e 250 ym). A
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rugosidade média (R;) mensurada variou entre 0,24 um (superficie lisa) e
1,91 ym (jateamento com particulas de 250 pym). Sobre as amostras
foram cultivadas células provenientes da medula humana e avaliadas a
adesao, proliferacdo e diferenciagcdo celular, através do conteudo de
proteina total, atividade da fosfatase alcalina e formagdo de matriz
nodular mineralizada. Os resultados demonstraram que houve adesdo
celular em todas as amostras e que nédo houve diferenga significante entre
as superficies. Por outro lado, nas amostras com R, entre 0,80 um e 1,90
pum a proliferagéo reduziu, enquanto que, o conteudo de proteina total e a
atividade da fosfatase alcalina aumentaram. Os autores concluiram que
valores de R, entre 0,80 um e 1,90 um podem melhorar a resposta celular
nas fases intermediarias e finais, mas nao afetam as respostas iniciais.

Zhu et al. (2004) avaliaram a influéncia da rugosidade de
superficie de amostras de titdanio em células provenientes de
osteossarcoma (Sa0OS-2). As amostras de Ti foram submetidas a
oxidagdo anddica para a obtencédo de poros na superficie. Amostras com
superficie lisa foram utilizadas como controle. O didmetro dos poros
variava de 0,5 ym a 2 ym e a rugosidade média de 0,2 ym a 0,4 um.
Observou-se que a adesao celular foi maior nas superficies rugosas e a
morfologia das células aderidas também variou de acordo com a
superficie. Na superficie lisa as células apresentavam menor quantidade
de prolongamentos (filopddios) e estes eram mais curtos. Por outro lado,
nas superficies rugosas, os filopodios eram bem definidos e penetravam
nos poros.

Zinger et al. (2005) cultivaram células de linhagem
osteoblastica (MG63) sobre diferentes amostras de titanio. As superficies
eram lisas, com jateamento e ataque acido (SLA) ou tratamento
eletroquimico para obtencédo de porosidades com 10 ym, 30 um e 100
pm. Foi avaliado o numero de células presentes apds 5 dias de cultivo,
diferenciagao celular (fosfatase alcalina e osteocalcina) e niveis locais de

fatores de crescimento (TGF-B1 e PGE). As amostras com cavidades de
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100 um favoreceram a adesdo e crescimento celular, enquanto que, as
amostras com rugosidades na superficie beneficiaram a diferenciagao e
producao de TGF-B1. Os autores concluiram que a microtopografia das
superficies alterou a producéo de fatores de crescimento locais e estes,
por sua vez, favoreceram a proliferagcéo e diferenciacao osteoblastica.

Recentemente, Le Guéhennec et al. (2007) compararam
quatro superficies de titanio: lisa (polida), jateada com alumina, jateada
com fosfato de «calcio (BCP-Ti) e wuma superficie disponivel
comercialmente (SLA). Foram cultivadas células osteoblasticas MC3T3-
E1 e realizados testes para caracterizagdo das superficies, quanto a
rugosidade média e angulo de contato, para observacédo da hidrofilidade.
As amostras BCP-Ti foram as que apresentaram maior média de
rugosidade (R, = 2,50 ym). As amostras mais hidrofilicas foram as com
jateamento de alumina e as mais hidrofébicas foram as SLA. Os testes in
vitro avaliaram a morfologia das células aderidas, apds 2 dias de cultivo, a
viabilidade celular (teste MTT) e o conteudo de proteina total e atividade
da fosfatase alcalina. As amostras SLA e BCP-Ti obtiveram os maiores
valores de viabilidade celular. O molhamento das superficies SLA e BCP-
Ti ndo interferiu na viabilidade celular e atividade da fosfatase alcalina, ou
seja, os valores obtidos foram semelhantes na superficie mais hidrofébica
(SLA) e na superficie hidrofilica BCP-Ti. Os autores justificam esse
resultado com a diferente constituicdo quimica das duas superficies. A
diferenciagdo celular, expressada através da atividade da fosfatase
alcalina, foi maior nas amostras SLA e BCP-Ti, especialmente nos
periodos iniciais de avaliagdo. Concluiu-se que a rugosidade das
superficies correlaciona-se diretamente com a adeséo, proliferacado e
diferenciacao de células osteoblasticas.

Lamolle et al. (2009) estudaram as caracteristicas fisicas,
quimicas e a biocompatibilidade de amostras de titdnio submetidas a
diferentes periodos de imersdo em solugdes de acido fluoridrico (HF). Os

periodos foram 40, 90, 120 e 150 segundos (grupos 1, 2, 3 e 4). Amostras
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de superficie lisa foram utilizadas como controle. Sobre as superficies
foram cultivados osteoblastos murinos (MC3T3-E1) e avaliadas a adesao
e viabilidade celular. A diferenciacdo das células foi avaliada pela analise
da reagdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR). Os
resultados obtidos demonstraram um aumento na rugosidade média das
superficies modificadas pelo ataque acido. Tais superficies também
obtiveram os maiores valores de adesdo celular e a morfologia das
células aderidas variou de acordo com as superficies analisadas. Nas
amostras controle (lisas) as células apresentavam uma conformacgéo
poligonal, enquanto que, nas amostras rugosas a morfologia era triangular
(grupo 2) ou unidirecional (grupo 4), ap6és 24 horas. Além disso, nas
amostras tratadas as células organizavam-se em camadas
tridimensionais, o que nao era observado nas superficies lisas. Por outro
lado, ndo foram encontradas diferencas significantes na expressdo dos
genes de ALP, osterix (Osx) e osteocalcina (OC), ap6s 7 dias. A
justificativa dada pelos autores é que a rugosidade de superficie estimula
a diferenciagao celular ao invés da proliferacao e que possivelmente, em
analises de periodos mais longos, a expressdo desses genes

relacionados a diferenciacéo celular, pudesse ser aumentada.



3 PROPOSICAO

O propoésito deste estudo foi avaliar e comparar a resposta
de células osteogénicas cultivadas em amostras de titanio densas e com
diferentes proporgbes de porosidade, confeccionadas pela técnica de

metalurgia do po.



4. MATERIAL E METODO

4.1 Amostras de titanio

Amostras de titdnio foram confeccionadas no Centro
Técnico Aeroespacial (CTA) — Divisdo de Materiais do Instituto de
Aeronautica e Espaco, por meio da técnica de metalurgia do p6, na forma
de discos com 12 mm de didmetro e 3 mm de altura. Esta técnica envolve
trés etapas: producdo do pd, compactacdo deste em uma matriz, para
conformacao, e sinterizacao para conferir solidez a pega (Bellinati, 1999).

Foram utilizados, para a confec¢gdo dos discos, pd de
titdnio puro grau 2 com granulometria de 8 ym, obtido pela técnica de
hidrogenacao/desidrogenacéo (HDH) e uréia, em granulos triturados e
separados na faixa granulométrica de 177 a 250 um, pela técnica do
peneiramento. As peneiras utilizadas possuiam medidas de 80 e 60
mesh, respectivamente. Foram confeccionados 2 tipos de amostras
porosas, de acordo com a porcentagem de uréia presente. As amostras
densas foram confeccionadas sem a adigao de uréia ao pé de titanio.

A funcéao da uréia foi manter o espacgo entre os granulos do
pod de titdnio até o término do processamento do material, tornando a
amostra porosa. A unido das particulas do p6 de titanio ao espacgador

uréia foi realizada em um misturador Y.
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A confeccao das amostras respeitou a seguinte sequiéncia

de eventos:

a)

b)

d)

mistura dos pos: o pd de titdnio foi misturado
com a uréia a fim de obter-se uma mistura
homogénea (Figura 1a);

compactagao: inicialmente foi realizada a
compactagdo uniaxial dos componentes,
utilizando-se uma matriz cilindrica medindo 12
mm x 3 mm, submetida a uma prensa
hidraulica a uma pressao de 100 MPa. Em
seguida, as amostras sofreram compactacao
isostatica a frio, com pressédo de 300 MPa
(Figura 1b-h);

sinterizagdo: esta etapa foi realizada em forno
a vacuo de 107 toneladas, com ciclo térmico
pré-determinado (Thermal Technology, modelo
ASTRO) (Figura 1i). Neste equipamento, a
temperatura sofre um aumento de 10 °C/min
até atingir o patamar de 1200 °C, na qual
permanece por 60 min e posteriormente sofre
resfriamento. Previamente a sinterizagdo, foi
realizada a remocgao da uréia, em forno (EDG)
a 200 °C/ 2 horas;

mensuragao: apdés a confecgcdo, todas as
amostras foram medidas, com auxilio de um
paquimetro  digital  (Mitutoyo) para a

confirmacéo da sua medida final,
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e) acabamento: apds o término da sinterizagao as
amostras sofreram acabamento em maquina
politriz;

f) limpeza das amostras: inicialmente com escova
dental macia e detergente neutro, sendo
enxaguados em agua destilada.
Posteriormente, as amostras foram submetidas
a banhos sucessivos em ultra-som, por 10
minutos, na seguinte sequéncia: agua
destilada e detergente enzimatico, agua
destilada, etanol 70 %, &gua destilada.
Finalmente, 0s especimes foram
acondicionados e esterilizados em autoclave

(Figura 1j).

As amostras foram divididas em trés grupos, como descrito

a sequir:

a) Grupo 1 - controle: amostra de titanio denso (n&o
houve adigédo de uréia);

b) Grupo 2 — 30 % de poros com didametro médio de
300 pum;

c) Grupo 3 — 40 % de poros com didmetro médio de
300 pum.
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Figura 1 - Procedimentos de confec¢do das amostras: a) pd de titanio e uréia
em granulos; b-f) matriz idealizada para a confecgao dos implantes;
g) prensa uniaxial; h) prensa isostatica; i) forno a vacuo — Thermal
Technology, modelo ASTRO; j) amostras com diferentes porosidades
(grupos 1, 2 e 3).
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4.2 Anélise metalogréafica descritiva

Foram obtidas fotomicrografias em microscopia eletrénica
de varredura (MEV) na superficie de 3 amostras de cada grupo, com o
objetivo de demonstrar a presenca e interligagdo dos poros. A analise
estatistica do calculo da area (um?), do comprimento maximo (um) e da
quantidade (%) de poros existente nos trés tipos de amostras estudadas

foi realizada em estudo prévio (Vasconcellos et al., 2008).

4.3 Procedimentos de cultura celular

4.3.1 Isolamento de células da linhagem osteoblastica e desenvolvimento

de cultura primaria osteogénica

Células osteogénicas foram isoladas, por digestao
enzimatica sequencial, de fragmentos de calvaria de ratos Wistar recém-
nascidos (2 a 4 dias), através da utilizagéo de solugéo de tripsina a 0,25%
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e colagenase tipo Il a 0,1%
(Gibco, Invitrogen), como descrito previamente por Nanci et al (1996). As
células foram plaqueadas sobre as amostras de titdnio, contidas em
placas de poliestireno de 24 pogos, na densidade de 20.000 células/pogo.
As células plaqueadas foram cultivadas por periodos de até 14 dias, em
Meio Essencial Minimo, modificacédo alfa, com L-glutamina (a-MEM,
Gibco, Invitrogen), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco,
Invitrogen), 7 mM de beta-glicerofosfato (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 5
Mg/ml de acido ascérbico (Sigma) e 50 pg/ml de gentamicina (Gibco,

Invitrogen), a temperatura de 37 °C, em atmosfera umida contendo 5 %
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de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e a progressao da
cultura avaliada por microscopia de fase invertida, em pogos contendo
apenas as células cultivadas, isto €, sem as amostras de titanio (Figura
2).
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a
b
e
d f
i
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g h

Figura 2 — Isolamento de células osteogénicas: a) calvaria removida; b)
banhos seqienciais; c-g) remocdo de tecido mole e suturas; h)
banho-maria sob agitacéo; i) fragmentacdo manual; j) centrifugacao
do sobrenadante; k) pellet celular formado (*); 1) filtragem das
células osteogénicas para cultura.
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4.3.2 Adesao celular

Para a avaliacdo da adesdo celular, as células foram
cultivadas por 24 horas nas amostras. Ap6s a remogdo do meio de
cultura, os pogos foram lavados trés vezes, com solug&o salina fosfato-
tamponada (PBS) a 37 °C, para remoc¢ado de células ndo aderidas. As
células aderidas foram enzimaticamente removidas das amostras com a
utilizagdo de 1 mM de EDTA e 0,25% de tripsina (Gibco). Estas células,
depois de coradas com azul de Trypan, foram contadas em uma camara
de Neubauer e os valores obtidos expressados como uma porcentagem

do numero inicial de células (Figura 3).

Figura 3 — Adeséo celular: a) corante azul de Trypan; b) cAmara de Neubauer;
c) microscopio utilizado para contagem das células na camara de
Neubauer.
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4.3.3 Proliferagao e viabilidade celular

Para a avaliacdo da proliferacao e viabilidade celular, as
células isoladas foram cultivadas nos pog¢os contendo as amostras e
avaliadas em trés periodos: 7, 10 e 14 dias. A analise foi realizada pelo
ensaio colorimétrico MTT [(brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliol] (Sigma), o qual corresponde a um sal que é reduzido por
proteinases mitocéndrias, ativas apenas em células viaveis. Aliquotas de
MTT a 5 mg/ml em PBS foram preparadas, procedendo-se em seguida a
incubagéo das culturas primarias com esta solugédo a 10%, em meio de
cultura, por 4 horas a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO;2 e 95 % de ar atmosférico. Apos esse periodo, os pogos foram
lavados com 1 ml de PBS aquecido e acrescidos de 1 ml de solugao de
isopropanol acido (100 ml de isopropanol e 134 ul de HCI), em cada poco,
sob agitacdo por 5 minutos, para a solubilizagcdo completa do precipitado
formado. Aliquotas de 200 ul foram obtidas de cada pocgo e transferidas
para placa de 96 pogcos para mensuragcdo do espectro de cor em
espectrofotometro (570 nm). A leitura foi realizada em duplicata. (Figura
4).

y

Figura 4 — MTT: a) espectrofotdbmetro (Cambrex ELx808cse); b) placa de 96
pocos, contendo as aliquotas para leitura, acondicionada no
equipamento.
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4.3.4 Conteudo de proteina total (PTN)

O conteudo de proteina total foi avaliado apés 7, 10 e 14
dias de cultura, de acordo com o método modificado de Lowry. Apds a
remoc¢ao do meio de cultura, os pogos foram lavados trés vezes, com PBS
a 37 °C, e preenchidos com 2 ml de lauril sulfato de sédio a 0,1% (Sigma
Chemical, CO., St. Louis, MO, USA). Apds 30 minutos, 1 ml da solugao de
cada pocgo foi misturado a 1 ml da solugdo de Lowry (Sigma Chemical,
CO., St. Louis, MO, USA) e deixado por 20 minutos em temperatura
ambiente. O extrato foi entdo diluido em reagente de Folin e Ciocalteau
(Sigma Chemical, CO., St. Louis, MO, USA) por 30 minutos, em
temperatura ambiente, para o desenvolvimento de cor. Apés este periodo,
a absorbancia foi aferida espectrofotometricamente (Cecil CE3021,
Cambridge, Inglaterra) a 680 nm e o conteudo de proteina total calculado
(Figura 5).

Figura 5 — PTN total: a) tubos de ensaio contendo os reagentes; b)
espectrofotdbmetro para leitura das absorbancias no
comprimento de onda de 680nm.
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4.3.5 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada nos
mesmos lisados utilizados para a avaliagdo do conteudo de proteina
total, por meio da liberagdo de timolftaleina por hidrolise do substrato
de timolftaleina monofosfato, utilizando-se um kit comercial, de acordo
com as instru¢cdes do fabricante (Labtest Diagnostica, Belo Horizonte,
MG, Brasil). Inicialmente, 50 pl de timolftaleina monofosfato foram
misturados com 0,5 ml de tampao dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1, por
2 minutos a 37 °C. A solucado entao foi acrescida com uma aliquota de
50 pl dos lisados obtidos de cada pogo, permanecendo por 10 minutos
a 37 °C. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 ml de
NaCO3 a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. Apds 30 minutos, a absorbancia
foi medida em espectrofotometro utilizando-se comprimento de onda de
590 nm e a atividade de fosfatase alcalina calculada. Os dados foram
expressos como atividade da fosfatase alcalina normalizada pelo
conteudo de proteina total, para culturas primarias nos tempos de 7, 10
e 14 dias (Figura 6).
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Figura 6 — ALP: a) reagentes para ALP — Kit comercial Labtest; b) tubos de
ensaio contendo os reagentes; c) reagentes em banho-maria a
37°C; d) tubos de ensaio contendo os reagentes e aliquotas das
amostras; e) aliquota acondicionada em cubeta para leitura; f)
espectrofotdmetro para leitura das absorbancias no comprimento de
onda de 590nm.
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4.3.6 Quantificacédo de formagdes nodulares de matriz mineralizada

Os noédulos de mineralizagdo foram avaliados apés 7, 10 e
14 dias de cultura. Apés a remog¢do do meio de cultura, os pogos
contendo as amostras, foram lavados trés vezes com PBS a 37 °C e
preenchidos com 2 ml de formaldeido a 10%, para fixacdo. As placas
foram estocadas por 2 horas, em geladeira, antes da remoc¢ao do fixador.
Apo6s a fixagdo, as amostras foram desidratadas por meio de séries
gradativas crescentes de etanol até 100% e coradas com vermelho de
Alizarina S a 2 % (Sigma), pH 4,2, por 10 minutos em temperatura
ambiente, para detecgdo macro e microscéopica de acumulos de calcio. A
quantificacdo das formagdes mineralizadas foi realizada de acordo com o
método descrito por Gregory et al. (2004). Para tanto, 800 uL de acido
acético 10 % foi adicionado a cada um dos pog¢os contendo as amostras e
incubados em temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 30 minutos.
Apos este periodo, cada uma das amostras foi raspada com auxilio de
uma ponteira, para a remo¢ao de maior quantidade de corante. Todo
conteudo de cada um dos pocos foi transferido para microtubos de
centrifuga com 1,5 ml e acrescidos com 500 pl de 6leo mineral (Sigma-
Aldrich, c6d. 16140-3), apds agitacdo em vortex por 30 segundos. Os
microtubos foram levados ao banho-maria e aquecidos por 10 minutos, a
85 °C sendo posteriormente, transferidos a um becker com gelo por 5
minutos. A seguir foram centrifugados por 15 minutos e 500 uL do
sobrenadante, abaixo da camada de 6leo mineral, transferidos para um
novo microtubo. Neste foram acrescidos 200 uL de hidroxido de amoénio a
10 %, para neutralizacao do acido. Aliquotas de 150 uL foram transferidas
para placas de 96 pocos e a leitura realizada em triplicata, em

espectrofotdbmetro, sob o comprimento de onda de 405 nm (Figura 7).
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Gl

G2

G3

Figura 7 — No6dulos de mineralizacdo: a) placa contendo amostras coradas com
vermelho Alizarina; b) acido acético e cloreto de ambénio; c) 6leo
mineral Sigma; d) mesa agitadora; e) agitagdo manual com pipeta,
para remocao de corante; f-h) seqiiéncia de processamento dos

reagentes; i) placa de 96 pogos, contendo as aliquotas para leitura,
acondicionada no espectrofotdmetro.



44

4.4 Delineamento experimental e andlise estatistica

A analise estatistica obedeceu a uma estrutura fatorial tipo
3 x 3, sendo as variaveis experimentais, ou fatores de estudo, o tipo de
amostra (densa, 30 % e 40 % de porosidade), os periodos de
experimentacédo (7, 10 e 14 dias) e a interacéo entre elas.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica
por meio do programas computacionais: MINITAB (Minitab, verséo 14.12,
2004) e STATISTICA (StatSoft, versao 5.5, 2000).

A estatistica descritiva consistiu no célculo de médias e
desvio padrao, enquanto que a estatistica inferencial foi realizada através
da analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, ambos ao nivel de
significancia convencional de 5%.

O estudo do efeito interacao tipo de amostra x periodo de
experimentacéo foi conduzido por meio do grafico de médias realizado no
programa computacional Prism (versao 4.00, 2003 Graph Pad Software

Inc.).



5 RESULTADOS

Neste capitulo foram analisados os efeitos da porosidade
nas amostras de titAnio. Foram analisados os dados da metalografia, para
caracterizagdo e observagdo das porosidades e os dados obtidos nos
testes in vitro, a partir do cultivo de células osteogénicas sobre as
amostras de titdnio Foram analisados os dados de adesdo, viabilidade e
proliferacdo celular, conteudo de proteina total, atividade da fosfatase
alcalina e quantificacéo de formacdes nodulares mineralizadas.

As eventuais contaminagdes que ocorreram durante a
realizagdo dos testes foram solucionadas com a realizagdo de nova
cultura primaria e novo experimento. Desta forma, em todos os testes
realizados foram utilizados trés espécimes por grupo experimental (G1,

G2 e G3), em cada um dos periodos experimentais.

5.1 Andlise metalografica descritiva

A morfologia e a interligacdo dos poros foram
demonstradas nas imagens obtidas por meio do MEV. Na analise
metalografica, realizada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
pbde-se observar que os implantes de titdnio exibiam superficie porosa
com poros apresentando area e formatos variados. As amostras
demonstram trés tipos de poros: 0s microporos, 0S mMesoporos € 0s
macroporos. Os microporos eram pequenos e isolados, oriundos da
porosidade residual do processo de sinterizacdo, enquanto que os

mesoporos € 0s macroporos eram abertos e interligados, oriundos da
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porosidade confeccionada pela adicdo da fase organica (uréia). Esta
interligagé@o entre os poros € a responsavel pelo crescimento 6sseo para o
interior dos poros mais centrais.

Na andlise metalografica também foi possivel observar a unido
entre as particulas do pd do titénio, a interligagdo entre os poros e a
rugosidade da parede interna destes poros (Figura 8). Esta unido é
bastante efetiva, uma vez que ndo ha evidéncia de separagéo entre as
particulas, aspecto que auxilia bastante no aumento da resisténcia
mecanica da estrutura porosa.

Nas amostras do grupo 1 (densas) foram observados apenas os
microporos, pequenos e isolados, oriundos da porosidade residual do

processo de sinterizagéo.

S

i |
:"'H r

Figura 8: Eletrofotomicrografia em MEV do titdnio poroso, poros (*). Aumento
original de 3500 x.
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5.2 Adesao celular

Houve adesédo celular em todas as superficies avaliadas e
tais superficies néo influenciaram os resultados, apos 24 horas de cultivo.
Os valores obtidos a partir do teste de adesdo celular foram submetidos
ao teste estatistico t-Student e ANOVA um fator, o qual demonstrou que
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos, como
pode ser observado na Figura 9 e Tabelas 1 e 2. Numericamente, as
amostras porosas (grupos 2 e 3) foram as que apresentaram maior
quantidade de células aderidas no periodo avaliado. Os valores originais

podem ser encontrados no apéndice 1.

Tabela 1 - Adeséo celular. ANOVA para os dados obtidos

Efeito gl SQ QM F p
G1xG2xG3 2 0.88889 0.44444 0.36 0.7095
Residuo 6 7.33333 1.22222
Total 8 8.22222

Estatisticamente significante quando p<0,05

Tabela 2 - Adesé&o celular. Formacao de grupos de mesmo desempenho, por
meio do Teste de Tukey (5%)

Grupo
Média Desvio-padréo A
homogéneo
G1 3,0000 1,000 A
G2 3,6667 1,528 A
G3 3,6667 0,577 A

Médias seguidas de mesma letra correspondem a grupos que nao diferem
estatisticamente.



48

Figura 9 — Adeséo celular. Grafico de colunas (média + desvio padrdo)
referente aos valores de adesao celular nos diferentes grupos (24
horas).

5.3 Proliferacao e viabilidade celular

A influéncia dos trés tipos de superficie das amostras, em
trés diferentes tempos experimentais (7, 10 e 14 dias), sobre a
proliferacéo e viabilidade celular, constitui nove condigbes experimentais
a serem estudadas (3 x 3). A estatistica descritiva dos mesmos é
representada na Figura 10.

Para determinar a influéncia das variaveis tipo de superficie
da amostra e tempo de analise foi aplicado o teste ANOVA de dois fatores
e observou-se que o tempo de analise (7, 10 e 14 dias), o tipo de
superficie da amostra (G1, G2 ou G3) e a interacao entre estas variaveis
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (Tabela 3).
Baseado nesses dados, quando se considera a influéncia do tempo de
analise, o tipo de superficie da amostra e a interagdo entre eles, conclui-
se que os tempos e 0s grupos experimentais diferem entre si, assim como

a variavel interacéo (p=0,0001).
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Tabela 3 — MTT. ANOVA para os dados obtidos

Efeito gl SQ QM F p
Tempo 2 0.10017 0.05008 227.66 0.0001
Grupos 2 0.00845 0.00422 19.19 0.0001

Tempo x
4 0.00763 0.00191 8.67 0.0001
Grupo
Residuo 27 0.00594 0.00022
Total 35 0.12218

Estatisticamente significante quando p<0,05

Quando se comparou as médias da proliferacédo e
viabilidade celular considerando o efeito tempo de analise, por meio do
teste de Tukey (5%), observou-se que a quantidade de células aumentou
gradativamente com o tempo, sendo observada diferenca
estatisticamente significante. Portanto, verificou-se que a condi¢cdo que
promoveu maior proliferacéo e viabilidade celular foi o periodo de 14 dias
(Tabela 4).

Tabela 4 — MTT. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel tempo de analise

Tempo de analise Média Grupos heterogéneos
14 dias 0,2082 A
10 dias 0,1073 B
7 dias 0,0878 C

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.
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Quando o efeito tipo de superficie das amostras foi avaliado,
observou-se que a superficie que induziu a maior proliferacdo celular foi
aquela correspondente ao grupo 2, enquanto que, a superficie que
induziu a menor proliferacédo celular foi aquela correspondente ao grupo 1
(denso). Foi observada diferenca estatisticamente significante entre todos

0s grupos, conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 — MTT. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel grupo experimental

Grupos experimentais Média Grupos heterogéneos
G1 0,1149 C
G2 0,1523 A
G3 0,1360 B

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

Quanto ao efeito interacéo tipo de superficie das amostras e
periodos experimentais, significante estatisticamente (p=0,0001),
observou-se que a proliferacédo e viabilidade celular sdo dependentes do

tempo de analise e da superficie da amostra, como ilustrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — MTT. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel interagéo tempo de

analise e grupos experimentais

Periodo o Desvio- Grupos
(dias) Media padrao heterogéneos

7 0,0738 0,00826 D
G1 10 0,1010 0,01402 CD

14 0,1700 0,01252 B

7 0,0918 0,00814 CD
G2 10 0,1110 0,01080 C

14 0,2542 0,02770 A

7 0,0980 0,01867 CD
G3 10 0,1098 0,01255 C

14 0,2002 0,01011 B

Médias + SD seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem

estatisticamente.

Figura 10 — MTT. Gréfico de colunas (média + desvio padrdo) referente aos
valores de MTT nos diferentes grupos e periodos experimentais.
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5.4 Conteudo de proteina total

A influéncia dos trés tipos de superficie das amostras, em
trés diferentes tempos experimentais (7, 10 e 14 dias), sobre o conteudo
de proteina total, constitui nove condicbes experimentais a serem
estudadas (3 x 3). A estatistica descritiva dos mesmos é representada
nas Figuras 11 e 12.

Para determinar a influéncia das variaveis: tipo de superficie
da amostra e tempo de analise foi aplicado o teste ANOVA de dois fatores
e observou-se que o tempo de analise (7, 10 e 14 dias), o tipo de
superficie da amostra (G1, G2 ou G3) e a interagao entre estas variaveis
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (Tabela 7).
Baseado nesses dados, quando se considera a influéncia do tempo de
analise, o tipo de superficie da amostra e a interagdo entre eles, conclui-
se que os tempos e 0s grupos experimentais diferem entre si (p=0,0001),

assim como a variavel interacéo (p=0,0086).

Tabela 7 - Proteina total. ANOVA para os dados obtidos

Efeito gl SQ QM F p
Tempo 2 0.01024 0.00512 54.70 0.0001
Grupo 2 0.01078 0.00539 57.60 0.0001
Tempo x
0.00178 0.00044 4.74 0.0086
Grupo
Residuo 18 0.00168 0.00009
Total 26 0.02448

Estatisticamente significante quando p<0,05
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Quando se comparou as médias do conteudo de proteina
total, considerando o efeito tempo de analise, por meio do teste de Tukey
(5%), observou-se que o conteudo de proteina total foi maior nos periodos
de 10 e 14 dias, ndo sendo observada diferenca estatisticamente
significante nestes periodos. Entretanto, verificou-se que o periodo de 7
dias apresentou o0 menor conteudo de proteina total, sendo
estatisticamente significante em relacédo aos demais tempos de analise
(Tabela 8).

Tabela 8 — Proteina total. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel tempo de

analise
Tempo de analise Média Grupos heterogéneos
14 dias 0,0898 A
10 dias 0,0851 A
7 dias 0,0463 B

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

Quando o efeito tipo de superficie das amostras foi avaliado,
observou-se que o maior conteudo de proteina total foi encontrado nas
amostras do grupo 3, enquanto que, a superficie que induziu o menor
conteudo de proteina total foi aquela correspondente ao grupo 1 (denso).
Foi observada diferengca estatisticamente significante entre todos os

grupos, conforme demonstrado na Tabela 9.
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Tabela 9 — Proteina total. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel grupo
experimental

Grupos experimentais Média Grupos heterogéneos
G1 0,0479 C
G2 0,0768 B
G3 0,0966 A

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

Quanto ao efeito interagéo tipo de superficie das amostras e
periodos experimentais, significante estatisticamente (p=0,0086),
observou-se que o conteudo de proteina total € dependente do tempo de

analise e da superficie da amostra, como ilustrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Proteina total. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel interagédo

Periodo o Desvio- Grupos
(dias) Media padrao heterogéneos

7 0.0310 0.01493 E
G1 10 0.0640 0.00624 CD

14 0.0487 0.00321 DE

7 0.0460 0.00436 DE
G2 10 0.0877 0.01365 BC

14 0.0967 0.00321 AB

7 0.0620 0.00889 CD
G3 10 0.1037 0.01002 AB

14 0.1240 0.01323 A

Médias + SD seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.
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Figura 11 - Grafico referente aos valores médios de proteina total nos diferentes
grupos e periodos experimentais.

Figura 12 - Grafico de colunas (média + desvio padréo) referente aos valores de
proteina total nos diferentes grupos e periodos experimentais.
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5.5 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A influéncia dos trés tipos de superficie das amostras, em
trés diferentes tempos experimentais (7, 10 e 14 dias), sobre a atividade
da fosfatase alcalina, constitui nove condicbes experimentais a serem
estudadas (3 x 3). A estatistica descritiva dos mesmos é representada
nas Figuras 13 e 14.

Para determinar a influéncia das variaveis: tipo de superficie
da amostra e tempo de analise foi aplicado o teste ANOVA de dois fatores
e observou-se que os tempos de analise (7, 10 e 14 dias), apresentaram
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (Tabela 11). Baseado
nesses dados, quando se considera a influéncia do tempo de analise,

conclui-se que estes diferem entre si (p=0,0001).

Tabela 11 — Fosfatase alcalina. ANOVA para os dados obtidos

Efeito gl SQ QM F p
Tempo 2 0.02809 0.01405 43.27 0.0001
Grupo 2 0.00011 0.00006 0.17 0.8412
Tempo x
0.00019 0.00005 0.14 0.9629
Grupo
Residuo 18 0.00584 0.00032
Total 26 0.03424

Estatisticamente significante quando p<0,05
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Quando se comparou as médias da atividade da fosfatase
alcalina, considerando o efeito tempo de analise, por meio do teste de
Tukey (5%), observou-se que a atividade enzimatica foi maior no periodo
de 14 dias, sendo observada diferenga estatisticamente significante em
relacdo aos demais periodos. Entretanto, verificou-se que os periodos de
7 e 10 dias apresentaram menor atividade da enzima, ndo sendo

estatisticamente significante entre eles (Tabela 12).

Tabela 12 — Fosfatase alcalina. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel
tempo de analise

Tempo de analise Média Grupos heterogéneos
14 dias 0,1207 A
10 dias 0,0637 B
7 dias 0,0448 B

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

No entanto, quando se considera a influéncia do tipo de
superficie da amostra (G1, G2 ou G3), por meio do teste ANOVA (Tabela
11), ndo se observa diferenga estatisticamente significante (p=0,8412). O
mesmo €& observado no efeito interagdo tempo de analise e grupos
experimentais (p=0,9629). Desta forma, a atividade da fosfatase alcalina
nao se mostrou dependente da superficie da amostra e de sua interacao

com o periodo experimental (Tabela 13).
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Tabela 13 — Fosfatase alcalina. Teste de Tukey (5%), sob efeito da variavel

interacao
Periodo o Desvio- Grupos
(dias) Media padrao heterogéneos

7 0.0437 0.00057 C
G1 10 0.0647 0.00379 BC

14 0.1137 0.0358 AB

7 0.0440 0.00100 C
G2 10 0.0633 0.00802 BC

14 0.1210 0.00872 A

7 0.0467 0.00208 C
G3 10 0.0630 0.00656 BC

14 0.1273 0.0379 A

Médias + SD seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

Fosfatase Alcalina

0,13+
—— Gt
—m— G2

G3

0,12+

0,11
0,101

0,09

Média

0,08
0,07
0,06

0,05 +

0,04+

T
7 10 14
Tempo

Figura 13 - Grafico referente aos valores médios de fosfatase alcalina nos
diferentes grupos e periodos experimentais.
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Figura 14 - Grafico de colunas (média + desvio padréo) referente aos valores de
atividade de fosfatase alcalina nos diferentes grupos e periodos
experimentais.

5.6 Quantificacdo de formacdes nodulares de matriz mineralizada

A influéncia dos trés tipos de superficie das amostras, em
trés diferentes tempos experimentais (7, 10 e 14 dias), sobre a formagao
de matriz nodular mineralizada, constitui nove condigdes experimentais a
serem estudadas (3 x 3). A estatistica descritiva dos mesmos é
representada nas Figuras 15 e 16.

Para determinar a influéncia das variaveis: tipo de superficie
da amostra e tempo de analise foi aplicado o teste ANOVA de dois fatores
e observou-se que o tempo de anélise (7, 10 e 14 dias), o tipo de
superficie da amostra (G1, G2 ou G3) e a interagao entre estas variaveis
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (Tabela 14).
Baseado nesses dados, quando se considera a influéncia do tempo de
analise, o tipo de superficie da amostra e a interagdo entre eles, conclui-
se que os tempos e os grupos experimentais diferem entre si, assim como

a variavel interagao (p=0,0001).
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Tabela 14 — N6dulos de mineralizacdo. ANOVA para os dados obtidos

Efeito gl SQ QM F p
Tempo 2 6,014 3,006 28,83 0,00001
Grupo 7 266,522 38,074 364,99 0,00001
Tempo x
14 10,891 0,777 7,46 0,00001
Grupo

Residuo 264 27,539 0,104

Total 287 310,966

Estatisticamente significante quando p<0,05

Quando se comparou as médias da quantidade de matriz
mineralizada formada, considerando o efeito tempo de analise, por meio
do teste de Tukey (5%), observou-se maior formacgéo nos periodos de 10
e 14 dias, nao sendo observada diferengca estatisticamente significante
nestes periodos. Entretanto, verificou-se que o periodo de 7 dias
apresentou a menor formagéo, sendo estatisticamente significante em

relacdo aos demais tempos de anadlise (Tabela 15).

Tabela 15 — N6dulos de mineralizacdo. Teste de Tukey (5%), sob efeito da
variavel tempo de analise

Tempo de analise Média Grupos heterogéneos
14 dias 1,19 A
10 dias 1,09 A
7 dias 0,85 B

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.
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Quando o efeito tipo de superficie das amostras foi avaliado,
observou-se que a superficie que induziu a maior formagdo de matriz
nodular mineralizada foi aquela correspondente ao grupo 3, enquanto
que, a superficie que induziu a menor formacéao foi aquela correspondente
ao grupo 1, seguida pelas amostras do grupo 2. Foi observada diferenca
estatisticamente significante entre o grupo 3 e os demais, conforme

demonstrado na tabela 16.

Tabela 16 — Nodulos de mineralizagdo. Teste de Tukey (5%), sob efeito da
variavel grupo experimental

Grupos experimentais Média Grupos heterogéneos
G3 0,56 A
G2 0,19 B
G1 0,06 B

Médias seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

Quanto ao efeito interagéo tipo de superficie das amostras e
periodos experimentais, significante estatisticamente (p=0,0001),
observou-se que a formacdo de matriz mineralizada é dependente do
tempo de analise e da superficie da amostra, como ilustrado na Tabela
17.
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Tabela 17 - N6édulos de mineralizagdo. Teste de Tukey (5%), sob efeito da
variavel interacao

Periodo . Desvio- Grupos
(dias) Media padrao heterogéneos

7 0.0387 0.01737 A
G1 10 0.0541 0.00448 A

14 0.0944 0.03428 A

7 0.1907 0.0632 A
G2 10 0.1777 0.0645 A

14 0.2158 0.0922 A

7 0.4771 0.1264 AB
G3 10 0.5124 0.1000 AB

14 0.6982 0.2042 B

Médias + SD seguidas de letras diferentes correspondem a grupos que diferem
estatisticamente.

Nédulos de mineralizacéo
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©
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Figura 15 - Gréfico referente aos valores médios de matriz mineralizada nos
diferentes grupos e periodos experimentais.
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Figura 16 - Grafico de colunas (média + desvio padrdo) referente aos valores
referente aos valores de matriz nodular mineralizada nos diferentes
grupos e periodos experimentais.



6 DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi avaliar e comparar a resposta
de células osteogénicas cultivadas em amostras de titanio densas e com
diferentes porosidades, confeccionadas pela técnica de metalurgia do p6.

Os resultados obtidos mostraram que todas as superficies
permitiram a adesdo e proliferacdo celular, além da diferenciagédo
osteoblastica expressada pela atividade de fosfatase alcalina e formagao
de matriz nodular mineralizada. Os testes de proliferacdo e viabilidade
celular, conteudo de proteina total e formacdo de matriz nodular
mineralizada, demonstraram que os grupos com superficie porosa tiveram
melhores resultados em relacdo as amostras com superficie densa, isto &
houve diferenga estatisticamente significante nos resultados. Nos testes
de adesao celular e atividade da fosfatase alcalina esta relagcdo néo foi
observada, uma vez que nao houve diferenca estatistica nos resultados,
quando comparada a variavel tipo de superficie.

As caracteristicas de superficie dos implantes
osseointegrados interferem diretamente no processo de osseointegragéo.
O comportamento celular na interface osso-implante esta relacionado a
caracteristicas da superficie do implante, como composicdo quimica,
energia de superficie e microtopografia. Tais caracteristicas irdo
determinar quais proteinas serdo adsorvidas, a quantidade e a orientagao
que assumirdo na superficie. Consequentemente, os fendmenos de
recrutamento, adeséo, proliferacéo e diferenciacéo celular também serao
influenciados. Portanto, as propriedades do material atuam diretamente
na adesao de osteoblastos ou indiretamente, como resultado da interagao
com proteinas da matriz extracelular, proteinas de membrana e do

citoesqueleto, que irdo intermediar a adesdo celular. A adesdo e
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espalhamento celular pertencem a primeira fase da interagcdo organismo-
implante e a forma como esses fendmenos ocorrem influenciaréo as fases
seguintes de proliferacdo e diferenciacédo. Desta forma, alteracdes na
superficie, que resultem em maior area de contato, resultardo em maior
adsorgao de proteinas, favorecendo a adesdo e o espalhamento celular
(Boyan et al., 1996; Kasemo; Lausmaa, 1988; Anselme, 2000; Diniz et al.,
2002; Anselme; Bigerelle, 2005; Zinger et al., 2005; Moura et al., 2007; Le
Guéhennec et al., 2007; Nebe et al., 2007; Le Guéhennec et al., 2008;
Oliva et al., 2009; Lamolle et al., 2009).

Os locais de adesao de células de cultura a superficie de
materiais sdo denominados contatos focais e ocorrem, essencialmente,
em células de baixa mobilidade. Nestes contatos, a distancia entre a
superficie do material e a membrana celular é de 10-15 nm e é raramente
observado in vivo. A face externa dos contatos focais apresenta
receptores de superficie, como as integrinas. Na face interna, proteinas
como a vinculina e talina sao responsaveis pela interagdo com proteinas
do citoesqueleto (filamentos de actina) e os receptores de membrana
(integrinas). Através dos contatos focais, as informacdes do meio
extracelular sdo transferidas para a célula, via integrinas, resultando na
transcricdo de genes e sintese de novas proteinas. Em situagdes in vitro a
formagdo de contatos focais € promovida por proteinas da matriz
extracelular, como a fibronectina. Estudos mostraram diferencas na
distribuicdo dos contatos focais em diferentes superficies. Nas superficies
lisas os contatos focais eram distribuidos, uniformemente, em toda
superficie da membrana celular que estava em contato com o substrato,
permitindo maior espraiamento. Por outro lado, nas superficies rugosas
esses contatos eram Vvisiveis apenas nas extremidades dos
prolongamentos celulares ou filopodios, nos quais a membrana celular
estava em contato com a superficie testada, permitindo a adesido nas
irregularidades da superficie (Groessner-Schreiber; Tuan., 1992;

Anselme, 2000; Lamolle et al., 2009). Portanto, o tipo de adeséo focal e
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sua geometria determinam a conformacgao celular e, consequentemente,
sua expressao fenotipica.

Outros estudos que também avaliaram a influéncia da
rugosidade de superficie em amostras de Ti6Al4V sobre a adeséo de
osteoblastos humanos observaram uma relagé&o diretamente proporcional
entre a rugosidade e a adesdo celular. Analises imunohistoquimicas
mostraram maior organizagao de citoesqueleto e maior espalhamento
celular nas amostras rugosas (Sinha et al.,, 1994; Anselme, 2000;
Anselme; Bigerelle, 2005; Lamolle et al., 2009).

A morfologia celular também sofre influéncia da topografia
da superficie. A migracédo, adesdo e proliferacdo de osteoblastos sao
favorecidas em superficies com poros de 200 um a 400 pm de diametro.
A curvatura desses poros causaria compressdo e tensdo ideais nos
mecanoreceptores da membrana celular (Dennis et al., 1992; Ripamonti
et al.,, 2008). Estudos in vitro, que realizaram cultura de osteoblastos,
demonstraram a maior expressdo de genes relacionados a sintese de
proteinas da matriz, como colageno tipo |, sialoproteina oéssea e
osteopontina, além de maior proliferacdo dessas células (Boyan et al.,
1996; Zinger et al., 2005; Masaki et al., 2005; Nebe et al., 2007).

No presente estudo, a presenga de poros interconectados,
obtidos pela técnica de metalurgia do po, influenciou diretamente os
resultados obtidos. Isto pode ser explicado pelo aumento da area de
contato da superficie, permitindo a adsor¢cdo de maior quantidade de
proteinas e células osteogénicas, que resultara em maior quantidade de
neoformacéo éssea (Deporter et al., 1996; Deporter et al., 1999; Deporter
et al., 2001; Deporter et al., 2002, Wen et al., 2002; Brentel et al., 2006) e
pelo didametro médio dos poros de 300 um, que favoreceram a expresséo
fenotipica osteoblastica. Além disso, a interligagdo dos poros, como
observado na analise metalografica descritiva, permitiria o crescimento
O0sseo para o interior do implante ou bone ingrowth (Kienapfel et al.,

1999). Este fator resulta em maior imbricamento mecanico e maior
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resisténcia na interface osseointegrada (Cook; Rust-Darwicki, 1995;
Deporter et al., 1999; Deporter et al., 2001; Deporter et al., 2002; Diniz et
al., 2002; Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al., 2008).

Apesar de nao diferir estatisticamente, os valores de
adesao celular nas amostras dos grupos porosos (G2 e G3) foram
maiores em relacdo as amostras densas (G1), apés 24 horas de
observacédo. A presenca da rede interligada de poros resultou em um
aumento na area de superficie, o que pode ter resultado em maior
adsorcédo de proteinas, como a fibronectina e, consequentemente,
propiciou um maior recrutamento celular, resultando em um maior numero
de células aderidas ap6s o periodo experimental de 24 horas.

Os resultados referentes a viabilidade e proliferagao
celular, que foram obtidos a partir da analise de MTT, revelaram
proliferagédo celular em todas as superficies estudadas. Entretanto, houve
diferencgas significantes entre os grupos, tendo as amostras do grupo 2 os
melhores resultados, excetuando-se o periodo de sete dias, em que as
amostras do grupo 3 obtiveram maiores taxas de proliferacdo. Desta
forma, as porosidades presentes nas amostras favoreceram o
crescimento celular. As mesmas observagbes foram encontradas em
outros estudos nos quais houve relagdo direta da rugosidade da
superficie e a proliferacdo celular (Groessner-Schreiber; Tuan., 1992;
Diniz et al.,, 2002; Anselme; Bigerelle, 2005; Moura et al., 2007; Le
Guéhennec et al., 2007; Nebe et al., 2007; Lamolle et al., 2009). Além
disso, a maior area de superficie existente nas amostras porosas,
especialmente a comunicacgéo entre os poros, podem ter permitido que a
proliferagéo ocorresse durante um maior periodo.

A diferenciacdo da célula osteoblastica, geralmente,
implica em atividade da fosfatase alcalina (ALP), expresséo de proteinas
especificas como osteocalcina, osteopontina, osteonectina, colageno tipo
I, sialoproteina 6ssea e formacgédo de matriz mineralizada. Com relacdo a

atividade da fosfatase alcalina, ndo houve diferenca estatisticamente
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significante entre as superficies estudadas. Contudo, observou-se um
aumento da atividade enzimatica no decorrer dos periodos experimentais,
sendo os valores no periodo de 14 dias os mais elevados e
estatisticamente significantes em relacao aos tempos de sete e dez dias.
A explicacdo para este aumento na atividade enzimatica esta na relagao
inversa entre proliferacdo e diferenciacdo celular, isto &, células em
atividade proliferativa tendem a ter menor atividade enzimatica, enquanto
que, células diferenciadas apresentam maior atividade, como resultado da
expressao do fenotipo osteoblastico (Boyan et al., 1996; Diniz et al., 2002;
Rosa; Belotti, 2003; Zinger et al., 2005; Moura et al., 2007; Le Guéhennec
et al.,, 2007; Oliva et al., 2009; Lamolle et al., 2009). Apdés 14 dias de
cultivo celular, o numero de células em estagios mais diferenciados foi
significativamente maior e, portanto, a atividade enzimatica também.
Portanto, a topografia da superficie ndo acelerou a diferenciagdo das
células da calvaria de ratos recém-nascidos, uma vez que nao foi
encontrada diferenca na atividade da fosfatase alcalina entre os grupos
experimentais. Outros estudos observaram diminuicdo da atividade da
fosfatase alcalina em superficies rugosas, quando da utilizagao de células
similares a osteoblastos humanos (Sa0S2) e creditaram isso ao fato
dessas células serem provenientes de linhagens celulares imortalizadas
de osteossarcomas, 0 que representaria um estagio menos diferenciado
de maturagao osteoblastica (Boyan et al., 1996; Anselme, 2000).
Considerando os indices de proteina total, os valores
observados em todas as amostras porosas foram os mais altos; quando
comparados com as amostras densas. Especificamente, as amostras do
grupo 3, foram aquelas que exibiram maiores valores no conteudo de
proteina total, sendo observada diferenca estatisticamente significante
com relacdo aos outros grupos. Provavelmente, a presenca da rede de
poros interligados e o conseqlente aumento na area de superficie
favoreceram a adeséo e proliferagdo de um maior numero de células, que

a partir do avango no processo de diferenciacdo, aumentaram a atividade
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de sintese protéica. A sintese da matriz extracelular, em resposta as
diferentes caracteristicas de superficie, contribui para a inibicado da
proliferacdo e maior diferenciagdo (Anselme, 2000; Rosa; Belotti, 2003;
Zinger et al.,, 2005; Moura et al., 2007; Le Guéhennec et al., 2007,
Lamolle et al., 2009).

A formacdo de matriz mineralizada também é um
importante indicador da diferenciacdo osteoblastica, uma vez que
expressa a atividade nata do osteoblasto, que é a sintese de matriz
extracelular para posterior mineralizagdo. Nesse trabalho foi utilizado um
método semi-quantitativo para avaliar a quantidade da matriz
mineralizada formada em cada amostra, que considera a quantidade do
corante Vermelho Alizarina nas superficies avaliadas (Gregory et al.,
2004). Houve aumento na quantidade de matriz formada no decorrer dos
periodos experimentais e as amostras do grupo 3 foram as que
apresentaram os maiores indices. Diversos estudos mostraram que o
aumento da rugosidade da superficie leva a um aumento da diferenciacéo
osteoblastica in vitro (Boyan et al., 1996; Groessner-Schreiber; Tuan.,
1992; Diniz et al., 2002; Rosa; Belotti, 2003; Zinger et al., 2005; Moura et
al., 2007; Le Guéhennec et al., 2007; Lamolle et al., 2009) e ao aumento
de formagéao éssea in vivo (Frosch et al., 2003, Vasconcellos et al., 2008).

A digestéo enzimatica da calvaria de ratos recém-nascidos
propicia o isolamento de uma populagao celular heterogénea, composta
por células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e fibroblastos.
Sobre condigbes favoraveis para células osteogénicas, como as utilizadas
nesse estudo, células osteoprogenitoras da cultura primaria passam a se
diferenciar em osteoblastos. O aumento da sintese protéica, da atividade
de fosfatase alcalina e a formacéo de matriz mineralizada expressam o
fendtipo osteoblastico (Nanci et al., 1996; Oliveira et al., 2003; Zinger et
al., 2005; Oliva et al., 2009). Os maiores valores de matriz mineralizada

encontrados nas amostras porosas podem representar uma influéncia
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direta no recrutamento de células osteoprogenitoras e na diferenciagcéo
em osteoblastos (Moura et al., 2007).

Com relagéo a utilizacdo de implantes porosos, nos quais
existe interligacéo desses poros, ao invés de implantes com rugosidades
na superficie, o objetivo é promover uma fixagdo mais estavel destes com
os tecidos. A forma geométrica de poros interligados n&o é realizada
apenas para aumentar a area de contato, mas também para permitir o
crescimento do tecido 6sseo para o seu interior, inclusive dos poros mais
centrais, produzindo uma rede tridimensional que conduz ao
imbricamento mecanico e interdigitacdo do tecido 6sseo com o implante,
levando a uma maior estabilidade e area de osseointegragéo.

Dentre os varios procedimentos utilizados para a
confecgdo de poros na superficie do implante, a metalurgia do p6 esta
entre as poucas técnicas capazes de produzir amostras que exibem
estruturas complexas como o formato de rede, caracteristica essencial
para os implantes com poros interligados (Bram et al., 2000; Wen et al.,
2002; Oliveira et al., 2002). Os poros produzidos pela metalurgia do pé,
apresentam aspecto tridimensional interligado em toda a sua espessura,
permitindo o crescimento do tecido 6sseo para o interior dos mesmos
(Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al., 2008). A intercomunicagéo entre
0s poros é essencial para que ocorra o entrelagcamento da estrutura
porosa com o 0sso, atingindo a maxima resisténcia interfacial em um
menor periodo de tempo. Além disso, esta técnica apresenta vantagens
em relag&do as técnicas convencionais de metalurgia, tais como controle
da composi¢céo quimica, a economia de matéria prima, redugao de custo
de fabricagcédo, redugdo no numero de etapas complementares para a
producao das amostras e controle da porcentagem e didmetro dos poros
através da selecao do espacador (Pilliar, 1998; Oliveira et al., 2002;
Vasconcellos et al., 2008).

A influéncia da porosidade e do tamanho dos poros na

proliferacdo de células ésseas também é motivo de estudo, porém ainda
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nao existe um consenso com relagdo ao tamanho ideal destes poros. A
maioria dos estudos relata uma faixa de didmetro ideal dos poros que
varia entre 100 ym a 500 um (Bobyn et al., 1987; Dallant et al., 1987,
Pilliar, 1998; Deporter et al.,1999; Deporter et al., 2002; Brentel et al.,
2006; Li et al., 2007; Vasconcellos et al., 2008). Entretanto, os estudos de
Nguyen et al. (2004) e de Frosch et al. (2002) relataram, respectivamente,
que poros pequenos exibindo apenas 45 pym ou poros grandes com 1000
um também conseguem promover o crescimento 6sseo para o seu
interior.

Por outro lado, a estrutura porosa nao deve comprometer
a resisténcia do implante, uma vez que este sera submetido a diversas
forcas e os poros necessarios para a proliferagcao do tecido 6sseo podem
resultar em efeitos deletérios a propriedade mecanica do material (Thieme
et al., 2001; Wen et al., 2001; Li et al., 2007; Vasconcellos et al., 2008). O
gradiente maximo de porosidade deve ser ajustado apropriadamente,
considerando a taxa de porosidade e o tamanho dos poros, para que a
estrutura porosa apresente adequada resisténcia mecanica. Takemoto et
al. (2005) e Vasconcellos et al. (2008) utilizaram implantes com 40% e
37% de porosidade, respectivamente, e obtiveram bons resultados nos
testes mecanicos.

A presenca de poros nos implantes também cria a
possibilidade de equilibrio entre a dureza do osso e a do metal, uma vez
que os valores de elasticidade do material aproximam-se dos valores do
tecido 6sseo, ao mesmo tempo em que a resisténcia ndo é prejudicada
(Pilliar, 1998; Deporter et al.,1999). A superficie porosa preenchida com
osso torna-se uma importante area de transicao entre o titanio e o osso.
Este gradiente evita que ocorra a reabsorcao do tecido ésseo devido a
diferenca entre os modulos de elasticidade na interface cortical éssea (80
a 200 MPa) e titanio denso (450 a 900 MPa). Segundo Bobyn et al. (1999)
a deformacéo de materiais porosos contra a extremidade de tecido 6sseo

sem que ocorra a fragmentacdo dos mesmos, indica material com
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adequada elasticidade e ductilidade, propriedades que poderiam auxiliar a
melhorar a friccdo e adaptacéo inicial, além de facilitar o completo
assentamento do implante, reduzindo também a chance de fratura do
tecido ésseo.

Diante do exposto, pode-se verificar a influéncia direta da
topografia da superficie das amostras estudadas, que favoreceu a
adesao, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos provenientes da
calvaria de ratos recém-nascidos.

A correlacao dos dados de pesquisas in vitro, que buscam
compreender os fendmenos bioquimicos e celulares da osseointegragéo,
com as pesquisas in vivo, que consideram fatores individuais, como
localizagdo (maxila ou mandibula), carga aplicada, fadiga do material,
idade, e comportamento frente aos fluidos corporais, podem melhorar os
resultados clinicos obtidos até hoje ou possibilitar a utilizagdo em
situagbes criticas. Uma importante possibilidade dos implantes porosos
seria a utilizagdo em areas com deficiéncias 6sseas em altura, uma vez
que implantes porosos curtos seriam capazes de fornecer uma area

adequada de osseointegracéo.



7 CONCLUSAO

Frente a metodologia empregada nesse trabalho e os
resultados obtidos é licito concluir que a alteracdo da superficie de
implantes osseointegrados, através da confecgdo de poros interligados
pela técnica da metalurgia do pd, favorece a adeséo, proliferagédo e
diferenciacdo de células osteogénicas. A maior proporgéo de porosidade

parece beneficiar a diferenciagéo celular.
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APENDICE A — Dados originais das analises

Quadrol - Dados originais do numero de células aderidas as amostras de

titanio.

ADESAO CELULAR — 24 h (nimero de células)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
4 2 4
3 4 3
6 5 4

Quadro 2 — Dados originais da analise da proliferacao e viabilidade

celular obtidos nas amostras de titanio.

TEMPO DE ANALISE (dias)

AMOSTRA
7 10 14
0,071 0,095 0,091
Grupo 1 0,070 0,122 0,099
0,068 0,094 0,12
0,081 0,123 0,115
Grupo 2 0,099 0,117 0,117
0,090 0,104 0,104
0,078 0,104 0,104
Grupo 3 0,104 0,096 0,096
0,121 0,125 0,125

Quadro 3 — Dados originais da analise do conteudo de proteina total
obtidos nas amostras de titanio.

TEMPO DE ANALISE (dias)

AMOSTRA
7 10 14
0,025 0,057 0,037
Grupo 1 0,020 0,066 0,045
0,048 0,069 0,050
0,043 0,094 0,099
Grupo 2 0,044 0,097 0,098
0,051 0,072 0,093
0,069 0,114 0,114
Grupo 3 0,065 0,094 0,139
0,052 0,103 0,119
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Quadro 4 — Dados originais da analise da atividade da fosfatase alcalina
obtidos nas amostras de titanio.

TEMPO DE ANALISE (dias)

AMOSTRA
7 10 14
0,043 0,063 0,092
Grupo 1 0,044 0,062 0,094
0,044 0,069 0,155
0,044 0,071 0,111
Grupo 2 0,045 0,064 0,125
0,043 0,055 0,127
0,045 0,062 0,103
Grupo 3 0,046 0,070 0,108
0,049 0,057 0,171
Quadro 5 — Dados originais da analise da quantificagdo dos nodulos de
mineralizagao obtidos nas amostras de titanio.
TEMPO DE ANALISE (dias)
AMOSTRA
7 10 14
0,071 0,056 0,078
Grupo 1 0,033 0,055 0,08
0,037 0,051 0,108
0,189 0,192 0,249
Grupo 2 0,191 0,194 0,255
0,194 0,147 0,263
0,468 0,513 0,400
Grupo 3 0,477 0,514 0,416
0,482 0,520 0,895
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Nascimento RD. In vitro osteogenesis on titanium samples with different
porosities [doctorade thesis]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry
of S&o José dos Campos, UNESP — Séo Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

Changes in physical and chemical properties on the surface of titanium
seek to accelerate and improve osseointegration. Furthermore, the
creation of porous substrates, provide greater strength in the
osseointegrated interface due to the bone ingrowth. The aim of this study
was to evaluate the influence of porosity on osteogenesis in vitro in
samples of titanium. Were made by the powder metallurgy, discs of pure
titanium grade 2 with 12 mm diameter and 3 mm in height, which were
divided into three groups: a) G1: control - titanium machined b) G2: 30%
porosity and pore with 300 um c¢) G3: 40% of porosity and pore size of 300
pum. Initially, the area of 03 specimens of each group was characterized by
metallography analysis, to confirm the quantity, area, shape and
interconnection of pores. To conduct the study, osteogenic cells derived
from calvaria of newborn rats were cultured on the samples of each group
and evaluated for adhesion, after 24 hours, proliferation and cell viability
after 3, 7 and 10 days. The cell differentiation was assessed by measuring
the total protein content, alkaline phosphatase activity and bone-like
nodule formation at 7, 10 and 14 days. The results obtained with ANOVA
and Tukey tests (5%) indicated that there was cell adhesion on all
surfaces and it does not interfere in the results. The porous surfaces (G2
and G3) provide better results in cell proliferation when compared to
smooth surfaces. The content of total protein and the formation of bone-
like nodules were significantly higher in samples from G3. However, there
was no statistical difference in the values of alkaline phosphatase activity
between the experimental groups. These results suggest a correlation
between the surface topography of the samples and the phenomena of
adherence, proliferation and cell differentiation.

Keywords: Implants. Titanium. Surface roughness. Osteogenesis. Cell
culture.
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