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RESUMO

A osseointegracdo sobre superficies de titanio tem sido extensamente
investigada, entretanto, ndo temos o completo entendimento do mecanismo
envolvido na osteogénese e na formacéo 0ssea ao redor dos implantes. Este estudo
busca avaliar a influéncia da nanotopografia de titanio sobre a expressao de
marcadores osteogénicos em ratos. Para isso foram utilizados implantes com 3 tipos
de superficies: usinada, com micro e com nanotopografia. Esses eram instalados
aleatoriamente nas tibias de 24 ratos Wistar. Foram utilizados 12 implantes de cada
superficie totalizando 36 implantes. Estes estavam divididos em 3 grupos de 8
animais, n=4, o grupo 1 com um tempo de avaliacao de 4 dias, grupo 2 com 7 dias e
0o grupo 3 com 14 dias. Apdés o sacrificio dos animais as amostras foram
armazenadas, em seguida feita a analise da expressao dos génes Runx2 e Collal
do tecido adjacente aos implantes. A analise revelou que os tratamentos das
superficies de titanio influenciaram a expressao de Runx2 e Collal. A expresséao de
Collal, foi aumentada nas superficies com nanotopografia no periodo inicial, porém
no grupo com 14 dias nao foi observada alteragcbes na expressdo do gene. A
transcricdo de mRNA Runx2, ndo foi regulada pelo tratamento da superficie de
titnio no periodo de 4 dias, mas foi regulada nos tempos de 7 e 14 dias. Aos 7 dias,
0s niveis de expressdo de Runx2 diminuiu na superficie de microtopografia e foi
ligeiramente aumentada na superficie com nanotopografia, quando comparadas com
a superficie usinada. Comparadas aos 14 dias, todas as superficies foram
semelhantes. Os tratamentos de superficie demonstraram modificar o padréo da
expressao génica nos periodos inicias da osteogénese. A superficie de titanio com
nanotopografia demonstrou favorecer uma maior expressao de genes envolvidos no
processo da osseointegracao.

Palavras-chave: Implantes dentarios; Osteogénese; Topografia;



ABSTRACT

The osseointegration on titanium surfaces have been extensively investigated,
however, a complete understanding of the mechanism involved in osteogenesis and
bone formation around the implants still not well understood. This study aims to
evaluate the influence of titanium nanotopography on the expression of osteogenic
markers in rats. For this 3 types of surfaces were used with: machined, micro and
nanotopography. These were installed randomly in the tibias of 24 Wistar rats. A total
of 12 implants of each surface were used totaling 36 implants. They were divided
into 3 groups of 8 animals each, n=4, the group 1 with an avaliation period of 4 days,
7 days group 2 and group 3 to 14 days. After sacrificing the animals, the samples
were stored in a RNAlater ® Solution and made the extraction of gene expression of
Runx2 and Collal genes in adjacent tissue to implants. Gene expression analysis
revealed that the titanium surface treatments affected the expression of Runx2 and
Collal. Expression of Collal was increased with nanotopography in the initial
period, but in the group with 14 days there was no change. Runx2 transcription of
MRNA, was also regulated by surface treatment in 7 and 14 days but it was not
within 4 days. At 7 days, the Runx2 expression levels decreased for microtopography
and was slightly increased with nanotopography compared with the machined
surface. Compared to 14 days, all surfaces were similar. Surface treatments
demonstrated to modify the pattern of gene expression in the initial periods of
osteogenesis. The titanium surface with nanotopography further demonstrated
enhanced expression of involved genes in the osseointegration process.

Keywords: Dental implants; Osteogenesis; Topography.



LISTA DE FIGURAS

Figura. 1 - Desenho do implante da NEODENT ......emesssssssssssssssssssssssssssssssnes 23
Figura. 3- Rat0 MACN0 WISHAT . .......cresrcsresseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 25
Figura. 4 - (A) Implante usinado; (B) Implante microtopografia; (C) implante

MBNOIMEIIICO. .vuuvreeesseersseeessseesssresssssessssseesssssesssssessssse s s s R R E R RS R R R R R R0 25
FIQUra. 5 - ANESIESIA JEIAL. ..vuureereereerrseerresssssssssseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssnsssnes 26
FIQUIAL B - ANTISSEPSIA. ..uveuerueesresresseessssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssasssssnes 26
FIQUra. 7 - ANESLESIA IOCAL. ...cureereereerrreerrreresssesseessss s ssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssnes 26
Figura. 8 - INCISA0 Plan0 EPILElIAL. ......ccrrerrerrerreerrseesseeseesseesseessesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 27
Figura. 9 - INCISA0 PlaN0 MUSCUIAT. ...ttt sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenes 27
Figura. 10 - PEerfUraCao OSSEaA. .....cuerremmesmmesssesinssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 28
Figura. 11 - Implante INSAlad0. .......cceerieesineesneessesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 28
Figura. 12 - PerfuraGao grupO CONIOIE......ceimreseesseesseessessssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 28
Figura. 13 - ReMOGAO O IMPIANTE.......eererreerecrreeersesseesssssseessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnes 29
Figura. 14 - RemoGao do fragmMeNntO OSSEO. .....eoeeerreesmesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 30
Figura. 15 - Armazenamento dO iMPIANTE. ... ssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 30
Figura. 16 - Armazenamento do fragmentO OSSEO0. .......ceremmesmesmesmssmsssssssesssssssssssssssnss 30
FIQUra. 17 - COILAL 4 QIS. covvecrrerrerreerrneesmsesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssnes 32
FIQUra. 18 - COlLALl 7 QIAS. courrerrerreerrneesmsssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssasssssnes 33
FIgUra. 19 - COlLal 14 IAS...eeermsemrssmsssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 33
Figura. 20 - Collal para 4, 7 € 14 di@S. ...eeseessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 33
FIQUrA. 21 - RUNX2 4 GI8S..crerrerreernsesmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssnes 34
FIQUra. 22 - RUNX2 7 GIS..currerrerseesnsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnss 34
FIQUIA. 23 - RUMKZLAGIBS. || eeesssssssesssssssssssssesssssessss e essssesssssssss s sesss s s ssss s s essssesssssesssssssssees 35
Figura. 24 - RUNX2 para 4, 7 € 14 di@S. ...enesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 35



1. INTRODUCAO

A osseointegracdo sobre superficies de titanio tem sido extensamente
investigada e os implantes osseointegrados sdo extremamente bem sucedidos na
reabilitacdo oral® # . Entretanto, ndo temos o completo entendimento do

mecanismo envolvido na osteogénese e na formacao 0ssea ao redor dos implantes.

A interacdo primaria entre o implante e 0 0Sso remanescente ocorre atraves
da adsorcdo de moléculas de agua e ions, seguidos pelas proteinas do plasma
sanguineo. Titanio e suas ligas tém a habilidade de permitir a nucleacédo de fosfato
de calcio sobre as superficies, sendo que o fosfato de calcio formado sobre o titanio
comercialmente puro na sua maior parte é similar a apatita®. Mais que isso, fons
modulam a adesdo de proteinas, e o Ca®" extracelular é conhecido por ligar
proteinas ao TiO,>°. A parte dos implantes em contato com o0 0sso interage com as
proteinas do plasma, por exemplo, fibrinogénio, albumina e imunoglobulina G> 7. A
adsorcdo de proteinas pode, em adicdo, ser alterada pelas caracteristicas das

superficies, como a topografia’ e as propriedades fisico-quimicas®.

A superficie dos implantes ha tempo tem sido considerada um dos fatores
importantes para a osseointegracéo®. Uma formacdo 6ssea mais rapida e mais forte
durante o processo de reparacao € desejada. Um dos campos em que as pesquisas
buscam meios de potencializar o processo de osseointegracao é através do estudo

das modificacGes de superficie de biomateriais.

As alteracbes de superficies geram estruturas mensuraveis nas escalas
milimétricas (mm), micrométricas (um) e nanométricas (nm). O conhecimento de
como essas alteracdes influenciam o processo de reparo in vivo tem se limitado a
escala de mm (desenho do implante) e pm (rugosidade da superficie)*°. No entanto,
mudancas sobre as superficies dos implantes na escala micrométrica podem
também resultar em mudancas na escala nanométrica™'. Como varias técnicas para
alteracdo das estruturas podem ser usadas, e o efeito de cada uma delas ainda néao

foi completamente avaliado.

Nanoestruturas tém sido sugeridas pela importancia na integracdo 6ssea com

os implantes, por afetarem a capacidade de molhamento, a adsorcdo de ions e



proteinas, e principalmente por afetarem diretamente a resposta celular?. A
resposta 6ssea em modelos animais foi aumentada pela presenca de nanoestruturas
sobre a superficie do titanio'® . A relevancia clinica das estruturas nanométricas
ainda ndo é bem conhecida, estudos in vitro demonstraram a importancia dessas
estruturas™® '°. Nanoestruturas podem ser de grande importancia para a adsorcédo
de proteinas a superficie, o que pode influenciar os estagios iniciais da formacao

6ssea acelerando o processo'” 181920,

As pesquisas atuais estdo focadas na expressao génica e nos mecanismos
moleculares das células envolvidas na osteogénese ao redor dos implantes’’. O
mecanismo molecular da osseointegracdo, a importancia das células progenitoras
mesénquimais e das células hematopoiéticas (plaquetas, neutrofilos, células
endoteliais, monadcitos, linfécitos, e osteoclastos) e os fatores de crescimento que
iniciam outros eventos celulares sdo discutidos?’. O efeito das citocinas ou outros
fatores de transcricdo variam de acordo com o tipo celular e de acordo com
especificos receptores celulares, consequentemente, uma substancia pode ativar
varias processos intercelulares. A multifuncionalidade de diversas moléculas
envolvidas no processo do reparo 6sseo revela a complexidade do sistema biologico
e também o fato de ndo termos o completo entendimento deste mecanismo?. As
células podem interagir com as superficies via receptores/adesdo de moléculas,
como imunoglobulinas, caderinas e integrinas. Integrinas podem formar complexos
com sequéncia RGD (arginina - glicina - acido aspartico) e podem, através disso, se
ligar a certos complexos com sequéncia RGD que contém proteinas (ex,
fibronectina) ou outros com receptores celulares depositados sobre superficies®® *
25 26 A osseointegracdo ocorre via componentes celulares e por meios fisico-

quimicos?’.

Estudos biomoleculares e dos efeitos celulares das caracteristicas das
superficies sdo de fundamental importancia para o conhecimento do papel das
diferentes superficies de titAnio no processo de formacdo da matriz mineralizada®’.
Este estudo busca avaliar a influéncia da nanotopografia de titdnio sobre a

expressao de marcadores osteogénicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Existe um grande niamero de métodos para modificacdes de superficies, no
entanto ndo esta claro qual o tipo de modificacdo € melhor. A maioria dos estudos
comparam superficies usinadas com superficies que apresentam novas topografias.
N&o s6 a topografia pode ser alterada, mas também alteracbes quimicas podem ser
feitas sobre as superficies. Esses tratamentos incluem: tratamentos fisicos
(usinagem, jateamento abrasivo, irradiacdo ultravioleta e ablacdo a laser),
tratamento eletroquimico (oxidacdo anddica), tratamento quimico (condicionamento

acido), e tratamento de deposicéo (ions)?®, e s&o descritos abaixo:

Tratamentos fisicos:
Processo de Torneamento ou Usinagem

O processo de torneamento ou usinagem dos implantes é frequentemente
usado para obtencdo da macro-geometria do implante. Estas superficies podem ter
diferentes caracteristicas de rugosidades, mas geralmente séo lisas (<0,5 pum) ou

minimamente rugosas (0,5-1 pm).
Processo de Jateamento Abrasivo

O processo de jateamento pode originar inUmeras superficies de diferentes
tipos de rugosidades e superficies modificadas quimicamente, nesse processo 0

TiO, (6xido de titanio) e Al,O® (6xido de aluminio) séo as particulas mais comuns.

Existem superficies comerciais somente jateadas ou em combinagcdo com outros
processos. A maioria das superficies jateadas possui uma rugosidade minima a

moderada (1-2 pm).
Irradiacdo ultravioleta de superficies cristalinas de TiO,

Tratando uma superficie com irradiacdo ultravioleta, a decomposicdo de
compostos organicos ocorre, e obtém-se uma superficie extremamente limpa, a
interacdo do oxigénio com moléculas de agua forma grupos de hidroxila com

caracteristica hidrofilica na camada mais externa da superficie. Tratamentos
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quimicos em adicdo podem ser aplicados a essas superficies e influenciar os efeitos

fotocataliticos.
Ablacéo a laser

As superficies podem ter sua topografia alterada pelo processo de ablacéo
por meio de uma fonte de laser. O processo de fusao e solidificacdo criam diferentes
rugosidades e porosidades sobre as superficies, isto gera uma formacéo de uma fina
camada de Oxido e favorece propriedades das superficies como a dureza e a

resisténcia a corrosdo. A camada de TiO, formada sobre a superficie favorece a
adesdao de apatita gracas a alta afinidade quimica que existe entre TiO, e

hidroxiapatita. Os efeitos biologicos indicam que o tratamento por ablacdo pode

gerar superficies que favorecem a adesao e crescimento celular.
Tratamentos eletroquimicos:
Oxidacédo anddica

As superficies anodizadas adquirem poros irregulares, que dependem do tipo
de eletrodo e também da voltagem/corrente do processo de oxidacdo. O processo
pode criar estruturas nanotubulares. A superficie tem uma rugosidade moderada,

com estruturas de diametro de 0,5-3 um em geral.
Tatamentos quimicos:
Condicionamento acido

O condicionamento acido cria superficies com diferentes caracteristicas. O
tratamento quimico € uma maneira versatil de gerar nanoestruturas, inclusive

associado a uma microtopografia ja existente.
Tratamentos de deposicao
fons

Quando os ions sdo bombardeados contra a superficie usando baixas
energias, diversos ions podem ser depositados em varias profundidades e em

concentracdes controladas. A deposicéo idnica pode ser executada sobre qualquer
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topografia, mas seu resultado depende da dureza do material.

Em uma andlise das propriedades das superficies de implantes® foram
avaliadas as caracteristicas mecanicas, topograficas, fisicas e os mecanismos de
adeséao. As propriedades de um implante oral podem ser subdivididas em mecéanicas,
topograficas e fisico-quimica. Propriedades topogréaficas sdo avaliadas no nivel
micrométrico sendo que superficies com rugosidade moderada sdo classificadas
entre 1,0 e 2,0 um de particulas e mostram melhores respostas 0sseas do que as
superficies menos rugosas (< 1,0 ym) ou mais rugosas (> 2,0 um). A maioria dos
implantes comercializados atualmente possuem rugosidade moderada. As
superficies alteradas com agentes bioquimicos tais como os fatores de crescimento
0sseo tém sido desenvolvidas. Os autores concluiram que as superficies
moderadamente rugosas parecem ter algumas vantagens clinicas sobre superficies
menos rugosas ou extremamente rugosas, mas as diferencas sdo pequenas e

muitas vezes ndo sao estatisticamente significante.

Em uma revisdo, Coelho et al.*°

abordaram métodos de pesquisa basica e
tendéncias atuais das superficies de implantes dentarios, verificaram a falta de
pesquisas in vitro, in vivo e estudos clinicos, o que tem impedido os pesquisadores
de biomateriais de definirem com claras justificativas e fundamentadas o melhor
desenho de superficie dos implantes. Esse trabalho contém também uma viséo geral
da textura da superficie dos implantes disponiveis comercialmente e suas
modificagcdes quimicas, incluindo novos processos baseados na fabricacdo da
nanotecnologia, visto que durante a uUltima década, a texturizacédo da superficie dos
implantes tem sido o parametro mais utilizado para estimular o aumento da resposta
do hospedeiro-implante. Recentemente os trabalhos sobre superficies dos implantes
dentarios mostram que estas modificacdes reduzem o tempo de osseointegracdo em
uma escala fisico/quimicas com caracteristicas nanométricas mostrando o potencial
de sinergia usando tanto a textura quanto a inclusdo de componentes bioativos de
ceramica na superficie dos implantes dentarios. Apesar das modificacbes
superficiais dos implantes serem mostradas como um fator de melhora para a
osseointegracdo nos tempos iniciais, informacdes sobre o seu beneficio a longo
prazo sao necessarias devido ao numero reduzido de trabalhos clinicos controlados.

Tendo em conta os varios estudos sobre implantes/superficies, pode-se concluir que
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os profissionais devem buscar uma maior fundamentacao tedrica antes do uso de

qualquer implante dentario.

Em uma revisdo sistematica Albrektsson & Wennerberg® avaliaram as
superficies dos implantes orais mais conhecidos comercialmente no mercado
europeu e estudaram as superficies mais utilizadas na pratica clinica, fabricadas por
cinco empresas de implantes orais (Nobel Biocare, Straumann, 3i, Dentsply/Friadent
e Astra Tech). Foram analisados separadamente estudos clinicos comparativos,
retrospectivos e prospectivos, assim como os estudos de implantes em conjunto
com enxertos Osseos. Estes estudos apresentavam pouco tempo de
acompanhamento, sendo: Nobel Biocare — 1 a 2 anos, Straumann — 3 anos , 3i - 5
anos, Dentsply/Friadent - 3 anos, e Astra Tech - 10 anos. Em geral, os implantes
orais sdo introduzidos comercialmente sem documentacao clinica adequada sendo
que as empresas de implantes acabam iniciando um acompanhamento dos seus
produtos apds o seu lancamento. Os padrdes de relatérios clinicos tém melhorado
ao longo dos anos. Porém apenas a Astra Tech publicou trabalhos adequados a

longo prazo.

Kang et al.*?

avaliaram a composicdo quimica e a morfologia dos implantes
dentarios disponiveis comercialmente (Nobel Biocare TiUnite, Astra AB Osseo speed,
3i OSSEOTITE, e Straumann-SLA) através da espectroscopia de raios X de
fotoelétrons (XPS) e espectroscopia de elétrons, para a analise da composicéo
quimica da superficie. A morfologia foi investigada através da microscopia eletronica
de varredura. A técnica de condicionamento acido para as superficies Osseo Speed,
OSSEOTITE e SLA mostrou geralmente TiO, na morfologia da superficie. No
entanto o processo de oxidacao eletroquimica para os implantes TiUnite ndo so
produziram uma superficie micro porosa (tamanho dos poros: 0,5-3,0 um), mas
também apresentou alteracdes quimica da superficie. Como resultado, os implantes
TiUnite contiveram mais do que 7% de Fésforo (P) na camada de O0xido e maiores
quantidades de hidroxidos em comparagdo com 0s outros implantes na analise de
XPS. Fluor (F) nos implantes Osseo Speed foi detectado em 0,3% tanto antes como
depois da limpeza. Os resultados demonstraram diferencas significativas das
propriedades das superficies. As técnicas de jato e de acido, geralmente, nao
alteraram os elementos de superficie do titanio, que consiste basicamente TiO,, mas

altera a morfologia da superficie. O processo de oxidagcédo eletroquimica, ndo so
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muda a composi¢cao quimica da superficie, mas também produziu superficies micro
porosas. Além da superficie quimica do TiO,, para todas as amostras, a superficie
quimica do TiUnite é caracterizada pela incorporacdo P em uma camada de oOxido

de titanio.

Em um recente estudo Rosa et al.'® avaliaram as diferencas de 4 marcas
comerciais de implantes dentarios fabricados no Brasil e Coréia analisando os
valores das rugosidades e suas caracteristica. Foram utilizados trés implantes de
empresas Brasileiras (Titaniumfix, Neodent e Biomet 3i do Brasil) e um implante de
uma empresa Coreana (Oneplant), estes foram analisados qualitativamente atraves
da microscopia eletronica de varredura e a caracterizacdo quantitativa foi realizada
através de um interferometro. Os implantes analisados apresentaram uma variacao
significativa nos valores das rugosidades, sendo a rugosidade maior para a marca
coreana Oneplant de 1,01 um, seguido pela Titaniumfix com 0,90 um, Neodent 0,67
pum, e Biomet 3i do Brasil 0,53 um. As imagens da microscopia eletrbnica de
varredura, mostraram padrées muito diferentes entre as superficies examinadas. O
tratamento de superficie por si s6 ndo € capaz de determinar os valores de

rugosidade e caracteristicas.

Estudos in vitro tambem sdo empregados para a avaliacdo das superficies de
Titanio. Mustafa et al.*® estudaram através de cultura de osteoblastos, derivados de
osso mandibular humano, o complexo processo da formacdo na interface osso-
implante, examinando o efeito da variacdo da rugosidade da superficie do material
na adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. Foram utilizados 4 tipos de
superficies, sendo uma usinada servindo como grupo controle e os outros 3 tipos
alteravam o tamanho das particulas de TiO,, um com particulas de 63-90 um, outro
com 106-180 um e outro com 180-300 um de particulas de TiO,. Foram feitas
analises por microscopia eletrbnica de varredura e de varredura a laser confocal. As
areas de células foram medidas usando um analisador semi-automatico de imagem
interativa. No entanto, a andlise da atividade de fosfatase alcalina n&o revelou
diferencas significativas entre os quatro modificacbes superficiais. Conclui-se que,
neste modelo celular, a proliferacdo e diferenciacdo de células derivadas de 0sso
mandibular humano é aumentada pela rugosidade da superficie do implante de

titAnio. No entanto, o aumento do tamanho das particulas do jato de 300 um né&o
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aumentou ainda mais a adeséo inicial das células em comparagcdo as superficies

usinadas e jateadas com particulas 63-90 um de TiO,.

Oliveira e Nanci® estudaram a formacdo de osso em torno dos implantes e
verificaram que esta formacdo é influenciada pela rugosidade da superficie do
implante. Foi avaliada a influéncia da nano texturizacdo da base do titanio de
superficies sobre a expressdo das proteinas da matriz por culturas de células
osteogénicas em periodos iniciais. As células foram obtidas por digestdo enzimatica
de calvéria de ratos recém-nascidos e cultivadas em discos de titanio, ligas de titanio
com superficies nano texturizadas ou usinadas, e sobre laminulas de vidro, por um
periodo de 6 horas, 1 dia, e 3 dias, sob condi¢cdes de cultura padrdo. As culturas
foram processadas por imunomarcacdo simples ou dupla com anticorpos
monoclonais e/ou policlonais contra a sialoproteina 6ssea (BSP), a fibronectina (FN),
osteopontina (OPN), tipo-l pré-colageno, ou tubulina, seguida por anticorpos
secundarios fluoréforo conjugados. Algumas amostras foram processadas para
serem analisadas através da microscopia eletronica de varredura da morfologia e
marcacdo imunohistoquimica. Apds 6 horas, as superficies nano texturizadas
exibiram um aumento de até 9 vezes na propor¢cdo de células com marcacao de
OPN na periferia da célula. No terceiro dia, a propor¢cdo de OPN e no padrao de
expressao e a proporcao de células imunorreativas para a FN ou tipo | pro-colageno.
Os resultados demonstraram que a nano texturizacéo de superficie a base de titanio

regula a expresséo precoce de BSP em culturas de células osteogénicas.

Avaliando a resposta 0ssea ao redor dos implantes de titanios revestidos com
laminina-1 Bougas et al.** utilizaram 45 ratos divididos em 3 grupos. Foram
instalados 2 implantes em cada rato, um do grupo teste (com laminina-1) e outro
grupo controle, sem a laminina-1. Cada grupo foi analisado em diferentes periodos,
sendo um com 3 dias, outro com 7 dias e outro com 21 dias. Foram analisados
diversos marcadores pela técnica de RT-PCR, tais como: marcadores de
osteoblastos: fosfatase alcalina, runx-2, osteocalcina, colagénio do tipo I, proteina
morfogenética 0ssea 2, para os marcadores de osteoclastos: catepsina K e tartarato
resistente fosfatase acida, marcadores de inflamacéo: fator de necrose tumoral a,
interleucina 1B, interleucina 10 e integrina B1l. Ap6s 3 dias, a expressdo de
marcadores 6sseos foi maior para o grupo de controle (sem laminina 1). Apos 7 dias,

a expressao da integrina Bl e os marcadores osteogénicos foi aumentado para o
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grupo de teste, enquanto que a catepsina K e os marcadores de inflamacao foram
diminuidos. Ao analisar o contato osso-implante e area 0ssea 0s autores nao
encontraram nenhuma diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
Concluiram que o revestimento de implantes com laminina-1 altera a expressao dos
genes na interface osso-implante. Porém, os métodos tradicionais de avaliacdo, ndo

conseguiram detectar alteracdes decorrentes do tempo curto.

Através de uma revisdo sistematica Wennerberg e Albrektsson® analisaram
0s possiveis efeitos da topografia da superficie do titanio em relacdo a
osseointegracdo. Foram selecionados 100 artigos, esses continham a resposta
0ssea avaliada com histomorfometria (contato osso-implante), analises de torque de
remocao, e testes com andlises experimentais. Alguns estudos clinicos foram
incluidos, nos quais os parametros de perda 0ssea e a sobrevivéncia do implante
foram avaliados e relacionados com a rugosidade das superficies. Um grande
namero de trabalhos mostrou que a topografia da superficie do implante influencia a
resposta biolégica, sendo que, as superficies com rugosidade >0,5um e levemente
rugoso >0,5-1,0um, apresentaram uma resposta 6ssea menor do que as superficies
rugosas. Superficies com uma rugosidade moderada >1um-2um, apresentaram
uma resposta melhor que as rugosas >2um. Uma dificuldade encontrada foi a de
comparar estudos devido a variacdo das avaliacbes de superficie, além da falta de
padronizacdo no que se referia a caracterizacdo da rugosidade. Concluiram que, a
topografia da superficie influencia na resposta 6ssea em um nivel micrométrico, e
que existem indicios de que a topografia da superficie influencia a resposta 0ssea
em uma escala nanométrica. A maioria dos trabalhos publicados caracterizavam as
superficies erroneamente. Os autores ressaltam que a mensuracao e evolugcédo das
técnicas devem ser padronizadas com parametros ndo apenas descritivos de altura,

mas também os espaciais.

Os mesmos autores®® avaliaram através de outra revisdo sistematica o
revestimento em implantes com fosfato de célcio na escala em micrométrica, bem
como na nanomeétrica, e também sua influéncia sobre a formacédo 6ssea. Apenas 0s
estudos in vivo foram considerados. A capacidade de formacédo O0ssea melhorou
significativamente associando o revestimento de fosfato de calcio sobre os implantes

e isso é frequentemente relatado, mas a importancia dos varios modos de introduzir
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alteracOes superficiais, € geralmente muito dificil de analisar. Varios estudos
mostram que a diferenca dos resultados € devida a alteracdo quimica, mas também
pode ser através da topografia das superficies. Os poucos estudos que foram
publicados indicam que as estruturas nanométricas podem ter um impacto sobre a
formacdo 6ssea em seu periodo inicial. No entanto, o tamanho ideal e a distribuicédo
das particulas ou poros aplicados sobre as superficies dos implantes sdo ainda

desconhecidas.

Estudos visando um melhor entendimento utilizando métodos biomoleculares
tem sido relatados na literatura. Yamano et al.*” buscaram verificar as rea¢ées do
tecido peri-implantar com os diferentes tipos de topografias das superficies dos
implantes de titanio. Avaliaram 2 tipos de superficies: rugosa e SLA, esses foram
colocados na regido de 1 molar apés 1 més da exodontia de 15 ratos machos.
Avaliaram a mucosa peri-implantar em 4 e 7 dias (periodo inicial). Apos as
instalacdes dos implantes, avaliaram a orientacdo das fibras colagenas e os genes
da matriz extracelular através da fluorescéncia com microscopio de forca atdmica.
Verificaram que na superficie do implante SLA as fibras colagenas se encontravam
paralelas e uniformes em ambos os dias 4 e 7, o implante rugoso as fibras
colagenas no grupo de 7 dias estavam irregulares e ndo estavam paralelas. Eles
concluiram que os resultados deste estudo sugerem que a superficie do implante
caracterizada SLA pode afetar o processo do contato, influenciando as orientacdes

das fibras colagenas e expresséo dos genes no estagio inicial.

Donos et al.®

estudaram o perfil da expressdo génica na osseointegracao,
associando uma superficie modificada quimicamente hidrofilica em um modelo
humano. Avaliaram 18 parafusos de implantes de titanio cilindricos, 4 mm de
comprimento e 2,8 mm de largura, com uma superficie aspera (SLA) e a mesma
superficie aspera porém quimicamente modificada (SLActive), esses foram inseridos
cirurgicamente na area de retro-molar de nove pacientes voluntarios. Os implantes
foram removidos através de uma broca trefina, apés o periodo de 4, 7 e 14 dias de
espera. O tecido que envolve o implante foi colhido, o RNA foi extraido e analisado,
buscando identificar as diferencas entre os implantes testados nos dias 4, 7 e 14.
N&o houve diferencas nas categorias de genes que estavam representados no
grupo do dia 4. No entanto, no grupo do dia 7, genes associados com o processo de

osteogénese foram expressos em maior quantidade na superficie SLActive. A
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osteogénese e angiogénese parecem ser reguladas pela BMP (Bone morphogenetic
protein) e a sinalizacdo de VEGF (Vascular endothelial growth factor),
respectivamente. Em 14 dias, a sinalizacdo de VEGF permaneceu maior na
superficie SLActive, enquanto a sinalizacdo de BMP foi maior na superficie SLA no
que parecia ser uma resposta retardada da compensacdo. Comparando a superficie
do SLA com o SLActive, o SLActive exerce uma influéncia pro-osteogénica e pro-

angiogénica na expressao do gene em 7 dias.

Yamada et al.*®

estudaram o estagio inicial da osseointegracdo relatando a
criacdo de uma superficie de titanio submicrométrica por uma combinacdo de
oxidacdo anddica e jato de areia. Foram utilizados implantes usinados preparados
através de uma liga Ti-6Al-4V em uma forma cilindrica (1 mm de diametro e 2 mm
de comprimento). Os implantes foram colocados em fémur de ratos e submetidos a
teste biomecanico, interfacial, e histolégico em 1 e 2 semanas pdés-implantacéo
(n=6). Apbs os testes a forca biomecanica da osseointegracdo aumentou
continuamente da semana 1 para a 2 nos implantes com superficie submicro mas
nao para os implantes com superficie micrométrica. Houve um aumento significativo
no contato osso-implante e no volume 6sseo. Uma extensa area de tecido 60sseo ha
interface implante e a superficie submicro foi mantida intacta apds o teste
biomecanico de cisalhamento, enquanto que a interface do implante de tecido micro-
rugoso mostrou uma abertura ao longo de todo o eixo do implante. Os autores
concluiram que a superficie submicro criada por uma combinacdo de oxidagao

anodica e jato de areia melhora o processo de osseointegracao.

Apesar do grande numero de trabalhos abordando a modificacdo de
superficies de Titanio e a sua influéncia no processo de osseointegracdo, existe
ainda uma grande lacuna no que diz respeito ao melhor tratamento a ser utilizado.
Estudos in vitro, em animais e em humanos sao encontrados na literatura e fica claro
a dificuldade de comparacéo dos estudos e a falta de padronizacdo das avaliacdes
feitas. Atualmente grande importancia tem sido dada a nanotopografia e aos estudos
biomoleculares para melhor compreensdo dos resultados in vitro e in vivo ja
relatados. Estudos focando os efeitos celulares das caracteristicas das superficies,
seguindo métodos recomendados na literatura de correta caracterizacdo das
mesmas, sdo de fundamental importancia para o conhecimento do papel das

diferentes superficies de titanio no processo de formacdo da matriz mineralizada'’.
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.49 avaliaram através de uma revisdo sistematica a eficacia da

Junker et a
integracdo Ossea dos implantes orais desenvolvidos bem como as alteracdes de
suas superficies. Foram incluidos no trabalho estudos de animais, relatorios e
estudos em humanos que apresentam percentual do contato osso-implante ou
dados sobre testes mecanicos de trabalhos a partir do ano de 2008. Para os
implantes orais desenvolvidos e comercializados foram selecionados 29 publicacdes
e sobre as alteragdes superficiais experimentais 51 publicacbes preencheram os
critérios de inclusdo. Como demonstrado na literatura tratamentos de superficie dos
implantes orais, como rugosidades de superficie, procedimentos que afetam a
composicao quimica, existem provas suficientes de que a rugosidade de superficie
induz uma segura e previsivel resposta entre o osso/implante, mas néao € claro se
este efeito € devido a rugosidade da superficie ou a mudanca relacionada na

composicao. No entanto, ha uma falta de estudos em seres humanos.

Em um estudo prospectivo Cochran et al.**

avaliaram se o implante com a
superficie SLA com jateamento e ataque acido pode ser previsivelmente e
seguramente restaurado em 6 semanas apos a cirurgia, pois analisaram que apés
estudos em animais e culturas de células o implante SLA mostrou que a superficie
induz uma maior producdo de proteina e uma maior diferenciacdo celular éssea.
Foram analisados 326 implantes com 1 ano de controle e 138 implantes com 2 anos
de controle, no total foram perdidos 3 implantes. Todos os implantes foram
instalados no osso de qualidade tipo I, Il e lll, e colocados os pilares a 35N apos 42
e 63 dias de implantacdo. Como pré-requisito os implantes ndo poderiam apresentar
dor e nenhuma mobilidade. 307 implantes dos 464, foram ativados antes do periodo
de espera, sendo uma taxa de sucesso de 99,3%, demostrando portanto que a
superficie SLA pode ser ativada no periodo de 6 semanas com uma alta

previsibilidade de sucesso.

Lang & Jepsen® avaliaram os estudos existente sobre os efeitos dos
implantes e composi¢cdes das superficies na osseointegracao, utilizaram 5 revisdes
narrativas e concluiram que a topografia da superficie a um nivel micrométrico
influencia a integracéo 0ssea; porém com a falta de padronizacdo dos trabalhos fica

novamente dificil a comparacdo. Os implantes desenvolvidos com alteracbes da
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composicao da superficie e topografia melhoram a integracdo 6ssea nos periodos
iniciais.

Previamente a esse estudo a completa caracterizacdo das superficies
utilizadas foi descrita®® ' 8. Resumidamente as caracteristicas da topografia das
superficies foram qualitativamente avaliadas por microscopia eletronica de varredura
de emisséo de campo (FEG-SEM). A quimica da superficie foi estudada através de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e microanalise de Raios-X. O resultado
foi semelhante para todas as superficies, mostrando que a sua modificacdo néo
resultou em alteracfes na composi¢cao quimica do material. A analise topografica foi
realizada utilizando interferébmetro Optico e microscopia de forca atdbmica (AFM). Trés
amostras foram incluidas na andlise topografica, e 6 areas por amostras foram
analisadas por ambos os tipos de teste. Os resultados mostram as diferencas nas

topografias através de suas rugosidades.

Em um estudo prévio, utilizando as mesmas superficies utilizadas nesse
estudo, foi mostrado histologicamente em ratos, melhores resultados no que diz
respeito ao contato osso-implante para a superficie com nanotopografia®. Para
compreender melhor o efeito da topografia do implante na resposta inflamatoria

Schwartz-Filho et al*®

avaliou a resposta de fibroblasto gengivais humanos (HGFs)
avaliando a liberacdo das citocinas em periodos de 24 horas e de 48 horas. Os
autores concluiram que a nanotopografia da superficie pode ser importante no
processo da modulacdo da resposta 6ssea. Em outro estudo™® os mesmos autores
com o objetivo de observar o efeito morfologico e molecular da laminina-1 nos
implantes nanoestruturados, revestiram o0s implantes nanoestruturados com
laminina-1 em uma diluicdo de 100 pg/mL e inseriram em tibias de coelhos, como
grupo controle foram instalados implantes sem o revestimento da laminina-1. Apos
14 dias os implantes foram removidos e submetidos a andlise morfolégica por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a uma analise de expressdo génica
utilizando o RT-PCR. Apoés a coleta dos resultado o MEV mostrou que o tecido
0sseo estava aderido aos implantes, tanto no grupo teste, quanto no grupo controle.
A analise do RT-PCR mostrou que o0s marcadores osteoblasticos Runx-2,
osteocalcinina, fosfatase alcalina e colageno tipo 1 foram maior no grupo teste que
no grupo controle. Os marcadores inflamatoérios interleucina-10 e de necrose

tumoral-a também foram maiores nos grupos teste. As proteinas analisadas
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mostraram que a superficie nanoestruturada apresenta 0s genes normais presentes
no processo da osseointegracdo em maior numero do que no grupo sem o

revestimento da laminina-1.

Avaliar a influéncia da nanotopografia de titanio sobre a expressédo de
marcadores osteogénicos utilizando um modelo experimental animal em ratos € o

qgue se busca nesse estudo.
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3. PROPOSICAO

Hipotese

1. A nanotopografia de titanio pode modular a expressdo de marcadores
osteogénicos durante a formacao de matriz mineralizada e influenciar os resultados

do processo de osseointegracao.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a expressdo de marcadores osteogénicos atraves das diferentes

alteracOes da topograficas de titanio em ratos.
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4. MATERIAL E METODOS

Obtencéao das amostras de titanio

As amostras de titanio utilizadas nesse trabalho foram confeccionadas e
cedidas pela empresa NEODENT (Curitiba, Parana, Brasil). O tamanho e o formato
dos implantes foram especialmente desenhados na medida de (2,5mm x 1,5mm)
(Figura. 1).

A-A (25:1)

il

250

Notas
1- Tolerdncias ndo especificadas seguir tabela e tolerancias de dngulos
nao especificadas usar % 30"

NEODENT | @ ress e
i [ cenumuc |061.221.01-1

Figura. 1 - Desenho do implante da NEODENT.

Amostras de titanio comercialmente puro (grau 4) foram usinadas no formato
de implantes, e submetidas a um processo de modificacdo de superficie. A
microtopografia foi obtida por um processo de jateamento com particulas de oxido
de Aluminio, seguido de um procedimento de condicionamento acido (propriedade
comercial). A nanotopografia foi obtida pelo tratamento com volumes iguais de uma
solucdo de H,SO, e de H,0, a 30%*.

Foram utilizadas 3 tipos de superficies: usinada, com micro e com

nanotopografia.
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Caracterizacao das amostras de titanio

Para os estudos realizados com as superficies ja citadas avaliacdes quanto a
caracterizacdo da rugosidade, quimica e morfologia foram feitas previamente® % 28,
Para tal foram seguidas as orientacdes sugeridas para a avaliacdo topografica de
superficies de implantes®. A caracterizacéo da topografia das amostras foi feita no
nivel micrométrico usando interferometro otico (MicroXam; ADE Phase Shift
Technology Inc., Tucson, EUA) e microscopia de for¢ca atbmica (Dimension 3000
SPMTM, Digital Instruments, Santa Barbara, EUA) para avaliacdo na escala
nanometrica. O calculo paramétrico foi realizada apds a remocao de erros de forma
e ondulacdes por um filtro Gausiano (50 mm x 50 mm). Os seguintes parametros tri-
dimensionais foram selecionados: Sa (um), referente rugosidade média; Sgs (UM™),
referente a densidade de picos; e Sy (%), referente ao aumento da area da
superficie. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) (LEO 440 - Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) foi utilizada para a avaliacdo da morfologia das superficies
(Figura. 2). E para avaliacdo da quimica de superficie foi utilizada a espectroscopia
por energia dispersiva de raios X (EDS; LEO 440). Trés amostras de cada superficie

foram selecionadas aleatoriamente para a caracterizacao.

Figura. 2 - (A) MEV superficie usinada. (B) MEV superficie jateada. (C) MEV superficie nanométrica.



25

Animais e Instalacdo dos implantes

Foram selecionados 24 ratos Wistar machos (peso médio, 280-400 g) para o
estudo (Figura. 3). Foram avaliados 3 tipos diferentes de superficies de implantes:
superficie usinada (Figura. 4 - A), superficie com microtopografia (Figura. 4 - B) e
superficie com nanotopografia (Figura. 4 - C). Foram utilizados 12 implantes de cada
superficie totalizando 36 implantes. Foram divididos em 3 grupos de 8 animais com
diferentes tempos de espera a serem avaliados, n=4, o grupo 1 com um periodo de
espera de 4 dias, grupo 2 com um periodo de espera de 7 dias e 0 grupo 3 com um
periodo de espera de 14 dias, ambos os grupos foram sacrificados no mesmo dia.
Todos os procedimentos estavam de acordo com o Comité de FEtica e
Experimentacdo Animal do Mestrado em implantodontia — UNISA , numero de
registro CEP UNISA N. 23/2012: (Anexo 1).

Figura. 3- Rato macho Wistar.

Figura. 4 - (A) Implante usinado; (B) Implante microtopografia; (C) implante nanométrico.

Os animais foram submetidos a Anestesia geral realizada pela administracéo
Subcutanea de Cetamina (40 a 80 mg/kg/IP) e Xilazina (5 a 10ml/kg/IP) (Figura. 5).

Antes da cirurgia, as patas traseiras foram desinfetadas com alcool iodado e
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clorexidina (Figura. 6). Uma solucdo de mepivacaina 2% (DFL Industria e Comércio
S.A.) foi administrada como o anestésico local antes da incisédo na dose de 1 mL
(Figura. 7).

Figura. 5 - Anestesia geral.

Figura. 6 - Antissepsia.

Figura. 7 - Anestesia local.

Foi realizado entdo um incisdo linear em dois planos iniciando no tecido
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epitelial (Figura. 8) e em seguida no plano muscular deslocando a incisdo um pouco
mais interna a primeira incisdo (Figura. 9), de forma que o local a serem feitas as

instalacdes e perfuracdes ficassem mais distantes do acesso cirurgico.

Figura. 8 - Incisdo plano epitelial.

Figura. 9 - Incisdo plano muscular.

Feita as incisdes e descolamento do tecido, foi feito a perfuracdo 6ssea com
uma broca de 1,1mm fornecida também pela NEODENT (Curitiba, Parana, Brasil)
(Figura. 10).
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Figura. 10 - Perfuragdo 6ssea.

A instalacdo dos implantes com as respectivas superficies foi realizada de
forma aleatoria (usinado, com micro, com nanotopografia) (Figura. 11) (Figura. 12).

As amostras foram escolhidas e instaladas seguindo um processo de aleatorizagao.

Figura. 11 - Implante instalado.

Figura. 12 - Perfurag&o grupo controle.
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ApOs o procedimento cirdrgico os animais receberam uma dose de antibiotico
(Enrofloxacina — 10 mg/Kg) e Analgésico (Flunixin Meglumine — 2,5 mg/kg) pelo

periodo de 5 dias.

Depois do periodo de espera os animais foram submetidos a anestesia geral
realizada pela administracdo Subcutanea de Cetamina (40 a 80 mg/kg/IP) e Xilazina
(5 a 10ml/kg/IP). Em seguida os animais foram sacrificados, com uma overdose de

pentobarbital sédico 7mg/kg intraperitoneal.

As amostras foram coletadas removendo os implantes com uma chave digital
de instalacdo (Figura. 13). As amostras do tecido 6sseo foram removidas com o
auxilio de uma broca trefina (3,75mm NEODENT Curitiba, Parana, Brasil) (Figura.
14) e armazenados juntos em uma solucdo de RNAlater® Solution até a realizacao

das andlises (Figura. 15 e Figura. 16).

Figura. 13 - Remocdo do implante.



Figura. 14 - Remocéao do fragmento 6sseo.

Figura. 15 - Armazenamento do implante.

Figura. 16 - Armazenamento do fragmento ésseo.

30
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Extracdo de RNA e Andlise da expressao génica

Para andlise da expressao génica (Runx2 e Collal), amostras do tecido
adjacente aos implantes foram avaliadas. As amostras obtidas foram armazenadas
em solucdo RNAlater® (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) até a realizacdo da
analise. Para alcancar o RNA detectavel, as amostras de cada grupo foram
agrupadas para o isolamento do RNA. O RNA total foi isolado do tecido circundante
usando o reagente Trizol® (Gibco BRL, Carlsbad, CA) e o kit de isolamento de
tecido EZNATM RNA® (Omega Bio-Tek, Norcross, GA). O RNA total foi quantificado
usando um espectrofotbmetro (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Para cada
amostra de RNA, cDNA foi sintetizado usando o kit “High Capacity Reverse
Transcription” (Applied Biosystems, Foster City, EUA). A reacdo de PCR quantitativo
(gPCR) foi realizada utilizando o TagMan Universal PCR Mastermix ensaio valido
Tagman (Life Technologies Brasil LTDA, Sao Paulo) em um termociclador Step One

Plus real-time (Applied Biosystems, Foster City, EUA).

Andalise Estatistica

Os dados foram registrados através de meédias e desvios padrdes. A
normalidade dos dados foi verificada. As comparacfes entre 0s grupos foram
realizadas atraves do teste ndo parameétrico (Kruskal-Wallis). O nivel de significancia

de 0,05% sera empregado em todas as analises estatisticas.
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5. RESULTADOS

Expressao génica

A analise de expressao génica revelou que os tratamentos das superficies de
titanio influenciaram a expressdo de Runx2 e Collal. A expressao de Collal
(Figura. 17) foi aumentada nas superficies com nanotopografia e grupo controle
depois de 4 dias em relacdo a superficie micro. No periodo de 7 dias, Collal foi
ligeiramente sobre-regulada na superficie com nanotopografia (Figura. 18).
Estatisticamente ndo foram observadas alteracées na expressdo do gene Collal
para as superficies tratadas, em comparacdo com a superficie usinada, no periodo
de 14 dias (Figura. 19).
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Figura. 17 - Collal 4 dias.
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O fator de transcricdo de mRNA Runx2 foi também regulada pelo tratamento
da superficie de titanio nos tempos de 7 dias (Figura. 22) e 14 dias (Figura. 23), mas
nao foi observada diferenca no periodo de 4 dias (Figura. 21). Aos 7 dias, 0s niveis
de expressao de Runx2 diminuiu na superficie de microtopografia e foi ligeiramente
aumentada na superficie com nanotopografia, quando comparadas com a superficie
usinada. Comparadas no periodo de 14 dias, a superficie com nanotopografia e
microtopografia foram semelhantes, porém o grupo controle apresentou resultados
bem superiores.
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Figura. 22 - Runx2 7 dias.
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6. DISCUSSAO

Esse trabalho buscou avaliar a expressdo de genes importantes para a
osseointegracdo em implantes com superficies usinadas, com micro e

nanotopografia, em um modelo experimental em ratos.

O tratamento de superficie € um dos fatores relacionados com o alto indice de
sucesso dos implantes orais relatados na literatura atual®. A alteragéo da topografia
vem demonstrando ser um dos principais fatores para o aumento de contato osso-
implante, e reducdo no tempo do processo de osseointegracdo, propiciando assim

melhores resultados clinicos®.

Atualmente existe uma grande quantidade de métodos para a modificacao

das superficies dos implantes encontrados no mercado® **. Estudos in vitro® *®, in

4748 & em humanos®® #°

Vivo podem ser encontrados na literatura comprovando a
importancia do tratamento de superficie no processo de mineralizacdo o6ssea.
Entretanto, a maioria dos trabalhos nos mostra falhas nos critérios de caracterizacéo
das superficies no que diz respeito a rugosidade, quimica e energia. Essa falta de
padronizacdo dificulta uma comparacéao direta dos diferentes tipos de tratamentos

propostos® 44,

Segundo Cochran et al.** | Kang et al.** , Rosa et al.}?* Yamada et al.*® ,

.33 | Oliveira e Nanci®® , Bougas et al.**,

Albrektsson & Wennerberg®!, Mustafa et a
Wennerberg & Albrektsson* as empresas buscam melhorar e desenvolver novas
superficies de implantes, tais como a superficie nanométrica que vem demostrando
resultados satisfatérios indicando que estas modificacbes na superficie podem
acelerar e aumentar o0 contato osso/implante, apresentando resultados

significativamente superiores a respeito de uma maior formacao de matriz 6ssea.

O Colageno é o constituinte mais importante da matriz 6ssea extracelular.
Osteoblastos sdo formados diretamente nos 0ssos intramembranosos, enquanto
condrdcitos formam primeiro um esqueleto cartilaginoso que € substituido pelos
osteoblastos e osteoclastos através do processo de ossificacdo intramembranosa. A

literatura mostra que Runx2 desempenha um papel fundamental na transformacéo
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de células mesénquimais em células osteoprogenitoras, e também atua como fator

de transformac&o na diferenciacéo de osteoprogenitores em condrécitos® >2.

Durante a diferenciacdo dos osteoblastos, Runx2 tem um papel essencial na
diferenciacdo de células meséquimais em células da linhagem osteoblastica®. Apds
a diferenciacdo em células da linhagem osteoblastica, os osteoblastos expressam
genes de proteinas da matriz 6ssea em diversos niveis, dependendo do seu nivel de
maturacdo celular. Células mesénquimais imaturas e pré-osteoblastos podem
expressar Collal. Essa expressdo pode ser regulada por osteoblastos imaturos™ e
uma possivel interacdo entre a expressao dos genes avaliados no presente estudo
deve ser considerada. Um favorecimento na expressao de Runx2 e Collal pela
influéncia das superficies dos implantes poderia contribuir para aceleracdo do

processo e modificacdo do padréo da mineralizacdo 0ssea ao redor dos implantes.

Os estudos prévios acima citados justificam a necessidade de um
aprofundamento nas andlises da formacdo Ossea sobre a nanotopografia. Os
resultados descritos correspondem a expectativa de que a nanotopografia tem papel
importante na modulacdo da resposta Ossea evidenciados pela expressdo de
marcadores osteogénicos. Os resultados obtidos com este trabalho nos mostram e

1,30 33 13", Yamada et

sao evidenciados por Coelho et al.” , Mustafa et al.>”> , Yamano et a
al.*® e Albrektsson et al.?°, que as alteracdes da superficie dos implantes em sua
topografia pode estimular e guiar diversos processos moleculares e biologicos na

osseointegracao.

No caso da nanotopografia ndo existem estudos clinicos que evidenciem e
comprovem sua participacdo na aceleracdo do processo. No entanto, ha evidencias
de que ela possa acelerar o processo. As modificacbes na escala nanométrica
apresentam resultados significativamente superiores a respeito de maior formacao
de matriz mineralizada in vitro, isto aumenta o contato osso implante, modulando a
expressao de citocinas e expressao de genes relacionados com a osseointegracao
in vivo, isto é compreendido por Mustafa et al.*®, Oliveira e Nanci®®. Contudo,

estudos clinicos ainda precisam ser feitos para comprovar essa hipotese.

|.30 |.34

Coelho et al.”” e Bougas et a relatam que os trabalhos que visam os aspectos
moleculares nas modificacbes das superficies relacionados a osseointegracéao,

devem ser realizados para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos
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nesse processo. Pois o0s resultados do presente estudo mostraram que a
nanoestrutura de superficies de titdnio pode afetar importantes parametros da
osteogénese in vivo, isso também foi relatado nos estudos feitos por Cochran et

al.**, Yamano et al.>” e Donos et al.*®

E consenso que existe a necessidade de uma correta caracterizacdo e
padronizacdo das empresas em relacdo a nomenclatura utilizada a respeito da
superficie e da topografia para que o0s estudos possam ser comparados
adequadamente. Esta necessidade € exposta também por Wennerberg &

Albrektsson® e Albrektsson et al.?° .

N&o temos o completo entendimento do mecanismo por tras da osteogénese e
da formacdo Ossea ao redor dos implantes. Estudos biomoleculares e dos efeitos
celulares provavelmente aumentardo a possibilidade de modificarmos as
caracteristicas das superficies de uma forma mais adequada no futuro. Do mesmo
modo estudos clinicos utilizando implantes com nanotopografia em suas superficies
devem ser realizados em pacientes para que possamos estudar e analisar 0s

verdadeiros efeitos que estas modificacdes exercem sobre a resposta biolégica.
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7. CONCLUSAO

A superficie de titanio com nanotopografia demonstrou favorecer a expressao
dos genes Runx2 e Collal envolvidos no processo da osseointegracdo em um

modelo animal em ratos no periodo de 7 dias, para a superficie estudada.
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