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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento celular na viabilidade, adesdo celular
e a atividade da fosfatase alcalina em culturas de células na presenca de discos de titanio
submetidos a diferentes tratamentos de superfices. Foram utilizados superficie lisa (grupo
L) como grupo controle, superficies submetidos ao jateamento e ataque &cido (grupo Jat) e
submetidos ao tratamento de superficie para aumento na molhabilidade (grupo Mol). A
topografia da superficie foi analisada por MEV, a composicdo quimica foi avaliada por
EDS e a rugosidade foi mensurada utilizando microscépia confocal. Células de rato de
linhagem osteoblasticas ROS 17/2.8 foram cultivadas sobre os discos e avaliados apos
periodos diferentes periodos. A viabilidade e adeséo celular foram avaliados pelo método
colorimétrico MTT apds 7 e 14 dias. A atividade da fosfatase alcalina analisada apds 7
dias, foi mensurada avaliando a quantidade de liberacdo de timolftaleina pela hidrolise do
substrato de timolftaleina monofosfato. A andlise estatistica foi realizado pelo teste de
andlise de variancia ANOVA e teste de Turkey. Os resultados mostraram que nos ensaios
da viabilidade e adesdo celular ndo houve diferenca entre as superficies (Jat e Mol)
analisadas ap6s 7 dias e 14 dias, porém, foi observado uma tendéncia a aumento na
viabilidade nos discos com aumento de molhabilidade (grupo Mol) ap6s 14 dias. Os
ensdios de adesdo celular, indices maiores foram observados nos discos grupo (Jat) com
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo (L) (p<0,001). A atividade da fosfatase alcalina
ndo revelou diferencas estatisticas significativas em todos os grupos. Concluimos que o
tratamento de superficie resultou em aumento da rugosidade superficial, além disso,
superficies com aumento da molhabilidade otimizaram o comportamento celular
resultando em aumento da viabilidade, entretanto, ndo houve diferencas estatisticas na

adesdo celular entre os grupos Jat e Mol para a linhagem osteoblasticas analisada.

Palavras-chave: Osseointegracao, Implantes Dentarios, Molhabilidade, Titanio.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the behavior of cells on viability, cell adhesion and
the alkaline phosphatase activity in cell cultures in the presence of titanium discs under
different surface would treatments. Smooth surface were used (group L) as a control group,
surfaces subjected to blasting and etching (Jat group) and subjected to surface treatment for
increasing the wettability (Mol group). The surface topography was examined by SEM, the
chemical composition was assessed by EDS and the surface roughness was measured using
confocal microscopy. Line of mouse cells osteoblastic ROS 17 / 2.8 were grown on discs
and evaluated after periods different periods. The viability and cell adhesion were
evaluated by MTT colorimetric method after 7 and 14 days. The alkaline phosphatase
activity assessed after 7 days was measured by evaluating the amount of thymolphthalein
release by hydrolysis of the substrate thymolphthalein monophosphate. Statistical analysis
was performed by ANOVA and Tukey test test. The results showed that in the tests of cell
viability and adhesion there was no difference between the surfaces (Jat and Mol) analyzed
after 7 days and 14 days, however, a tendency to increase in viability was observed in
disks with increased wettability (Mol group) after 14 days. Testing of the cell adhesion, the
highest rates were observed in the group drives (Jat) with statistical difference in the group
(L) (p <0.001). The activity of alkaline phosphatase revealed no statistically significant
differences in all groups. We conclude that the surface treatment resulted in increased
surface roughness, in addition, surfaces with increased wettability optimized cell behavior
resulting in increased viability, however, no statistical difference in cell adhesion between

Jat and Mol groups for the osteoblastic lineage analyzed.

Keywords: Osseointegration, Dental Implants, Wettability, Titanium.
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1. Introducéo

Os implantes osteointegraveis sdo considerados como uma alternativa viavel e
previsivel para a reabilitacdo de rebordos total ou parcialmente edéntulos (BRANEMARK
et al., 2001; ADELL et al., 1981). A viabilidade bem como a previsibilidade desta técnica
estédo fortemente associadas com a osteointegracdo destes implantes. A osteointegragéo foi
conceituada como o contato intimo entre o tecido dsseo vital e a superficie do implante,
sem interposicdo de tecidos moles na presenca de carga funcional (SCHROEDER et al.,
1981). Baseado neste conceito, a deposicdo Ossea na superficie dos implantes é
imprescindivel para que indices de sucesso favoraveis sejam observados em reabilitacdes

implantossuportadas (ADELL et al., 1981; BRYANT & ZARB 2002).

Os implantes dentérios foram inicialmente desenvolvidos com superficie lisa, e
utilizados por décadas seguindo um protocolo classico onde se esperavam meses para
osteointegracdo (ADELL et al. 1981). Com a evolugdo da Implantodontia, a busca pelo
aumento da osseointegracdo direcionou pesquisadores a desenvolverem implantes com
melhores caracteristicas quimicas, fisicas e mecéanicas, proporcionando, melhores
resultados clinicos. Os implantes foram produzidos em diferentes formas para atender as
necessidades bioldgicas e as caracteristicas de superficies também foram estudadas e
reformuladas. Contudo, foi demonstrado que as caracteristicas superficiais do titanio
interferem no processo de osteointegracdo (PERRIN et al., 2002; BUSER et al., 2004;

PALMQUIST etal., 2010).

Nos ultimos 30 anos, diversos tratamentos de superficies do titdnio vem sendo
estudado e desenvolvidos com o objetivo de determinar se 0 tempo de espera e 0 processo
de osteointegracdo é otimizado em superficies texturizadas em comparacdo com as

superficies originais lisas (COCHRAN et al., 2002; BUSER et al., 2004; GEHRKE et al.
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2014). Varias técnicas tem sido desenvolvidas para produzir superficies texturizadas, como
métodos de adicdo e subtracdo de particulas com diferentes tipos e tamanhos para
promover rugosidade modificando as caracteristicas quimicas das superficies de implantes
(BOWERS et al. 1992; BUSER et al. 2004; NOVAES et al. 2010; IEZZI 2012, GIL et al.
2014). Estudos demonstraram que modificacdes quimicas, topograficas, alteracdes na
carga de superficie e na molhabilidade podem acelerar o processo de reparo, aumentando a
deposicdo 6ssea (PERRIN et al., 2002; ABRAHAMSSON et al., 2004; BUSER et al.,
2004; RUPP etal., 2011; LAI et al., 2009; KLEINet al., 2010; STANFORD, 2010; LANG

etal., 2011, GIL et al. 2014).

Dentre estes tratamentos de superficie, 0 método mais utilizado € o jateamento da
superficie seguido por um ataque acido, visando aumentar a rugosidade da superficie. O
jateamento com particulas especificas resulta em uma maior rugosidade, a qual €
posteriormente atenuada pelo ataque &cido (RUPP et al., 2011; NOVAES et al., 2010).
Estudos revelam que superficies jateadas e submetidas ao ataque &cido apresentam maior
contato a superficie do implante e o tecido 6sseo (BIC) quando comparados a superficies
lisas (BUSER, et al., 1991; TRISI et al., 2003; CELETTI et al., 2006). Entretanto,
superficies jateadas, duplo ataque é&cido e aumento da molhabilidade revelaram
significativas melhorias na aposicdo 0ssea em momentos iniciais de osseointegracao

(PERRIN et al., 2002; BORNSTEIN et al., 2005).

Esta otimizacdo no processo de osteointegracdo possivelmente se deve a
modifica¢Oes na superficie, uma vez que estudos in vitro demonstraram que o aumento na
rugosidade de superficies de titanio pode influenciar a proliferacdo e a diferenciacdo de
osteoblastos (BOWERS et al., 1992; SCHWARTZ et al., 1999; MAMALIS &

SILVESTROS 2011; OSATHANON et al., 2011; SINGH, 2012). Esta modificagdo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mamalis%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21121959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silvestros%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21121959
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também parece aumentar a expressao de mediadores envolvidos na deposicdo dssea, tais
como a fosfatase alcalina e a osteocalcina (KLEIN et al., 2010; PASSERI et al., 2010;
CONSERVA & LANUTI & MENINI, 2010). Além da rugosidade, estudos demonstraram
que outras modificacdes na superficies como o aumento na molhabilidade interferem na
absorcéo de proteina, a adesao celular e respostas celulares especificas (ZHAO et al., 2006;
BOSSHARDT et al., 2011). Assim, o aumento na molhabilidade das superficies de titanio
dos implantes dentarios vem ganhando aten¢do como um fator que pode influenciar a
resposta bioldgica (RUPP et al., 2011). De fato, foi demonstrado que o aumento na
molhabilidade resulta em maior deposicdo Gssea e aumento na expressdo de proteinas

osteogénicas (KLEIN et al., 2010; BOSSHARDT et al., 2011).

Entretanto, alguns autores ndo observaram modificacbes no processo de
osteointegracdo na presenca de diferentes tipos de tratamentos de superficie (BRUNETTE,
1988; GEHRKE et al. 2014). Assim, o objetivo deste estudo é avaliar o comportamento de
osteoblastos na presenca de superficies de titanio lisas, submetidas ao jateamento seguido

por ataque acido e superficies com aumento de molhabilidade.
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2. Revisdo de Literatura

Buser et al. (1988) realizaram um estudo de boca dividida em 9 minipigs a fim de
comparar o contato entre 0sso e implante (BIC) em duas superficies de implantes através
da mensuracdo dos torques de remogdo. Utilizaram implantes com superficie lisa seguida
de ataque acido (Osseotite), os quais foram comparados com implantes submetidos ao
jateamento, seguido por ataque &cido (SLA). Os dentes anteriores da maxila foram
inicialmente extraidos. Ap6s 6 meses, foram instalados 6 a 8 implantes em cada animal, os
quais foram avaliados ap6s 4, 8 e 12 semanas da instalacdo. Os implantes foram
submetidos ao teste de torque de remocdo (RTV). Para os implantes com superficie lisa,
seguida de ataque acido (Osseotite), os valores de RTV foram de 62,5 Ncm, 87,6 Ncm e
95,7Ncm para os periodos 4, 8 e 12 semanas de reparo. Para os implantes submetidos ao
jateamento, seguido por ataque acido (SLA) os valores de RTV foram de 109,6 Ncm,
196,7 Ncm e 186,8 Ncm para os periodos 4, 8 e 12 semanas de reparo. Assim, os valores
médio de RTV para implantes submetidos ao duplo tratamento foi de 75% a 125% maior
do que para os implantes lisos seguido de ataque acido em até 3 meses de reparo. Os
autores concluiram que as modificacdes referentes a superficie dos implantes otimizam a
deposicédo 0ssea.

Bowers et al. (1992) realizaram um estudo in vitro para analisar as respostas
celulares de osteoblastos nos eventos de adesdo e morfologia celular em diferentes
topografias de superficies de titanio através de perfilometria e microscopia eletronica.
Utilizados discos de titanio Cp com 1,25 mm diametro e 4 mm de espessura, 0s quais
foram submetidos a diferentes tratamentos de superficie. As superficies avaliadas
apresentaram diferentes rugosidades, promovidas por um jateamento, seguido por ataque

acido por 1, 5 ou 10 minutos, caracterizando 3 grupos. Foram estabelecidos dois controles,
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um de superficie irregular, obtido por meio de lixas com granulacdo de 60 a 120 grit,
enguanto o grupo com superficie regular foi obtido por meio de lixas com granulacdo de
600 grit. Analises da rugosidade superficial por perfilometria revelaram que os discos
pertencentes ao grupo com superficie irregular apresentam maiores valores de rugosidade
60 grit (1,15um), jateadas (0,87um), 120 grit (0,47um), seguidos pelos grupos submetidos
ao jateamento e ataque acido 10 min (0,28um), 5 min (0,25um), 1 min (0,14um), sendo
que ndo foram detectadas diferencas significativas nos valores de rugosidade em relacéo a
duracdo do ataque acido. J& os discos com superficie regular apresentaram 0s menores
valores de rugosidade 600 grif (0,14um). Em seguida, foram realizados experimentos de
cultura de osteoblastos nestas superficies, os quais revelaram que superficies de maior
rugosidade apresentaram indices mais elevados de adesdo celular. As superficies
submetidas ao jateamento e ataque acido, apesar da menor rugosidade quando comparadas
ao discos de superficie irregular 60 grit, apresentaram maior adesdo celular. A morfologia
das células foi semelhante em todas as superficies, exceto na superficie irregular que
apresentou células mais achatadas com o corpo mais proximo da superficie e extensdes
filopodial entre os intersticios. Assim, os autores concluiram que as superficies irregulares
com rugosidades produzidas por jateamento apresentam maior capacidade de adesdo
celular e proliferacdo do que em rugosidades produzidas por polimento, trituragdo e

imersao em &cido.

Wennerberg et al. (1998) realizaram estudo para avaliar a deposicdo 0ssea em
quatro tipos de modificacdes de superficies de titanio. Foram utilizados 40 implantes,
divididos em 4 grupos, sendo que cada implante apresentava duas superficies. O grupo A
foi submetido ao jateamento com particulas de Al, Oz (Oxido de Aluminio) com 25pm em

um dos lados, o outro lado com superficie lisa. O grupo B foi submetido ao jateamento


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wennerberg%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9590940
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com particulas de Al, Oz com 250um, o outro lado superficie lisa. O grupo C foi
submetido ao jateamento com particulas de Al, O3 de 25um, enquanto o outro lado foi
jateado com particulas de Al, O3 com 75um. O grupo D foi submetido ao jateamento com
particulas de Al, O3 com 25um, enquanto o outro lado foi jateado com particulas de
250um. Os implantes foram instalados em 10 coelhos, os quais foram sacrificados ap06s 12
semanas para avaliacdo histomorfométrica. Em relacdo a rugosidade superficial, foi
observado que superficies jateadas com particulas de 25, 75 e 250um apresentaram valores
de rugosidade da ordem 1,22um, 1,43um e 2,20 um, respectivamente. Além disso,
detectou-se maior contato entre 0sso e implante nas superficies jateadas, quando
comparadas a superficies lisas. As superficies jateadas com particulas de 75um
apresentaram aumento significativo no contato osso-implante em relacdo as superficies
jateadas com particulas de 25um. N&o foram observadas diferencas no contato 0sso-
implante entre as superficies jateadas com particulas de 25 e 250um. Desta forma, os
autores concluiram que a rugosidade superficial interfere na deposic¢do dssea na superficie

do implante.

Schwartz et al. (1999) realizaram uma reviséo de literatura abordando o papel da
rugosidade superficial no comportamento celular de uma linhagem osteogénica humana
MG63. Estas células em resposta a rugosidade exibem uma morfologias dependente da
superficie. As células MG63 sdo uma linha de células de osteossarcoma semelhante a
osteoblastos humanos e respondem ao aumento da rugosidade da superficie com a
diminuicdo da proliferagdo e aumento da diferenciacdo dos osteoblastos. A atividade de
producdo da fosfatase alcalina, osteocalcina, TGF-Bi e PGE, aumentam com a rugosidade.
As prostaglandina medeiam os efeitos da rugosidade da superficie, uma vez que a

indometacina impede o aumento da expressdo de marcadores de diferenciacdo dessas
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células. No presente contexto, isto sugere que a producdo de prostaglandinas € modulada
pela rugosidade da superficie, o que resulta em osteoblastos com maior grau de

diferenciacao.

Orsini et al. (2000) realizaram um estudo in vitro com o objetivo de avaliar as
respostas celulares de células osteoblasto-like MG63 na presenca de superficies de titanio
lisas e tratadas por meio de jateamento, seguido por ataque acido. Analises por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e por perfilometria revelaram que o tratamento
de superficie resultou em alteracbes superficiais e aumento na rugosidade superficial,
sendo de 0,75um para superficies lisas e 2,15um para superficies tratadas. Os
experimentos de citotoxicidade demonstraram que ambas as superficies sdo
biocompativeis. Entretanto, os resultados revelaram que superficies lisas promovem uma
adesdo celular com perfil mais plano, enquanto as superficies tratadas apresentam um
perfil de maior irregularidade e com mais pseudopodos. Neste contexto, os autores
sugerem que estas alteracbes morfoldgicas podem favorecer a adesdo celular em
superficies tratadas por meio de jateamento, seguido de ataque &cido, otimizando o
processo de osteointegracao.

Mustafa et al. (2001) avaliaram os efeitos da rugosidade da superficie de titanio em
relacdo a adesdo, diferenciacdo e proliferacdo celular. As superficies avaliadas foram:
superficie lisa e superficies jateadas com particulas de diferentes tamanhos, sendo de 63-
90um, 106-180um e 180-300um. A rugosidade média das superficie foi de 0,2um para
superficies lisas; 1,38 um para superficies jateadas com particulas de 180-300um. As
superficies jateadas com particulas intermediarias apresentaram valores de rugosidade
superficial variando entre 0,72 e 1,3um. Apds 3 horas de cultura, ndo foram observadas

diferengas entre as superficies lisas e jateadas com particulas de 180-300pum. Todas as
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superficies submetidas ao jateamento apresentaram maior incorporacdo de timidina tritiada
determinando uma fase do ciclo celular mais avancado, em relacdo as superficies lisas,
sendo que as superficies jateadas com particulas de 180-300um apresentaram 0s maiores
valores. A expressdo de osteocalcina também foi mais acentuada nas superficies jateadas.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas entre as superficies no que se refere a
atividade da fosfatase alcalina. Desta forma, os autores concluiram que o aumento na
rugosidade superficial favorece a proliferacdo e a diferenciacdo celular. Contudo, o
aumento no tamanho das particulas jateadas 300um comparada com a de 90um, ndo

influenciou na adesédo celular.

Perin et al. (2002) avaliaram a influéncia da composicdo quimica na superficie de
titnio submetida ao duplo tratamento SLA (Instituto Straumann AG Waldenburg, Suica),
na presenca ou na auséncia de hidreto de titanio. Trés grupos de implantes foram instalados
em mandibulas de porcos e mantidos submersos por 10 semanas. O grupo controle SLA®
foi composto por implantes com superficie submetida ao duplo tratamento, na presenca de
hidreto de titdnio. Os dois grupos testes apresentavam superficie com duplo tratamento
SLA™ (jateamento, duplo ataque 4cido), fortemente alterada com ao nivel da rosca com
todos seus fios danificados com pincas de titanio e SLAT (superficie jateadas, duplo ataque
acido) submetidas a tratamento térmico de 200° por 3 horas para remogédo do hidreto de
titnio. A andlise histomorfométrica nao revelou diferencas significativas entre 0s grupos,
BIC (SLA™™: 82,12 + 6,1%), (SLA™": 86,25 + 7,4%) e sem hidreto titanio (SLA™: 75,12 +
7,6%) os dados sugerem que as alteracbes da quimica da superficie SLA com e sem
hidreto parecem néo influenciar a deposicdo déssea na superficie do titanio, entretanto, as
diferencas que ocorreram podem estar relacionadas com a combinacdo de macro e micro

topografia. Assim sendo, os autores concluiram que as modificacbes quimicas na
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superficie do titdnio ndo desempenharam papel significativo na resposta 0ssea, e que as

propriedades osteofilicas estdo relacionadas com a topografia.

Morra et al. (2003) analisaram a composi¢do da superficie de titanio de 34
diferentes implantes dentarios comercialmente disponiveis. Os implantes foram divididos
de acordo com a superficie: lisa (grupo M) e submetidas ao jateamento (grupo S), ataque
acido (grupo A) e pulverizagdo com plasma spray de titanio (grupo P). Os resultados
revelaram uma associagdo entre a composicdo da superficie e sua topografia. Foi
observado que a concentracdo de titanio nas superficies com ataque &cido e pulverizadas
com plasma foram maiores em relacdo as superficies lisas. Contudo, a concentracdo de
carbono foi maior nas superficies lisas em relacdo as demais superficies analisadas. Desta
forma, os autores concluiram que a composi¢do quimica da superficie esta relacionada com

sua topografia.

Buser et al. (2004) realizaram um estudo para avaliar a deposicdo Gssea em
implantes com superficie submetida ao duplo tratamento (jateamento e ataque acido) em
relacdo aos implantes com superficie submetida ao jateamento, ataque acido e modificacédo
quimica para aumento de molhabilidade. Inicialmente, procedeu-se a exodontia dos dentes
anteriores da maxila de 6 minipigs. Apds 6 meses, foram instalados de 3 a 4 implantes em
cada animal, utilizando o modelo experimental de boca dividida. Os implantes foram
mantidos por 2, 4 e 8 semanas, sendo posteriormente submetidos a analise
histomorfométrica. Os resultados demonstraram aumento significativo no contato entre
0sso e implante (BIC) ap6s 2 e 4 semanas nos implantes com superficie submetida ao
aumento de molhabilidade. Detalhadamente, apds 2 semanas a superficie com aumento de
molhabilidade apresentou 49,3% de contato entre 0sso e implante, enquanto a superficie

submetida ao jateamento e ataque acido apresentou valores de 29,4%. Ap0Os 4 semanas, 0
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contato entre osso e implante foi de 81,9% para a superficie com aumento de
molhabilidade, enquanto os valores foram de 66,5% para a superficie submetida somente
ao duplo tratamento. Estas diferencas ndo foram detectadas apds 8 semanas, sugerindo que
0 aumento na molhabilidade favorece a deposicdo dssea somente nos estagios iniciais do

processo de osteointegragéo.

Masaki et al. (2005) realizaram um estudo in vitro para avaliar a expresséo de genes
Cbfal e RUNX-2 e fatores de crescimento relacionados com a osseointegracéo na presenca
de superficies de titanio submetidas a diferentes tratamentos de superficie. As superficies
analisadas foram: superficies submetidas ao jateamento com diéxido de titanio
TioBlast™(Astra Tech AB, Molndal, Suécia), superficies submetidas ao jateamento,
sequido pelo ataque &cido hidrofluoridrico, superficie Osseospeed™ (Astra Tech AB,
Molndal, Suécia). Também foram avaliadas superficies submetidas ao jateamento, seguido
ataque 4&cido, superficie SLA-1 (Straumann AG, Waldenburg, Suica) e superficies
submetidas ao jateamento, seguido ataque acido e com aumento de molhabilidade,
superficie SLA-2 (Straumann AG, Waldenburg, Suica). Ap6s 72 horas, as analises por
microscopia de varredura revelaram osteoblastos mais achatados e com varias extensdes
citoplasmaticas em diversas direcdes na presenca de discos com a superficie SLA-1 e
SLA-2. Entretanto, os discos com as superficie TioBlast e Osseospeed, as células
apresentaram-se com morfologia mais achatada e poucos prolongamentos em relacdo as
superficies SLA-1 e SLA-2. Os experimentos realizados por PCR em tempo real revelaram
aumento na expressao da fosfatase alcalina na presenca da superficie SLA-2 quando
comparado as demais superficies. Contudo, a expressdo de Cbfal e RUNX-2 foi
aumentada nas superficies Osseospeed e TioBlast, quando comparado as superficies SLA-

1 e SLA-2. Assim, os autores concluiram que as propriedades da superficie de implantes
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podem contribuir na regulacdo da diferenciacdo celular dos osteoblastos, influenciando a

expressao de genes e fatores de transcricdo dos osteoblastos.

Sammons et al. (2005) comparar as interagcdes entre osteoblastos provenientes da
calvéria de ratos e superficies de titdnio com diferentes caracteristicas. Foram avaliadas
superficies lisas, superficies anodizadas, superficies submetidas ao plasma-spray de titanio
e superficies submetidas ao jateamento, seguido por ataque &cido. Para estas analises, duas
metodologias foram empregadas. Inicialmente, as culturas de células sobre as superficies
foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura ap6s 30 minutos de adesdo
celular. Além disso, os implantes foram inseridos em uma cultura, na qual osteoblastos
oriundos da calvaria de ratos foram cultivados por 2 e 4 semanas. Os resultados
demonstraram que as superficies submetidas ao jateamento, seguido por ataque acido
apresentaram taxas mais significativas de espalhamento celular em compara¢do com as
outras. Na segunda semana, camadas multicelulares com matriz extracelular (ECM)
estavam presentes em todas as superficies. Na quarta semana, as camadas estavam
consolidadas e tecido mineralizado estava associado com a matriz extracelular em
superficies jateadas e lisas. Concluiram que a propagacdo das células sdo mais rapidas nas
superficies rugosas, e que a diferenciacdo e a calcificacdo podem ocorrer tanto em

superficies microestrutura rugosas quanto em lisas.

Marinucci et al. (2006) investigaram os efeitos dos diferentes graus de rugosidade
de superficie de titdnio na resposta celular quanto & proliferacdo, diferenciacdo e
morfologia celular. Foram utilizados discos de titdnio com superficie lisa (n=30),
superficie submetida ao jateamento com particulas de Al,O3 de 50um (micro-rugosidade)
(n=30) e superficie submetida ao jateamento com particulas de Al,O3 de 350um (macro-

rugosidade) (n=30). A rugosidade média da superficie submetida ao jateamento com
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particulas de 50um foi de 0,5um, enquanto a superficie jateada com particulas de 350um
foi de 3um. Nas superficies usinadas as células apresentaram forma irregular, sendo mais
planas e com maior espalhamento em relacdo as superficies com micro e macro-
rugosidade. Contudo, nas superficies com micro-rugosidades, as células apresentaram-se
bem aderidas a superficie, emitindo extensdes citoplasmaticas. Nas superficies com macro-
rugosidade, as superficies eram mais irregulares e possivelmente por esta razdo, os
osteoblastos ndo aderiram de forma homogénea com a superficie e formaram pontes
citoplasmaticas de espessura variavel. Ja a proliferacdo celular foi significativamente maior
em superficies com macro-rugosidade. Nas superficies submetidas ao jateamento,
especialmente nas superficies com macro-rugosidade, houve aumento na expressdo de
osteopontina, sialoproteina dssea e Runx2. Desta forma, os autores concluiram que
superficies com rugosidade de 3um favorecem de forma mais efetiva a diferenciacéo in

vitro de osteoblastos, em relagdo a superficies lisas e com rugosidade de 0,5um.

Zhao et al. (2006) avaliaram os efeitos de alteracfes na superficie em microescala e
na escala submicron sobre morfologia, proliferacdo, diferenciacdo celular, producdo de
osteocalcina e atividade da fosfatase alcalina em células MG-63. Foram utilizados discos
de titanio, os quais foram submetidos a tratamentos de superficie para obtencdo de
rugosidade em microescala e na escala submicron, sendo que superficies lisas também
foram avaliadas. As alteracfes em escala micrometrica foram produzias por fotolitografia,
enquanto as estruturas na escala submicron foram imersas em ataque acido e anodizacao.
Os valores de rugosidade média foram de 700 e 400nm para as superficies submetidas ao
ataque acido e anodizacdo, respectivamente. Ja as superficies submetidas a fotolitografia
apresentaram rugosidade média de 60nm. Células MG-63 foram cultivadas na presenca

dos discos submetidos aos diferentes tratamentos de superficie. Estas células mostraram-se
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mais sensiveis na presenca de modificacdes na escala submicron. A morfologia celular foi
semelhante nas superficies lisas e anodizadas, enquanto a morfologia celular mostrou-se
mais alongada em superficies submetidas ao ataque acido. A proliferacédo celular foi maior
nas superficies polidas, sendo seguidas por superficies anodizadas. Os menores indices de
proliferacdo foram detectados nas superficies submetidas ao ataque acido. A expressao de
osteocalcina e prostaglandina E; apresentou valores maiores nas superficies submetidas ao
ataque acido, reduzindo progressivamente nas superficies anodizadas e lisas. A expressao
de TGF-B1 foi mais acentuada nas superficies submetidas ao ataque acido, seguido pelas
anodizadas e pelas lisas. Assim sendo, estes resultados demonstram que modificacfes na
escala submicron modulam o fendtipo dos osteoblastos e, possivelmente, interferem no

processo de deposicdo Ossea.

Bornstein et al. (2008) avaliaram a aposicdo 6ssea em superficies submetidas ao
jateamento, seguido por ataque é&cido (superficie SLA) e superficies submetidas ao
jateamento, duplo ataque acido e aumento na molhabilidade (superficie SLA modificada).
Cinco cées foram selecionados, dos quais foram extraidos os pré-molares. Apos 6 meses,
seis implantes foram instalados em cada animal, sendo 3 de cada tipo de superficie, e
mantidos sem carregamento. Apos 2 e 4 semanas, os implantes foram submetidos a analise
histoldgica. Apds 2 semanas, houve um aumento significativo nos valores de contato entre
0sso e implante nas superficie com aumento de molhabilidade de 28,2%, enquanto as
superficies submetidas ao jateamento, seguido por ataque &cido apresentaram valores
médios de 22,2%. No entanto estas diferencas ndo foram detectadas apds 4 semanas. Desta
forma, os autores pontuaram que o aumento na molhabilidade da superficie é relevante

somente nos estagios iniciais do processo de osteointegracao.
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Nishimoto et al. (2008) realizaram um estudo para comparar as propriedades das
superficies lisas e com rugosidade quanto a capacidades de adesdo e espalhamento em
experimentos de cultura celular com células osteoblasto-like MG-63. Foram avaliadas
superficies lisas, superficies submetidas ao jateamento seguido por ataque acido (SAE) e
superficies submetidas ao jateamento com particulas ceramicas de fosfato de calcio
(RBM). Os valores de rugosidade média foram de 0,[1Jum; 1,74um e 1,53um para
superficies lisas, superficies submetidas ao jateamento seguido por ataque acido e
superficies submetidas ao jateamento com particulas ceramicas de fosfato de célcio,
respectivamente. Os valores de energia superficial foram de 34,3dyn/cm; 25,3dyn/cm e
35,8dyn/cm para superficies lisas, superficies submetidas ao jateamento seguido por ataque
acido e superficies submetidas ao jateamento com particulas ceramicas de fosfato de
calcio, respectivamente. A adesdo celular foi favorecida em superficies rugosas
comparadas as superficies lisas. Entretanto, o espalhamento celular foi mais acentuado nas
superficies lisas em relacdo as superficies de maior rugosidade.

Alves e Wassall (2009) realizaram um estudo in vitro para avaliar a
biocompatibilidade de uma superficie de titanio lisa, a fim de analisar as respostas
celulares de adesdo, proliferacdo e morfologia celular de osteoblastos da linhagem Osteo-1.
Foram utilizados implantes de titanio com superficie lisa (Neodent, Curitiba, Brasil), com
13 mm comprimento e 3,75 mm de didametro. As células foram cultivadas por de 24, 48 e
72 horas, sendo posteriormente avaliadas em relacdo a adesdo, proliferacdo e morfologia
celular. No periodo de 24 horas de cultivo, as células apresentaram uma orientacao
anisotropica, com afinidade as ranhuras dos implantes decorrentes do processo de
usinagem. Apds 48 horas, as células apresentaram adesdo e morfologia achatada com

prolongamentos citoplasmaticos curtos. Apds 72 horas, observou-se uma proliferacdo de
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células maiores e mais planas. Assim, os autores concluiram que a superficie lisa é

biocompativel e permite a ades&o e proliferacédo célular.

Lai et al. (2009) avaliaram a deposicdo 6ssea torno de implantes com superficies
submetidas ao jateamento, seguido por ataque &cido (superficie SLA) e superficies
submetidas ao jateamento, seguido por ataque acido e aumento da molhabilidade
(superficie SLA modificada). Foram selecionados 6 cées, 0s quais tiveram os pré-molares
e molares removidos. Trés meses ap6s as exodontias, foram instalados 3 implantes de cada
superficie nas hemimandibulas esquerda e direita de cada animal, caracterizando um
modelo de boca dividida. Em cada hemimaxila, foram criados 3 defeitos circunferenciais,
um deles ndo apresentava gap, sendo que os demais apresentavam um gap de 0,5 mm e
1mm. A distancia entre os implantes foi de 5mm. Apds 2, 4 e 8 semanas, procedeu-se a
analise histomorfométrica. Os resultados revelaram um padrdo similar de deposicdo 6ssea
para as duas superficies. Em 2 e 4 semanas, a percentagem de 0sso em contato com
implante (BIC%), preenchimento com osso novo (NBF%) e a distancia entre a posigado
coronal do BIC e da parte inferior defeito (B-D) foram significativamente maiores para as
superficies com aumento na molhabilidade SLA mod BIC% (55,29 - defeitol; 41,21 -
defeito 2); NBF% (78,77 — defeito 1, 70,93 — defeito 2); B-D (3- defeito 1, 2.5 - defeito 2).
Apdbs 8 semanas de cicatrizacao, esta diferenca néo foi significativa. No que se refere ao
tamanho do defeito, ndo foram observadas diferencas significativas entre os dois tamanhos
de defeitos. Os autores concluiram que a deposicdo 0ssea mais significativa foi detectada
nas superficies com aumento na molhabilidade nas fases iniciais do processo de
osteointegracédo. Desta forma, sugere-se que o aumento na molhabilidade parece favorecer

a deposicdo dssea em defeitos coronais circunferenciais em implantes ndo submersos.
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Silva et al. (2009) avaliaram a proliferacéo e diferenciacéo de celulas derivadas da
medula 0ssea humana sobre superficies de titdnio com diferentes rugosidades. Foram
avaliadas as seguintes superficies: superficies lisas, superficies submetidas ao ataque acido
com HF e HNO; por 15 e 30 minutos. Valores de rugosidade média, obtidos por
perfilometria, foram de 0,15; 0,50 e 0,77um para as superficies lisas, superficies
submetidas ao ataque acido por 15 minutos e superficies submetidas ao ataque acido por
30 minutos, respectivamente. Analises realizadas por meio de microscopia eletronica de
varredura revelaram um padrdo de rugosidade mais uniforme para as superficies
submetidas ao ataque acido por 15 minutos em relacao as superficies condicionadas por 30
minutos. Os discos de titanio submetidos ao ataque acido apresentaram maior proliferacdo
celular em relacéo aos discos com superficie lisa. Além disso, as superficies submetidas ao
ataque acido apresentaram aumento na expressdo de osteopontina e osteocalcina, o que
indica um estagio mais avancado na diferenciacdo em osteoblastos. Comparando os grupos
submetidos ao ataque acido, resultados mais favoraveis foram obtidos com a rugosidade de
0,5m, obtida com o ataque &cido por 15 minutos.

Togashi et al. (2009) avaliaram a influéncia da rugosidade e do aumento de
molhabilidade de superficies de titdnio na viabilidade, proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos em um meio suplementado por recombinante humano da proteina
morfogenética humana-7 (rhBMP-7). Foram avaliadas as seguintes superficies: superficie
lisa, superficie submetida ao jateamento, seguido por ataque acido (SLA) e superficie
submetida ao jateamento, seguido por ataque acido e aumento de molhabilidade (SLA
modificado). Osteoblastos da linhagem Osteo-1foram cultivados nas diferentes superficies
na presenca e na auséncia de rhBMP-7. A adicdo de rhBMP-7 ndo influenciou na
viabilidade e proliferacdo celular, na sintese de coldgeno e na formacdo de matriz

mineralizada. Da mesma forma, ndo foram detectadas diferencas na viabilidade e
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proliferacdo celular, na sintese de colageno e na formacdo de matriz mineralizada nas
diferentes superficies analisadas. Assim, os autores concluiram que a suplementacédo do
meio de cultura com rhBMP-7 ndo influenciou na viabilidade, proliferacéo e diferenciacéo
de osteoblastos. E ainda, todas as superficies analisadas permitiram a completa expressao

do fendtipo dos osteoblastos.

Calvo-Guirado et al. (2010) realizaram um estudo experimental na mandibula de
caes, comparando a reabsor¢do 6ssea da crista e aposicdo 6ssea sobre superficies de
implantes com superficies condicionadas e ndo condicionadas (superficies lisas). O
condicionamento da superficie foi baseado no jateamento, ataque &cido e com ions
hidréxido, com o intuito de aumentar a energia superficial. Inicialmente, foram extraidos
bilateralmente os terceiros e quartos pré-molares bem como a raiz distal dos primeiros
molares dos cdes. No mesmo momento cirurgico, cada lado da mandibula recebeu trés
implantes, sendo que a lateral direita do implante apresentava superficie condicionada (CS)
e a lateral esquerda apresentava superficie ndo-condicionada (NCS). Apos 2, 4, 12
semanas, as amostras foram submetidas a analise histoldgica. Ndo foram observadas
diferencas histoldgicas no tecido 6sseo depositado em ambas as superficies. Entretanto,
superficies condicionadas apresentaram melhores resultados referentes as médias de
reabsorcdo Ossea, sendo de 1,21mm, enquanto as superficies ndo condicionadas
apresentaram valores médios de 2,28mm. Em relacdo ao contato entre 0sso e implante,
valores médios de 44,6% foram observados nas superficies condicionadas, enquanto nas
superficies ndo condicionadas os valores foram de 36,6%. Desta forma, os autores
concluiram que superficies condicionadas apresentaram um aumento de cerca de 8% na
deposicdo 6ssea em relacdo as superficies ndo condicionadas. E ainda, o condicionamento

da superficie foi relacionado com reducdo na reabsorcao 6ssea alveolar.



30

Carneiro-Campos et al. (2010) avaliaram os efeitos de duas superficies de titanio
sobre a adesdo de células indiferenciadas. Foram avaliadas superficies lisas e superficies
submetidas ao jateamento, seguido por ataque acido. Utilizaram células estromas da
medula 6ssea. Apo6s a analise por microscopia eletrénica de varredura e mensuracdo do
angulo de contato, foram detectadas diferencas topograficas nas superficies. Além disso, as
superficies tratadas apresentaram aumento na molhabilidade em relacdo as superficies
lisas. Ndo foram verificadas alteracGes na composi¢do quimica entre as superficies
analisadas. E ainda, o tratamento de superficie ndo resultou em diferencas significativas na
adesdo de células estromais da medula dssea apds 18 horas em cultura. Desta forma, os
autores concluiram que o tratamento de superficie promove alteracdes topograficas e a
morfologicas das células sdo influencias pela topografia. Contudo, estas diferencas nédo

influenciaram a adeséo celular apds18 horas.

Conserva et al. (2010) realizaram um estudo in vitro para comparar a adesao,
proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos (SaOS-2) e células mesenquimais
indiferenciadas na presenca de superficies de titanio submetidas a diferentes tratamentos.
Foram avaliadas superficies submetidas somente ao jateamento (grupo SB) (n=39) e
superficies submetidas ao jateamento e ataque acido em temperaturas elevadas (grupo
GBAE) (n=39). O grupo GBAE apresentou menor percentual de contaminantes e alto
percentual de titdnio quando comparado ao grupo SB. Ambas as superficies apresentaram
valores similares de rugosidade média (Ra), enquanto a profundidade dos vales (Rz) e a
densidade da porosidade (RSm) foi significativamente maior nas superficies do grupo
GBAE. A superficie GBAE apresentou maior proliferacdo celular em relagcdo ao grupo SB.
Né&o foram observadas diferencas significativas na atividade de fosfatase alcalina entre os

grupos para ambas as linhagens celulares analisadas. Desta forma, os autores concluiram
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que a superficie GBAE apresentou menor percentual de contaminantes e maior percentual
de titdnio. Em relacdo a influéncia da topografia e composicdo quimica da superficie,

houve aumento na adesdo e proliferacdo nas superficies do grupo GBAE.

Klein et al. (2010) avaliaram a influéncia de modificacdes na superficie do titanio
sobre a proliferacdo de células osteogénicas e expressdo de marcadores osteogénicos.
Foram avaliadas as seguintes superficies: superficies lisas, superficies submetidas ao
jateamento, seguido por ataque acido (SLA) e superficies submetidas ao jateamento,
seguido por ataque &cido com aumento de molhabilidade (SLA modificada). Células
osteogénicas humanas foram cultivadas na presenca das diferentes superficies, sendo que
as superficies tratadas (SLA e SLA modificada) apresentaram melhores resultados
referentes diferenciagdo celular. A superficie SLA modificada revelou menores indices de
proliferacdo. Porém, apresentou valores mais significativos na expressdao de mediadores
osteogénicos como a osteocalcina. Assim, os autores concluiram que a topografia bem
como o aumento na molhabilidade interferem no processo de deposicdo éssea na superficie

dos implantes.

Novaes et al. (2010) revisaram a literatura sobre superficies de implante analisando
0 comportamento in vivo e in vitro quanto a osteointegracdo. O estudo abordou resultados
com micro e nano topografias, avaliando a interface osso-implante. Além disso, discutiu
também as perspectivas da incorporacdo de substancias biominéticas (como peptideos e
proteinas morfogenéticas) a superficie dos implantes e seus efeitos na modulacdo da
neoformacéo 0ssea. Esta avaliagdo envolveu tratamento das superficies com jateamento de
particulas ceramica, plasma spray de titanio, ataque &cido e anodizacdo. Os resultados
mostraram que estas alteragdes em escala de micro e nano topografias na superficie dos

implantes associado a biofuncionalizagdo apresentam beneficios na interacdo da superficie
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com as células 6sseas, otimizando o processo de osteointegracdo. Os autores sugerem que
0 processo de biofuncionalizacdo seja 0 proximo passo no desenvolvimento de implantes

osseointegraveis.

Passeri et al. (2010) analisaram a morfologia e a diferenciacdo de osteoblastos
humanos provenientes de fragmentos 6sseos sobre diferentes superficies de titdnio. Foram
avaliadas as seguintes superficies: superficie lisa polida (T1), superficie lisa sem polimento
(T2), superficie submetida ao jateamento e ataque acido (T3), superficie submetida ao
jateamento e ataque acido, modificada com perdxido de hidrogénio (T4) e superficie
modificada com plasma-spray de titanio (T5). Os valores de rugosidade média foram de
0,22; 0,40; 0,58; 0,52 e 4,9um para os grupos T1, T2, T3, T4 e T5, respectivamente. A
morfologia das células foi avaliada ap6s 6, 24 e 72 horas, 7 e 14 dias por microscopia
eletronica de varredura. Esta analise revelou que a topografia interfere no formato e na
adesdo das células. As células apresentaram melhor espalhamento nas superficies lisas
(grupos T1 e T2), sendo que as projecdes citoplasmaticas mostraram-se mais discretas nos
grupos T3 e T4. Além disso, as células apresentaram focos de adesdo mais pronunciados
bem como indices mais elevados de proliferacdo celular nos grupos T3, T4 e T5. Ap6s 7
dias, a producdo de osteocalcina foi maior no grupo T4, sendo que, apés 14 e 21 dias, nao
houve diferencas entre o0s grupos. A producdo de osteoprotegerina aumentou
progressivamente ao longo do tempo, contudo ndo variou significativamente entre 0s
grupos. Desta forma, os autores concluiram que todas as superficies permitem a adeséo e
proliferacéo celular. Porém, as superficies dos grupos T4 e T5 apresentam resultados mais
favoraveis no que se refere a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de células da linhagem

osteoblastica.
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Bosshardt et al. (2011) avaliaram morfologicamente e morfometricamente o
processo de osteointegracdo em implantes com superficie submetida ao jateamento e
ataque acido (SLA, Straumann) e superficies submetidas ao jateamento, ataque acido e
modificacdo quimica para aumento de molhabilidade (SLActive, Straumann). Além disso,
a influéncia de pequenos fragmentos dsseos, provenientes da instalacdo dos implantes, foi
verificada. Quarenta e nove implantes foram instalados na regido retromolar de 28
pacientes. Todos os implantes foram recobertos com debris 6sseos. Apos 7, 14, 28 e 42
dias, os implantes foram removidos com uma trefina e submetidos a analise histologica. A
formacdo de tecido 0sseo neoformado foi detectada em todos os implantes apds 7 dias.
Observou-se um aumento gradual na quantidade de tecido 6sseo neoformado, engquanto a
quantidade de tecido 6sseo maduro, tecidos moles e debris dsseos foram reduzindo
progressivamente ao longo do tempo. Apdés 2 e 4 semanas, houve uma tendéncia a
aumento na quantidade de tecido 6sseo neoformado nas superficies com aumento de
molhabilidade. Considerando os periodos de 7 e 42 dias, a proporcao entre debris 6sseos e
tecidos moles foi de 50/50 para 10/90 nas superficies com aumento de molhabilidade,
enquanto foi de 38/62 para 10/90 nas superficies submetidas ao jateamento e ataque acido.
Desta forma, os autores concluiram que ambas as superficies permitem a deposicdo dssea.
A reducdo na proporcdo entre debris dsseos e tecidos moles sugere que o0s debris

contribuem para o inicio da deposi¢do Ossea.

Ivanovski et al. (2011) analisaram o perfil de expressdo génica durante os eventos
iniciais do processo de osteointegracdo em um modelo humano. Nove pacientes
receberam 9 implantes de titanio na regido retromolar. Estes implantes foram submetidos
ao jateamento, seguido por ataque acido e modificagdo quimica para aumento de

molhabilidade. Apos 4, 7 e 14 dias, os implantes foram removidos com uma trefina e o
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tecido adjacente aos implantes foi avaliado por analise de microarray. Apos 4 dias, o perfil
de expressao génica foi associado com o processo inflamatdrio e de proliferacdo celular.
Apbs 7 e 14 dias, a expressdo foi relacionada aos genes referentes ao processo de
ossificacdo e angiogénese. No que se refere a transducdo do sinal, a cascata NF-B e IB
quinase foi predominante apds 4 dias, enquanto as vias de sinalizacdo TGF-beta/BMP,
Whnt e Notch foram associadas aos periodos seguintes. Assim, 0s autores concluiram que a
expressao génica nos estagios iniciais mostrou-se relacionada ao processo inflamatério e
de proliferacdo, enquanto os periodos seguintes foram relacionados aos processos de
osteogénese e angiogénese. Estas modificacdes referentes ao processo inflamatério e de
proliferacdo parecem ser reguladas pela cascata NF-B e IB quinase, enquanto 0S processos
de osteogénese e angiogénese parecem ser regulados pelas vias de sinalizacdo TGF-

beta/BMP, Wnt e Notch.

Klinger et al. (2011) examinaram Se 0s processos industriais de fabricagdo podem
interferir no crescimento e diferenciacdo de células osteossarcoma humano (Saos-2) em
superficies de implante. Foram avaliados discos de titanio com superficie usinada e rugosa.
Células Saos-2 foram cultivados sobre os discos. Ensaio XTT foi utilizado para avaliar o
crescimento celular e a diferenciacdo foi avaliada pela atividade da fosfatase alcalina e
secrecdo da osteocalcina. Foram examinados rugosidade, envelhecimento do acido,
modificacdo da superficie pelo fluor e trés materiais de embalagem. Os resultados
mostraram que as células proliferam mais em superficies usinadas e apresentam um
fenotipo mais diferenciado em superficies rugosas. Imersdo dos discos em até 200 ciclos
em &cido promoveu diminuicdo da proliferacdo e aumento da diferenciagéo, sugerindo que
a atividade biologica da superficie do implante nao foi alterada utilizando o mesmo acido,

mesmo para até 2.000 ciclos. A modificacdo da superficie com flior aumentou atividade
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da fosfatase alcalina. Ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os
trés materiais de embalagem sobre o crescimento celular, atividade de ALP e secrecdo
osteocalcina. A atividade da ALP foi maior na superficie modificada com fluor em
comparacdo a ndo modificada. Os autores concluiram que os processos de fabricacao
podem afetar o comportamento celular em superficies de implantes. No entanto, a
rugosidade, envelhecimento acido e a superficie modificada pelo flior podem melhorar os

niveis regulacdo de marcadores de diferenciacdo celular em Saos-2.

Mamalis e Silvestros (2011) realizaram um estudo para avaliar o comportamento de
células mesenquimais provenientes da medula 6ssea no que se refere a adeséo, proliferacao
e expressdo de fatores osteogénicos. Foram avaliadas as seguintes superficies: superficies
lisas, superficies submetidas ao jateamento e ataque acido (SLA, Straumann) e superficies
submetidas ao jateamento e ataque &cido com aumento de molhabilidade (SLActive,
Straumann). A adesdo e proliferacdo celular foi avaliada apds 3 e 24 horas. Apds 24 horas,
a expressdo de fatores osteogénicos foi realizada. Em relacdo a adesdo celular, as
superficies lisas mostraram um discreto aumento, sendo que ndo foram detectadas
diferencas entre as superficies tratadas. A proliferacdo celular também foi mais acentuada
nas superficies lisas comparado as superficies tratadas. Quando as superficies tratadas
foram comparadas, houve reducdo significativa nas superficies com aumento de
molhabilidade em relacdo as superficies submetidas ao jateamento e ataque acido. No que
se refere a expressao génica de fatores osteogénicos, 19 genes apresentaram aumento na
expressao nas superficies submetidas ao jateamento e ataque acido, enquanto 27 genes
apresentaram esta aumento nas superficies com aumento de molhabilidade. Com bases

nestes dados, os autores concluiram que o aumento na molhabilidade resulta em reducéo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mamalis%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21121959
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na adesdo e proliferacdo celular, associado ao aumento na expressdao de fatores

osteogénicos.

Osathanon et al. (2011) examinaram os eventos celulares iniciais de células
osteoblasto-like (SaOS-2) na presenca de superficies de titdnio com diferentes rugosidades,
sendo de 0,003; 0,09 e 0,24um. Nao foram observadas diferencas significativas na adesao
celular entre as superficies analisadas. Entretanto, o espalhamento e a proliferacdo das
células foi mais pronunciado nas superficies de maior rugosidade (0,09 e 0,24um). Estes
dados indicam que o aumento na rugosidade favorece o espalhamento e a proliferacdo
celular, favorecendo o processo de deposicao 6ssea.

Singh (2012) realizou um estudo in vitro visando analisar os tratamentos de
superficies, influéncia dos tratamento de superficie e da rugosidade superficial sobre o
comportamento de osteoblastos da linhagem HOS (derivados de osteosarcoma humano)
em ensaios de cultura celular. Superficies lisas e submetidas ao jateamento e ataque acido
foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura e perfilometria. Estas analises
revelaram que a superficies submetidas ao jateamento e ataque acido apresentaram valores
mais elevados de rugosidade para as superficies tratadas (Ra=1,55um), enquanto as
superficies lisas apresentaram rugosidade média de 0,9m. Os experimentos de microscopia
revelaram maior espalhamento das células nas superficies submetidas ao jateamento e
ataque acido em relagdo as superficies lisas. Desta forma, os autores concluiram que o
aumento na rugosidade superficial por meio de jateamento e ataque &cido otimiza a adesao
celular uniformemente, favorecendo o processo de osteointegracéo.

Rupp et al. (2014) realizaram uma revisdo avaliando o comportamento da
molhabilidade de superficies de implantes dentarios nos aspectos fisicos-quimicos.

Iniciaram com uma abordagem dos aspectos basicos que envolvem a medicdo da
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molhabilidade, bem como, os aspectos clinicos da analise do angulo de contato.
Descreveram sobre o papel fundamental da influéncia da energia de superficie sobre o
comportamento da molhabilidade. Finalizaram, descrevendo como a molhabilidade é

influenciada pela rugosidade da superficie.

Chen et al. (2014) realizaram uma analise in vitro para avaliar o comportamento
celular na proliferacdo, atividade da ALP, mineralizagdo e expressdo génica em cinco
diferentes tratamentos de superficies. Células mesenquimais de medula 6ssea foram
cultivadas em discos com superficies maquinadas (m), superficies com modificacdo
eletroguimica (ECH), jateamento e ataque &cido (SLA), jateamento e tratamento com
peroxido de hidrogénio, e aquecimento (SAOH) e jateamento e aquecimento alcalino
(SMART). Apo6s 1, 4, 7 e 14 dias as células foram analisadas. A superficie mais hidrofilica
foi (SAOH) enquanto que, a superficie mais hidrofébica foi a SLA. As superficies com
maior rugosidade foi SLA e SMART, enquanto que SAOH apresentaram rugosidade
moderada, entretanto, ambas apresentaram maiores indices de proliferacdo até 7 dias de
cultura. A atividade da ALP e a expressdo da OCN foi significativamente maior nas
superficies ECH e SMART ap06s 10 dias em comparacao aos outros grupos. SLA, SAOH e
SMART apresentaram maiores indices de rugosidades e melhores respostas iniciais na
adesdo, proliferacdo e expressdo morfologica apos 1 dia de cultura. Os autores concluiram
que células mesenquimais de medula 6ssea cultivadas em discos com superficies ECH e

SMART apresentaram maior capacidade de mineralizagéo in vitro.

Yeo (2014) realizou uma revisdo de literatura com estudos sobre superficies
modificadas por diferentes técnicas em estudos in vitro, in vivo e histomorfométrico. Os
métodos analisados que proporciona modificar a superficie dos implantes incluiram

tratamentos com jatamento de particulas, o ataque acido, oxidacdo anddica, incorporagdo
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de fldor e adicédo de fosfato de célcio. Estudos que demonstraram superficies com aumento
da molhabilidade (SLActive) apresentaram respostas iniciais mais rapidas comparadas com
(SLA) e outras superficies modificadas. Em estudos in vitro, as superficies modificadas
apresentaram maior adesdo celular e a expressdo de genes marcadores osteogénicos, bem
como, a presenca das sialoproteinas ésseas. Os estudos histomorfométricos mostraram
respostas semelhantes em animais utilizando superficies SLA e anodizadas. O autor
apontou as propriedades fisicas como rugosidade seguida de ataque acido e a modificacao
das propriedades quimicas através incorporacdo de tratamento com fllor e fosfato de

calcio como a principal caracteristica para as respostas bioldgicas favoraveis.

Gehrke et al. (2014) realizaram um estudo in vitro e in vivo e a fim de avaliar e
comparar se ha existéncia de relacdo entre a energia de superficie, molhabilidade e
comportamento clinico de implantes com diferentes tratamentos de superficie. Utilizaram
neste estudo, superficies tratadas por jateamento com microparticulas de éxido de titanio,
seguida de ataque acido (grupo experimental/EG) e superficie usinada (grupo
controle/GC). Nos experimentos in vitro, 15 discos de titdnio de cada grupo foram
avaliados por MEV e EDS analisando a rugosidade e a molhabilidade. Para os testes in
vivo, 12 implantes de cada grupo foram instalados na tibia de 6 coelhos e removidos apos
periodo de 30 e 60 dias para avaliacdo histoldgica. As superficies apresentaram Ra 0,15 e
Ra 0,69 um nos grupos CG e EG respectivamente. Os resultados por EDS mostraram que
os implantes com a superficie CG apresentaram maiores indices de molhabilidade (27%)
apos 30 seg, no grupo EG o angulo de contato se manteve durante todo o tempo analisado.
A formacdo de 0Ossea in vivo, foi mais evidente no grupo EG. Os autores sugerem que a
molhabilidade foi inversamente proporcional a quantidade e qualidade de formacao 0ssea.

Concluiram que ambas os testes in vitro e in vivo demonstraram um excelente resultados
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para resposta bioldgica das superficies tratadas com jateamento, seguido por ataque &cido,
no entanto, estes resultados foram atribuidos as caracteristicas da superficie topografica e

ndo a molhabilidade.

Gil et al. (2014) realizaram um estudo em mini-pigs para avaliar a capacidade de
formacdo Ossea inicial em novo sistema de tratamento de superficie em 2 passos e
comparar com diferentes tratamentos de superficies. Vinte mini-pigs receberam 324
implantes, ou seja, 80 de cada superficie sendo: superficies Bio-ativadas produzidas por
jateamento, e tratamento termoquimico (2Step), micro-rugosidade produzido por
jateamento de particulas (GBlast), micro-rugosidade produzido por ataque acido (AEtch) e
usinados (Ctr). Andlise histomorfométrica foi realizado ap6s periodo 3 dias, 1, 2, 3 e 10
semanas para avaliar o percentual de contato osso-implante. A composicao da superficie,
bem como a topografia e molhabilidade foram analisados. A rugosidade nos grupos foi de
(Ctr) 0,21; (AEtch) 1,59; (GBlast) 3,64 e (2Step) 3,20um. Os resultados mostraram maior
rugosidade e molhabilidade na superficie 2Step. A osseointegracdo entre as superficies
2Step e GBlast nos tempos 1, 2, 3 apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
No entanto, ndo foram detectadas diferencas significativas neste estudo. O indice de
formagéo Ossea na semana 2 na superficie 2Step foi mantido até o final do experimento,
sem qualquer alteracdo significativa (85%). As superficies 2Step e GBlast apresentaram
maiores indices de osseointegracdo em todos os tempos analisados. Concluiram que
superficies com tratamento de 2 passos (jateamento, seguido de tratamento termoquimico)
pode acelerar significativamente o tempo de osseointegracdo em comparacdo as outras

superficies analisadas.
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3. Proposicao

3.1 Obijetivos gerais

O objetivo deste estudo in vitro foi analisar, por meio de culturas de células, o
comportamento de osteoblastos de linhagem ROS 17/2.8 de ratos na presenca de discos de

titanio com diferentes tratamentos de superficies.

3.2 Obijetivos especificos

1. Caracterizar os discos analisados quanto a rugosidade e molhabilidade nos
diferentes grupos: superficie lisa (L), superficie jateada com ataque &cido (Jat) e superficie

jateada com ataque acido submetida ao aumento da molhabilidade (Mol).

2. Avaliar a viabilidade e adesdo celular em culturas de osteoblastos na presenca de
discos de titanio com superficie lisa, superficies submetidas ao jateamento seguido por

duplo ataque acido e superficies com aumento na molhabilidade.

3. Avaliar a atividade de fosfatase alcalina em culturas de osteoblastos na presenca
de discos de titdnio com superficie lisa, superficies submetidas ao jateamento seguido por

duplo ataque acido e superficies com aumento na molhabilidade.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Superficies analisadas:

Foram avaliados discos de titdnio comercialmente puro grau IV com 6 mm de
didmetro e 2 mm de espessura submetidos a diferentes tratamentos de superficie, sendo:
superficies lisas (grupo L), superficies submetidas ao jateamento seguido por ataque acido
(grupo Jat) (superficie Neoporos®, Neodent, Curitiba, Brasil), e grupo Mol, composto por
discos com superficies submetidas ao jateamento seguido por ataque acido com aumento

da molhabilidade (superficie Acqua®, Neodent, Curitiba, Brasil).

Os discos de titanio foram produzidos e esterilizados por radiacdo gama (Neodent®,
Curitiba, Brasil), apos foram armazenados dentro das embalagens em um ambiente seco e

protegido da luz.

4.2 Caracterizacdo das superficies:

As superficies analisadas foram caracterizadas por meio de analise da topografia e
da molhabilidade. A topografia de superficie dos discos de titanio foi avaliada utilizando
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) de alta resolucéo [Field Emission Scanning
Electron Microscope (FEG-SEM), Hitachi S-4700, Téquio, Japdo]. A avaliagdo de
rugosidade foi padronizada em cada amostra (Figura 1), o disco foi produzido em formato
circular dividido em quatro quadrantes e foram avaliados 3 discos de cada grupo. A
composicdo quimica das superficies foi avaliada através de EDS (espectroscopia de

energia dispersa) acoplado ao Microscopio Eletrénico de Varredura. A rugosidade da
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superficie foi avaliada utilizando microscopio confocal (Nanofocus Digital Instruments,

Oberhausen, Alemanha), por meio do aumento de 20 vezes.

GRUPO L

GRUPO JAT

GRUPO MOL

Figura 1 - Representacdo esquematica ilustrando as regides dos discos submetidas a

caracterizagéo.

A molhabilidade da superficie foi avaliada através da mensuracdo do angulo de
contato de uma gota (0,5mL) de &gua deionizada através do gonidmetro (DSA10, Kruss,
Hamburg, Alemanha), dispositivo medidor automatico de angulo de contato (Park et al.,

2010) .

4.3 Cultura de células de osteoblasticas:

A linhagem celular utilizada neste estudo foi a linhagem de osteoblastos ROS
17/2.8 de ratos, previamente obtida da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC

American Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA). As células foram mantidas em
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nitrogénio liquido (criopreservacdo) em solucdo de congelamento composta por meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF). Para a realizacdo dos ensaios, as células foram descongeladas a temperatura
ambiente e expandidas em dois frascos (garrafas) de cultura celular de 25cm? (Corning
Glass Workers, New York, EUA) em meio DMEM completo (Figura 2) em estufa
incubadora umidificada na temperatura de 37°C contendo 95% de oxigénio e 5% de CO,
(Figura 3). A proliferacdo destas células foi monitorada com o uso de microscopio

invertido Olympus 1X51 (Olympus Optical, Toquio, Japdo) (Figura 4).

Figura 2 - Proliferagdo de células da linhagem osteoblastica nos frascos de cultura

previamente ao plaqueamento. (A) aumento de 10 vezes e (B) aumento de 40 vezes.



Figura 4 - Microscopio Optico invertido para monitoramento da cultura celular.

44
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Apoés a formacio da monocamada de células, ou seja, apds as mesmas atingirem
confluencia, o meio DMEM-s (suplementado) das garrafas foi descartado com o auxilio de
uma pipeta sorologica, sendo os frascos lavados com 10 mL de solucio de salina
tamponada com fosfato (PBS), a fim de evitar que células mortas fossem plaqueadas. Apds
a aspiracdo do PBS, foram adicionados 3 mL de solucio de tripsina 0,05% + EDTA 0,02%
e os frascos foram mantidos por 3 minutos na estufa a 5% de CO, a 37°C por 3 minutos
com o objetivo desaderir as células. Em seguida, foi adicionado em cada frascos e 3 mL

de DMEM-s.

O meio de cultura contendo as células desaderidas pela tripsina foi removido e
pipetado em dois tubos do tipo Falcon esterilizados com capacidade de 10 mL. Os frascos
foram centrifugados a 1200 rpm durante 10 minutos para separacio das células do meio,
resultando na formacdo de um pellet de células no fundo do tubo (Figura 5). Apos
centrifugacio, o sobrenadante foi descartado e 10 mL de meio DMEM foi adicionado no

tubos contendo as células.

Figura 5 - Procedimento de centrifugacéo para obtengéo do pellet de células.
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A contagem global de células foi efetuada na camara de Neubauer, partindo-se da
suspensao de células obtida. Foram utilizados 10 mL desta solucdo, na qual foi adicionado
10 mL da solucio de Azul de Trypan a 1% para avaliacio da viabilidade celular ¢ para a
contagem total do nimero de osteoblastos (Figura 6). A contagem foi realizada nas duas
camaras de um hemocitometro, sendo que cada camara recebeu 10 mL desta nova
suspensdo de células com a solugdo de Azul de Trypan. A contagem das células foi
realizada em microscopio de fase invertido. As células vidveis foram caracterizadas pela
auséncia da marcagdo com o Azul de Trypan, sendo que células ndo vidveis mostraram-se
marcadas em azul. O nimero total de células vidveis originarias do frasco foi obtido
através da seguinte equacfo matematica: Numero total de células viaveis contadas x
diluicio no azul de Tripan x 10* / Numero de quadrados do hemocitometro usados para
contagem. Com base na concentracao de células, procedeu-se a diluicdo visando obter uma
concentragdo de 1,0 x 10° células/mL em DMEM + 1% de SFB. Esta solucdo de células foi
colocada em placas de cultura de 96 pocos, nos quais os discos de titanio foram
previamente inseridos. A placa foi mantida por 7 e 14 dias a 37°C, com 95% de oxigénio e

5% de CO, com troca do meio a cada 48 horas.
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Figura 6 - Avaliacdo quantitativa das células com uso de hemocitdémetro (camara de

Neubauer).

Viabilidade Celular - Método MTT:

A viabilidade celular da linhagem ROS 17/2.8 de osteoblastos foi avaliada nos
diferentes grupos pelo ensaio colorimétrico MTT (Sigma Aldridge, S&o Paulo, Brasil) apos
7 e 14 dias do plagueamento das células conforme decrito por (Mosmann, 1983). Foram
preparadas aliquotas de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio)
a 5 mg/mL, as quais foram adicionadas em cada poco do meio de cultura por 3 horas a
37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO; e 95% de oxigénio. Apos esse
periodo, 0 sobrenadante de cada poco foi retirado, sendo substituido por 200 uL de etanol
absoluto e mantido a temperatura ambiente até a completa solubilizacio do precipitado
formado para medida colorimétrica em espectrofotometro (570nm; pQuanti, Bio-tek
Instruments, Inc). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem e comparada a grupo

controle. O grupo controle deste experimento foi realizado em pogos contendo somente
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células, ou seja, na auséncia de discos de titanio. Os ensaios foram realizados em

quintuplicata.

Adesao Celular — Método MTT:

A adesdo celular da linhagem ROS 17/2.8 de osteoblastos foi avaliada nos
diferentes grupos pelo ensaio colorimétrico MTT (Sigma Aldrich, S&o Paulo, Brasil), apds
7 e 14 dias do plaqueamento das células (Mosmann, 1983). Porém, para a analise de
adesdo celular, os discos foram removidos dos pocos e transferidos para um novo pogo em
outra placa de 96 pocos. Esta transferéncia foi realizada para assegurar que a contagem de
células aderidas ndo incluisse as células aderidas a parede dos pocos. Assim sendo, foram
contadas somente as células aderidas aos discos de titanio. A adesdo celular foi expressa
em porcentagem e comparada a grupo controle em que foi utilizada apenas as células sem

a presenca das amostras de titanio. Os experimentos foram realizados em quintuplicata.

Atividade da fosfatase alcalina:

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada pelo método descrito por Roy,
1970, foi mensurada apds 7 dias de cultura, avaliando-se a quantidade de liberacdo de
timolftaleina pela hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando um kit
comercial (Labtest Diagnostica SA, Brasil). Foram utilizados tubos de ensaio, nos quais
foram colocados 0,005 mL de substrato (monofosfato de timolftaleina) e 0,5 mL de
solugédo tampdo (0,3 mmol/mL de dietanolamina — pH 10,1). Os tubos foram mantidos a

37T por dois minutos.
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Decorrido este periodo, foi adicionado em cada tubo teste 0,005 mL de lauril
sulfato de sddio obtido dos mesmos pogos os quais foram mantidos a 37 C por 10 minutos.
Em seguida, foi adicionado 2 mL de reagente de cor para mensuracdo da absorbancia em
um espectrofotémetro, utilizando o comprimento de onda de 590 nm. Os resultados foram
calculados como pmol de timolftaleina/mL e normalizados pela proteina total. Os ensaios

foram realizados em quintuplicata.

Andlise estatistica:

Esta analise entre as diferentes superficies de titdnio bem como entre os periodos
avaliados (7 e 14 dias) foi realizada por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. Para todas as andlises, valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todos os testes foram realizados pelo programa GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, EUA).
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Resumo

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de células da linhagem
osteoblastica na presenca de discos de titdnio submetidos & diferentes tratamentos de
superficie e caracterizar os discos quanto a rugosidade e molhabilidade. Materiais e
metodos: Foram avaliados discos de titanio com superficies lisas (grupo L), superficies
submetidas ao jateamento seguido por ataque acido (grupo Jat) e superficies submetidas ao
aumento de molhabilidade (grupo Mol). Os discos foram caracterizados pela analise da
topografia por MEV, a composicdo quimica através do EDS e a molhabilidade mensurada
por goniémetro. Em culturas de osteoblasto-like ROS 17/2.8, foram realizados ensaios de
adesdo e viabilidade celular ap6s 7 e 14 dias, bem como avaliacdo da atividade da fostatase
alcalina ap6s 7 dias. Resultados: Para viabilidade e adesdo celular, ndo houve diferenca
entre as superficies (Jat e Mol) analisadas ap6s 7 dias e 14 dias. Porém, foi observado uma
tendéncia a aumento na viabilidade celular no grupo Mol ap6s 14 dias. Na adesdo celular,
indices maiores foram observados nos discos grupo (Jat) com diferengas estatisticas em
relacdo ao grupo (L) (p<0,001). A atividade da fosfatase alcalina ndo revelou diferencas
estatisticas significativas em todos os grupos. Conclusdo: O tratamento de superficie
resultou em aumento da rugosidade nos discos do grupo (Jat e Mol) e aumento da
molhabilidade no grupo (Mol). Além disso, o comportamento de células de linhagem
osteoblastica, foram influenciadas pelo tratamento de superficie, promovendo uma
tendéncia a aumento na viabilidade grupo (Mol) e adeséo celular nos discos grupo (Jat) e
(Mol) em relagdo ao grupo (L).

Palavras-chave: Osseointegracdo, Implantes Dentarios, Molhabilidade, Titanio.
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Introducéo

Os implantes osseointegraveis sdo atualmente considerados como tratamento de
escolha para a reabilitacdo de pacientes edéntulos (Branemark et al. 2001), os quais
apresentam relevantes indices de sucesso (Adell et al. 1981; Buser et al. 1998),
decorrentes da deposicdo Ossea na superficie dos implantes, caracterizada como
osseointegracdo (Kieswetter et al. 1996; Ivanovski et al. 2011). A deposi¢do 6ssea pode ser
influenciada por diversos fatores, tais como: biocompatibilidade, aspectos referentes ao
hospedeiro, a técnica cirurgica e o controle das cargas apés a instalacdo dos implantes.
Além disso, caracteristicas da superficie dos implantes parecem acentuar a deposicao éssea

(Morra et al. 2003; Zhao et al. 2006; Novaes et al. 2010).

Dentre estes tratamentos de superficie, 0 método mais utilizado é o jateamento da
superficie seguido por um ataque acido, visando aumentar a rugosidade da superficie. O
jateamento com particulas especificas resulta em uma maior rugosidade, a qual €

posteriormente atenuada pelo ataque acido (Rupp et al. 2011; Novaes et al. 2010).

Estudos revelam que superficies jateadas e submetidas ao ataque &cido apresentam
maior contato a superficie do implante e o tecido 6sseo (BIC) quando comparados a
superficies lisas (Buser et al. 1991; Trisi et al. 2003; Celetti et al. 2006). Da mesma forma,
outros estudos in vitro (Bowers et al. 1992; Orsini et al. 2000; Rosa e Beloti 2003;
Protivinsky et al. 2007; Lai et al. 2009; Osathanon et al. 2011; Singh et al. 2012) e in vivo
(Buser et al, 1998; Bowers et al. 1992; Mardas et al. 2011; Arismendi et al. 2010)
reforcam que superficies tratadas com jateamento de particulas, submetidas ao ataque
acido apresentam resultados mais favoraveis referentes a deposicdo éOssea e demais

respostas celulares quando comparados com superficies lisas. Desta forma, este
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comportamento celular diferenciado, decorrente da modificacdo na superficie do titanio,

parece exercer efeitos positivos no metabolismo dsseo.

Esta otimizacdo no processo de osteointegracdo possivelmente se deve a
modificacdes na superficie, uma vez que estudos in vitro demonstraram que o aumento na
rugosidade de superficies de titanio pode influenciar a proliferacdo e a diferenciacdo de
osteoblastos (Bowers et al. 1992; Schwartz et al. 1999; Mamalis & Silvestros 2011;
Osathanon et al. 2011; Singh, 2012). Esta modificacdo também parece aumentar a
expressao de mediadores envolvidos na deposicao 0ssea, tais como a fosfatase alcalina e a

osteocalcina (Klein et al. 2010; Passeri et al. 2010; Conserva et al. 2010).

Além da rugosidade, estudos demonstraram que outras modificagdes na superficies
como o aumento na molhabilidade interferem na adsorcdo de proteina, a adesdo celular e
respostas celulares especificas (Zhao et al. 2006; Bosshardt et al. 2011). Assim, 0 aumento
na molhabilidade das superficies de titanio dos implantes dentarios vem ganhando atencéao
como um fator que pode influenciar a resposta bioldgica (Perrin et al. 2002; Bornstein et
al. 2005, Rupp et al. 2011). E ainda, o aumento na molhabilidade resultou em maior
deposicdo dGssea e aumento na expressdo de proteinas osteogénicas (Klein et al. 2010;

Bosshardt et al. 2011).

Entretanto, alguns autores ndo observaram modificacbes no processo de
osteointegracdo na presenca de diferentes tipos de tratamentos de superficie (Brunette,
1988; Gehrke et al. 2014). Assim, 0 objetivo deste estudo é avaliar o comportamento de
osteoblastos na presenca de superficies de titanio lisas, submetidas ao jateamento seguido

por ataque acido e superficies com aumento de molhabilidade.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mamalis%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21121959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silvestros%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21121959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silvestros%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21121959
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Materiais e Métodos
Superficies analisadas:

Foram avaliados discos de titanio comercialmente puro grau IV com 6 mm de

didmetro e 2 mm de espessura submetidos a diferentes tratamentos de superficie, sendo:

1. Grupo L: composto por discos com superficie lisa, os quais foram submetidos
somente ao processo de usinagem. Ou seja, estes discos ndo foram submetidos a
quaisquer tipos de tratamento de superficie.

2. Grupo Jat: composto por discos com superficie submetida ao jateamento seguido
por ataque acido (superficie Neoporos®, Neodent, Curitiba, Brasil),

3. Grupo Mol: composto por discos com superficie submetida ao jateamento seguido
por ataque &cido e com aumento da molhabilidade (superficie Acqua®, Neodent,

Curitiba, Brasil).

Os discos de titanio foram produzidos e esterilizados por radiacio gama (Neodent®,
Curitiba, Brasil). Os discos foram armazenados dentro das embalagens em um

ambiente seco e protegido da luz.

Caracterizacao das superficies:

As superficies analisadas foram caracterizadas por meio de analise da topografia e
da molhabilidade. A analise micrométrica dos discos foram apresentados em escala
micromeétrica (Sa), onde a média e desvio padrdo foram realizados em 3 amostras de cada
grupo, sendo avaliado 4 regiGes por amostra A topografia de superficie dos discos de

titanio foi avaliada utilizando Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) de alta
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resolucdo (Field Emission Scanning Electron Microscope [FEG-SEM}, Hitachi S-4700,
Téquio, Japdo). A composicdo quimica das superficies foi avaliada através de EDS
(espectroscopia de energia dispersa) acoplado ao Microscopio Eletronico de Varredura. A
rugosidade da superficie foi avaliada utilizando microscopio confocal (Nanofocus Digital
Instruments, Oberhausen, Alemanha), por meio do aumento de 20 vezes. A molhabilidade
da superficie foi avaliada através da mensuracdo do angulo de contato de uma gota
(0,5mL) de agua deionizada atraveés do gonidmetro (DSA10, Kruss, Hamburg, Alemanha),
dispositivo medidor automético de angulo de contato (Park et al. 2010). Os tempos
utilizados para avaliacdo da formacdo de uma gota foram de 1, 7 e 15 segundos para cada

grupo de disco analisado.

Cultura de células de osteoblasticas:

A linhagem celular utilizada neste estudo foi a linhagem de osteoblastos ROS
17/2.8 de ratos, previamente obtida da Colecdo Americana de Cultura de Células (ATCC
American Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA). As células foram mantidas em
nitrogénio liquido (criopreservacdo) em solucdo de congelamento composta por meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF). Para a realizacdo dos ensaios, as células foram descongeladas a temperatura
ambiente e expandidas em dois frascos (garrafas) de cultura celular de 25cm? (Corning
Glass Workers, New York, EUA) em meio DMEM completo em estufa incubadora
umidificada na temperatura de 37°C contendo 95% de oxigénio e 5% de CO,. A
proliferacdo destas células foi monitorada com o uso de microscopio invertido Olympus

IX51 (Olympus Optical, Téquio, Japao).
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Ap6s a formacio da monocamada de células, 0 meio DMEM-s (suplementado) das
garrafas foi descartado com o auxilio de uma pipeta soroldgica, sendo os frascos lavados
com 10 mL de solucio de salina tamponada com fosfato (PBS), a fim de evitar que células
mortas fossem plaqueadas. Apos a aspiragdo do PBS, foram adicionados 3 mL de solucio
de tripsina 0,05% + EDTA 0,02% e os frascos foram mantidos por 3 minutos na estufa a
5% de CO; a 37°C por 3 minutos com o objetivo desaderir as células. Em seguida, foi

adicionado em cada frascos e 3 mL de DMEM-s.

O meio de cultura contendo as células desaderidas pela tripsina foi removido e
pipetado em dois tubos do tipo Falcon esterilizados com capacidade de 10 mL. Os frascos
foram centrifugados a 1200 rpm durante 10 minutos para separacio das células do meio,
resultando na formacdo de um pellet de células no fundo do tubo. Apos centrifugacio, o
sobrenadante foi descartado e 10 mL de meio DMEM foi adicionado nos tubos contendo

as células.

A contagem global de células foi efetuada na cdmara de Neubauer, partindo-se da
suspensdo de células obtida. Foram utilizados 10 uL desta solucédo, na qual foi adicionado
10 uL da solucio de Azul de Trypan a 1% para avaliacio da viabilidade celular ¢ para a
contagem total do nimero de osteoblastos. A contagem foi realizada nas duas camaras de
um hemocitometro, sendo que cada camara recebeu 10 uL desta nova suspensio de células
com a solucdo de Azul de Trypan. A contagem das células foi realizada em microscopio de
fase invertido. As células vidveis foram caracterizadas pela auséncia da marcagdo com o
Azul de Trypan, sendo que células nao viaveis mostraram-se marcadas em azul. O ntimero
total de células viadveis origindrias do frasco foi obtido através da seguinte equacio
matematica: Numero total de células viaveis contadas x diluicio no azul de Tripan x 10*/

Numero de quadrados do hemocitometro usados para contagem.
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Com base na concentracdao de celulas, procedeu-se a diluicdo visando obter uma
concentracdo de 1,0 x 10° células/mL em DMEM + 1% de SFB. Esta solucdo de células foi
colocada em placas de cultura de 96 pocos, nos quais os discos de titanio foram
previamente inseridos. A placa foi mantida por 7 e 14 dias a 37°C, com 95% de oxigénio e

5% de CO, com troca do meio a cada 48 horas.

Viabilidade Celular - Método MTT:

A viabilidade celular foi avaliada nos diferentes grupos pelo ensaio colorimétrico
MTT (Sigma Aldridge, Sdo Paulo, Brasil) apds 7 e 14 dias do plagueamento das células de
acordo com (Mosmann, 1983). Foram preparadas aliquotas de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) a 5 mg/ml, as quais foram adicionadas em cada
pogo do meio de cultura por 3 horas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO2 e 95% de ar atmosférico. Apds esse periodo, 0 sobrenadante de cada poco foi
retirado, sendo substituido por 200 pl de etanol absoluto e mantido a temperatura ambiente
até a completa solubilizacio do precipitado formado para medida colorimétrica em
espectrofotometro (570nm; pQuanti, Bio-tek Instruments, Inc). A viabilidade celular foi
expressa em porcentagem e comparada ao grupo controle. Os ensaios foram realizados em

quintuplicata.

Adesdo Celular — Método MTT:

Foi avaliada nos diferentes grupos pelo ensaio colorimétrico MTT (Sigma Aldrich,

Sdo Paulo, Brasil) nos periodos de 7 e 14 dias (Mosmann, 1983). Porém, para a analise de
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adesdo celular, os discos foram removidos dos pocos e transferidos para um novo pogo em
outra placa de 96 pocos. Esta transferéncia foi realizada para assegurar que a contagem de
células aderidas ndo incluisse as células aderidas a parede dos pocos. Assim sendo, foram
contadas somente as células aderidas aos discos de titanio. A adesdo celular foi expressa
em numero de celulas e comparada ao grupo controle nos dias avaliados, foram utilizada
apenas as celulas sem a presenca das amostras de titdnio. Os experimentos foram

realizados em quintuplicata.

Atividade da fosfatase alcalina:

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada pelo método descrito por (Roy,
1970), mensurada apés 7 de cultura, avaliando-se a quantidade de liberacdo de
timolftaleina pela hidrélise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando um kit
comercial (Labtest Diagnostica SA, Brasil). Juntamente as amostras deste estudo, um
controle positivo e negativo fornecidos pelo fabricante foram utilizados nos experimentos
para assegurar a confiabilidade dos resultados. Foram utilizados tubos de ensaio, nos quais
foram colocados 0,005 mL de substrato (monofosfato de timolftaleina) e 0,5 mL de
solucéo tampdo (0,3 mmol/mL de dietanolamina — pH 10,1). Os tubos foram mantidos a

37T por dois minutos.

Decorrido este periodo, foi adicionado em cada tubo teste 0,005 mL de lauril
sulfato de sodio obtido dos mesmos pocos utilizados para a medida de proteina total, os
quais foram mantidos a 37 C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 2 mL de reagente

de cor para mensuracdo da absorbancia em um espectrofotbmetro, utilizando o
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comprimento de onda de 590 nm. Os resultados foram calculados como pumol de

timolftaleina/mL. Os ensaios foram realizados em quintuplicata.

Andlise estatistica:

Esta analise entre as diferentes superficies de titdnio bem como entre os periodos
avaliados (7 e 14 dias) sera realizada por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. Para todas as analises, valores de p<0,05 serdo considerados
estatisticamente significantes. Todos os testes serdo realizados pelo programa GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, EUA).

Resultados

1. Caracterizacao das superficies

A caracterizacdo das superficies foi realizada em 3 amostras, sendo que se avaliou
4 regides de cada disco. Os discos de superficie lisa apresentaram rugosidade menor
quando comparados aos discos oriundos dos grupos Jat e Mol. Os valores de rugosidade

dos grupos estdo descritos na tabela 1 em escala micrométrica (Sa).

A analise por microscopia eletrénica de varredura foi realizada no quadrante
superior direito, reforcando os resultados de maior rugosidade superficial nos grupos

submetidos ao tratamento de superficie (grupos Jat e Mol) (Figs. 1, 2 e 3)



Tabela 1. Mensuracdes de rugosidade em discos dos grupos L, Jat e Mol.

Grupos avaliados | Grupo Liso | GrupoJat | Grupo Mol
Amostra 1 0,50 1,23 1,08
Amostra 2 0,55 1,21 1,06
Amostra 3 0,56 1,22 1,06
Média 0,53 3,66 3,20
Desvio Padréo 0,03 0,01 0,01
* Os dados estéo apresentados em um.
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Fig. 1. Representacgéo ilustrativa referente a rugosidade superficial nos discos do grupo L.
A rugosidade superficial dos discos de titanio foram avaliados por microscopia confocal
(A) e por microscopia eletronica de varredura nos aumentos de 100 vezes (B), 1000 vezes

(C) e aumento de 3000 vezes (D).
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Fig. 2. Representacao ilustrativa referente a rugosidade superficial nos discos do grupo Jat.
A rugosidade superficial dos discos de titanio foram avaliados por microscopia confocal
(A) e por microscopia eletronica de varredura nos aumentos de 100 vezes (B), 1000 vezes

(C) e aumento de 3000 vezes (D).
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Fig. 3. Representacdo ilustrativa referente a rugosidade superficial nos discos do grupo
Mol. A rugosidade superficial dos discos de titdnio foram avaliados por microscopia
confocal (A) e por microscopia eletronica de varredura nos aumentos de 100 vezes (B),

1000 vezes (C) e aumento de 3000 vezes (D).

A composicdo quimica das superficie lisa, realizada no quadrante superior direito,
revelou o alto grau de pureza do titanio, uma vez que 100% da composicao do material foi
titdnio (Fig. 4). Resultados semelhantes foram obtidos na caracterizacdo da composicao

quimica dos grupos L, Jat e Mol (Figs. 5 e 6).
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Fig. 4. Avaliacdo da composicao quimica de discos de titanio do grupo L. Os discos de

titnio foram submetidos a espectrometria de energia dispersiva (EDS), evidenciando o

Grupo Jat - Amostra l

alto grau de pureza do titanio.
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Fig. 5. Avaliacdo da composic¢do quimica de discos de titanio do grupo Jat. Os discos de

titnio foram submetidos a espectrometria de energia dispersiva (EDS), evidenciando o

alto grau de pureza do

titanio.
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Grupo Mol - Amostra 1
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Fig. 6. Avaliacdo da composicao quimica de discos de titanio do grupo Mol. Os discos de
titanio foram submetidos a espectrometria de energia dispersiva (EDS), evidenciando o

alto grau de pureza do titanio.

Em relacdo a avaliacdo de molhabilidade (n=3), os valores médios do angulo da
gota na superficie dos discos do grupo L foi de 98,3° + 4,07° (Fig. 7 e Tabela 4). Ja os
discos provenientes dos grupos Jat apresentaram valores médios de 126,06° + 7,28°. Os
discos pertencentes ao grupo Mol apresentaram molhabilidade total, ou seja, espalhamento

total do liquido sem formacdo de gota (Figs. 8, 9 e tabela 4).

Tabela 4. Mensuracgdes de molhabilidade nos discos do grupos L, Jat e Mol.

Grupos analisados Grupo Liso Grupo Jat Grupo Mol
Amostra 1 96,3 127,34 0
Amostra 2 95,62 132,63 0
Amostra 3 103 118,22 0

Média 98,30 126,06 0
Desvio Padréo 4,07 7,28 0

* Os valores estdo apresentados em graus.
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Fig. 7. Avaliacdo da molhabilidade de discos de titanio do grupo L (A,B,C); Jat (D,E,F) e
Mol (G,H,I). A mensuragédo do angulo formado entre a porcéo superior da gota com a
superficie foi mensurada em 15 segundos, sendo que as mensuraces realizadas ap6s 1

(A,D,G), 7 (B,E,H) e 15 (C,F,I) segundos.

Viabilidade Celular — Método MTT:

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados pelo método MTT ap6s 7 e 14
dias do plagueamento das células nos pocos contendo discos de titanio. Apds 7 dias, 0s
grupos Jat e Mol apresentou contagens mais elevadas de viabilidade celular quando
comparado ao grupo L. Os grupos Jat e Mol ndo apresentaram diferencas significativas

entre si (Fig. 8A). Apo6s 14 dias, observou-se aumento na viabilidade celular no grupo Mol
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em relacdo ao grupo L, entretanto, o grupo Jat obteve a maior reducéo aos 14 dias quando
comparado aos 7 dias. O grupo Mol também apresentou tendéncia a aumento na
viabilidade celular quando comparado ao grupo Jat. (Fig.8B). Ao avaliar os dados obtidos
entre 7 e 14 dias dentro de um mesmo grupo, foi observada reducdo nos periodos de 14

dias em todos os grupos avaliados.
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Fig. 8. Avaliacdo da viabilidade celular na presenca de discos de titanio submetidos a
diferentes tratamentos de superficie. Os ensaios de viabilidade celular foram realizadas
pelo método MTT apds 7 (A) e 14 (B) dias em culturas de células de linhagem

osteobléstica. * p<0.05 e ** p<0.001.

Adesao celular —- Método MTT

Os ensaios de adesdo celular foram realizados pelo método MTT apéds 7 e 14 dias
do plaqueamento das células nos pogos contendo discos de titanio. Apos 7 dias, ndo foram
detectadas diferencas significativas entre os grupos L, Jat e Mol (Fig. 9A). Apds 14 dias,
0s grupos Jat e Mol apresentaram aumento em relagdo ao grupo L. Apesar da auséncia de

diferengas significativas, foi observado uma tendéncia a aumento na adeséo celular no
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grupo Jat quando comparado ao grupo Mol (Fig. 9B). O grupo controle apresentou maior

adesdo que os grupos L, Jat e Mol em todos os tempos analisados.
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Fig. 9. Avaliacdo da adesédo celular na presenca de discos de titanio pertencentes ao
grupo L, Jat e superficie Mol. Os ensaios de adesao celular foram realizadas pelo método
MTT apds 7 (A) e 14 (B) dias em culturas de células de linhagem osteoblastica. * p<0.05 e

** n<0.001.

Atividade de fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada por meio da liberag&o de timolftaleina
pela hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato. Juntamente as amostras deste
estudo, os experimentos também foram realizados com um controle positivo e um controle
negativo fornecidos pelo fabricante. Os resultados obtidos com este controle demonstraram
a confiabilidade dos experimentos. Além disso, foram avaliadas células coletadas dos

pocos que ndo possuiam discos de titanio, ou seja, pocos que continham somente células.



70

Estas amostras foram consideradas como o controle da placa de cultura. Analisando os
resultados obtidos apds 7 dias de cultura, ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os grupos L, Jat e Mol, no entanto, as diferencas foram verificadas entre os grupos

controle e fornecidos pelo fabricante (Fig. 10).
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Fig. 10. Atividade da fostase alcalina na presenca de discos de titanio submetidos a
diferentes tratamentos de superficie. Os ensaios de atividade da fosfatase alcalina foram
baseados na liberacdo de timolftaleina pela hidrélise do substrato de timolftaleina

monofosfato apds 7 dias. * p<0.05 e ** p<0.001.

Discussao

A deposicdo 6ssea sobre a superficie de titanio requer o recrutamento de células

precursoras dos osteoblastos, seguido por sua adesdo, proliferacdo e diferenciacdo em
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osteoblastos. Estas células atuam na sintese de matriz extracelular ndo mineralizada bem

como na calcificacdo desta matriz (Kieswetter et al. 1996; Mendonca et al. 2009; Silva et

al. 2009; Togashi et al. 2009; Conserva, Lanuti & Menine 2010). Assim, os tratamentos de
superficie vem sendo desenvolvidos com o intuito de estimular o metabolismo de células
Osseas (Buser et al. 1998; Abrahamsson et al. 2004; Wall et al. 2009; Klein et al. 2010;
lezzi et al. 2012). Neste estudo, foram avaliados aspectos referentes a adesdo e viabilidade
celular, bem como, a atividade de fosfatase alcalina em superficies de titdnio submetidas a
diferentes tratamentos de superficie.

Os experimentos realizados neste estudo revelaram aumento na viabilidade celular
na presenca de discos de titanio submetidos ao jateamento seguido por ataque acido (grupo
Jat) e com aumento de molhabilidade (grupo Mol), sendo que este, apresentou uma a
tendéncia ao aumento no namero de células viaveis. No entanto, (Togashi et al. 2009)
realizaram um estudo comparativo analisando a viabilidade em superficies lisas, SLA
(nome comercial de superficie submetida ao jateamento e duplo ataque acido) e SLActive
(nome comercial de superficie submetida ao jateamento e duplo ataque &cido com aumento
de molhabilidade) na presenca e na auséncia do tratamento com a proteina dssea
recombinante humana-7 (rhBMP-7). Ap6s 24 horas, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a viabilidade celular entre os grupos avaliados. Porém, Kieswetter et
al. (1996) relataram que a viabilidade celular é inversamente proporcional a rugosidade
superficial. Além disso, estes autores analisaram diferentes niveis de rugosidade sendo: EP
(polimento elétrico), TP (superficie pré-tratada com duplo ataque com é&cido fluoridrico e
nitrico), FA (jateamento com particulas fina), CA (jateamento com particulas grossas),
TPS (pulverizado com spray de plama Ti). Assim, foi demonstrado que superficies de
maior rugosidade apresentaram uma tendéncia a reducdo na viabilidade celular, concluindo

que a viabilidade é influénciada pelo tratamento de superficie.
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No que se refere aos experimentos de adesdo celular, ndo houve diferenca entre as
superficies analisadas ap0s 7 dias. Apds 14 dias, a auséncia de diferencas entre 0s grupos
se manteve. Porém, foi observado uma tendéncia a aumento na ades&o celular nos discos
com aumento de molhabilidade. De fato, esta tendéncia pode ser embasada em estudos que
demonstram aumento na adesdo celular em discos de titdnio com superficie tratada

(Bowers et al. 1992; Orsine et al. 2000; Nishimoto et al. 2008; Conserva, Lanuti & Menine

2010; Passeri et al. 2010). Sammos et al. (2005) e Protivinsky et al. (2007) relataram que a
adesdo e proliferacdo ndo estdo relacionados apenas a rugosidade e morfologia, mas
também a composicdo quimica da superficie. Nestes resultados, os autores demonstraram
que superficies com aumento de molhabilidade apresentaram maior adeséo celular quando
comparados a superficies lisas e superficies submetidas ao jateamento seguido por ataque
acido. Entretanto, outros autores ndo encontraram diferencas na adesdo em superficies lisas
com superficies tratadas com ataque acido ap6s 18 horas (Carneiro-Campos et al. 2010).
Além disso, Mustafa et al. (2001) ndo observaram diferencas na adesdo celular apds 3
horas de cultura na presenca de discos de titanio com diferentes rugosidades.

Orsini et al. (2000) afirmaram que a rugosidade tem efeito direto na adesdo celular,
pois osteoblastos sdo influenciados pela topografia na sua conformacao, caracteristicas que
sdo importantes na adesdo celular. Da mesma forma, Bowers et al. (1992) afirmaram que
quanto mais irregular a superficie, maior sua capacidade de adesdo. Em contrapartida,
(Mamalis & Silvestros 2011) analisaram superficies lisas, SLA e SLActive pelo método de
MTT, revelando maior adesdo celular em superficies lisas apos 3 e 24 horas em cultura.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre as superficies SLA e
SLActive.

E ainda, os ensaios de atividade de fosfatase alcalina ndo revelaram diferencas

entre 0s grupos. Resultados semelhantes foram previamente descritos comparando
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superficies jateadas e com aumento da molhabilidade quanto a atividade da fosfatase

alcalina nos tempos de 3, 7 e 10 dias (Conserva, Lanuti & Menine 2010). Os resultados

obtidos por estes autores revelaram auséncia de diferencas significativas entre 0s grupos
analisados. Da mesma forma, Mustafa et al. (2001) ndo encontraram diferencas
significativas avaliando a atividade de fosfatase alcalina na presenca de discos de titanio
com diferentes rugosidades apds 10 dias em cultura.

Neste contexto, Klein et al. (2010) observaram aumento na atividade de fosfatase
alcalina apds 21 dias de cultura na presenca de discos com aumento de molhabilidade,
guando comparados a superficie submetida ao jateamento seguido por duplo ataque acido.
Entretanto, esta diferenca ndo foi observada apos 7 e 14 dias. Protivinsky et al. (2007)
avaliaram os niveis de fosfatase alcalina em superficies lisas, jateadas e submetidas ao
ataque acido apés 1, 6, 12, 18 e 24 dias. Os resultados demonstraram diferencas
significativamente aumentadas entre as superficies jateadas e condicionadas com acido em
comparacao as lisas nos periodos 1, 6 e 12, sem diferencas entre elas. Contudo, ndo foram
identificadas diferencas entre todos 0s grupos apds 18 e 24 dias.

Klinger et al. (2011) examinaram a atividade da ALP em superficies maquinadas,
rugosas (jateamento e ataque acido) e modificadas com fltor. Os resultados demostraram
que a atividade da ALP em superficies modificadas com fluor foi maior em comparacao as
ndo modificadas.

Assim sendo, observa-se que, em um contexto geral, o tratamento de superficie
resulta em otimizacdo do comportamento de células da linhagem osteoblastica in vitro. Os
tratamentos de superficie avaliados neste estudo resultaram em aumento na rugosidade
superficial. De fato, estudos mostram que a rugosidade promovida pelo jateamento permite
uma maior area de contato e pode estar relacionada com aumento da diferenciacdo dos

osteoblastos (Masaki et al. 2005; Novaes et al. 2010; Klinger et al. 2011). Além disso, o
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condicionamento com acido que promove melhor adsorcéo inicial da proteina e adesao
celular, entretanto diminui a proliferacéo (Silva et al. 2009; Wall et al. 2009).

No entanto, a molhabilidade é fortemente dependente da energia superficial livre,
sendo que o aumento de molhabilidade aumenta a interacdo entre a superficie do implante
com o microambiente do leito 6sseo (Kilpadi & Lemons 1994). Estas modificacbes
parecem acentuar a deposicdo, reduzindo o tempo de osteointegracdo (Buser et al. 2004;
Wennenberg et al. 2009; Gil et al. 2014). Ao contrario, Gehrke et al. (2014), sugeriram que
a molhabilidade € inversamente proporcional a quantidade e qualidade de formacéo 6ssea.

Analisando os dados em conjunto, € possivel perceber que o tratamento de
superficie resultou em aumento da rugosidade e molhabilidade dos discos analisados, com
isso, o comportamento de celulas de linhagem osteoblasticas, foram influenciadas pelo
tratamento de superficie in vitro, promovendo uma tendéncia a aumento na viabilidade
grupo (Mol) e adesdo celular nos discos grupo (Jat) e (Mol) em relacdo ao grupo (L).
Entretanto, é de fundamental importancia que outros estudos sejam realizados, visando
elucidar os mecanismos bioldgicos envolvidos no comportamento diferencial destas
células na presenca de discos de titanio com superficie tratada. Estes dados certamente
contribuirdo para o desenvolvimento de estratégias mais efetivas para a reabilitacdo de

pacientes edéntulos com leitos 6sseos de densidade reduzida.
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Resumo

A cirurgia ortognatica tem sido indicada para tratamento de discrepancias ésseas
em pacientes adultos. Estas cirurgias envolvem procedimentos cirdrgicos invasivos e
morbidade elevada. Pacientes adultos desdentados com ma oclusdo de Classe Il
apresentam poucas opcdes de tratamento, incluindo terapias cirdrgicas e, em casos
selecionados, alternativas compensatorias de tratamento. Neste contexto, a instalacdo de
implantes inclinados tem apresentado excelentes resultados, obedecendo limitacGes 0sseas
e fisioldgicas. Desta forma, muitos pacientes acometidos por esta discrepancias 6sseas nao
sdo submetidos a cirurgia ortognatica em virtude dos fatores pré, intra e pds-operatorio.
Sendo assim, os procedimentos compensatorios podem resultar em melhorias nos aspectos
estéticos, funcionais, psicologicos e sociais, evitando assim, procedimentos cirdrgicos mais
invasivos como as cirurgias ortognatica. O objetivo deste artigo é apresentar um caso
clinico de reabilitacdo total abordando a aplicabilidade de implantes inclinados para a
compensacao esquelética de classe 11l e reconstrugdo maxilar com recombinante humano
de proteina morfogenética dssea tipo 2 (rhBMP-2) em pacientes parcialmente desdentado
com a confeccdo de protese protocolo bi-maxilar. Neste caso, a técnica de planejamento
reverso foi utilizada visando a obtencdo de previsibilidade dos resultados estéticos e
funcionais, minimizando tempo cirdrgico e possiveis ajustes na adaptacdo das proteses
sobre implantes. Os resultados obtidos neste estudo demonstram a aplicabilidade e
previsibilidade desta técnica. Entretanto, critérios rigorosos de planejamento e execu¢do
sdo de fundamental importancia para a obtencao de resultados satisfatérios.

Palavras-chave: Ma Oclusdo de Angle Classe Ill, Implantes dentarios, Proteinas

Morfogenéticas Osseas, Reabilitacdo bucal, Protese dentéria fixada por implante.
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Abstract

The orthognathic surgery has been indicated for treatment of bone discrepancies in adult
patients. These surgeries involve invasive surgical procedures and high morbidity. Adult
patients with toothless malocclusion Class 111 have few treatment options, including
surgical therapies and, in selected cases, compensatory treatment alternatives. In this
context, the installation of tilted implants have produced excellent results, following bone
and physiological limitations. Thus, many patients with this bone discrepancies are not
subjected to orthognathic surgery because of pre-, intra- and postoperatively. Thus, the
compensation procedure can result in improvements in aesthetic, functional, psychological
and social as well avoiding more invasive surgical procedures such as orthognathic
surgery. The objective of this paper is to present a case of complete rehabilitation
addressing the applicability of tilted implants for skeletal class Il compensation and jaw
reconstruction with recombinant human bone morphogenetic protein type 2 (rhBMP-2) in
partially edentulous patients with the production of prosthesis bi-maxillary protocol. In this
case, reverse engineering technique was used in order to obtain predictability of aesthetic
and functional results, minimizing surgical time and possible adjustments in the fitting of
dentures on implants. The results of this study demonstrate the applicability and
predictability of this technique. However, strict criteria for planning and execution are
crucial for obtaining satisfactory results.

Keywords: Malocclusion, Angle Class I1l, Dental Implants, Bone Morphogenetic Proteins,

oral rehabilitation, dental prosthesis implant.

Introducéo

A ma oclusdo de classe Ill esquelética € uma deformidade d6ssea congénita ou

adquirida™®?

, sendo que o componente hereditario € o mais prevalente e afetam
aproximadamente 20% da populacdo. Diferentes relacionamentos entre as bases 0sseas,

maxila e mandibula, podem gerar a classe 11l esquelética, prognatismo mandibular com
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maxila normal, retrognatismo maxilar com mandibula normal, ou uma combinacdo de

ambas’%,

Nestes casos, pacientes jovens em fase de crescimento e desenvolvimento
craniofacial podem ser tratados com Ortopedia Facial e Ortodontia. Contudo, pacientes
adultos que apresentam moderada e grave deformidade devem ser tratados com
procedimentos cirurgicos ou compensatorios, dependendo da gravidade da ma oclusdo. A
cirurgia ortognatica é o tratamento utilizado para corrigir deformidades congénitas e
adquiridas de méa oclusdo Classe Il esquelética, apresentando como objetivos a melhoria
da estética facial, uma boa relacdo entre as bases dsseas e o estabelecimento da funcédo

8,13,22

apropriada As cirurgias ortognaticas envolvem procedimentos invasivos com

osteotomias, mobilizacéo, reposicionamento e fixacdo da maxila e mandibula, além das

7,912,13

complicagBes pos-cirdrgicas , muitos pacientes ndo sdo submetidos a cirurgia

ortognética em virtude destes fatores.?.

Em pacientes adultos com dentes comprometidos ou desdentados parciais ou totais
que apresentam problemas de méa oclusdo de Classe Ill, a instalacdo de implantes dentarios
inclinados tem sido descrita como opc¢do de tratamento viavel, dentro das limitagbes da
técnica. Desta forma, o trauma cirdrgico da cirurgia ortognatica é evitado ou minimizado,
permitindo a reabilitacdo com proteses implantossuportadas de forma menos traumatica,

efetiva, estética e previsivel'’.

A literatura®’ aponta que o sucesso da instalacdo de implantes esta diretamente
relacionada com a posicao e inclinacdo correta do implante, em se tratando do eixo axial,
entretanto para uma determinacdo mais precisa da posicdo, guias cirdrgicos Sao

utilizados?®,
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Além destes fatores, a reabilitagdo com implantes osseointegrados requer um
ambiente 6sseo favoravel para conferir ao implante estabilidade inicial e a possibilidade de
instalar proteses em posicées adequadas'®. Entretanto, pacientes desdentados sofrem ao
longo dos anos perdas alveolares em altura e espessura, tornando este ambiente
desfavoravel, necessitando de tratamento para reconstruir a estrutura perdida. Neste
contexto, fatores como a reconstrucdo 0ssea com recombinante humano da proteina
morfogenética dssea do tipo 2 (rhBMP-2) tem sido indicado para reabilitacdo em pacientes
que apresentam alto grau de atrofia 6ssea®'®®%%° Em 2007, a rhBMP-2 foi

1?8, Atualmente, varios

disponibilizada para procedimentos referentes a reabilitacdo ora
estudos abordam a reconstrucdo dos 0ssos gnaticos com rhBMP-2 que tem apresentado
resultados satisfatorios e previsiveis em levantamento seio maxilar>?, preenchimento de

defeitos 6sse0s®, regeneracdo 6ssea guiada®®, aumento 6sseo em rebordos alveolares

atroficos™® .

Apesar de descri¢fes prévias na literatura, abordagens relacionadas a instalacdo de
implantes inclinados bem como o uso de rhBMP-2 em rebordos atroficos tem despertado
interesse na comunidade cientifica. Desta forma, o objetivo deste estudo é apresentar um
caso clinico de uma reabilitacdo total, abordando a aplicabilidade de implantes inclinados
no sentido axial lingual na mandibula, orientados por guia tomografico e cirdrgico visando
a compensacdo da discrepancia 6ssea resultante de uma ma oclusdo de Classe Ill
esquelética e a reconstrucdo maxilar atraves de rhBMP-2, para confeccdo de protese tipo

protocolo bi-maxilar.
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Relato de caso

Paciente 50 anos, sexo feminino, apresentando perdas dentérias multiplas, procurou
por tratamento reabilitador no Instituto Latino Americano de Pesquisa e Ensino
Odontoldgico (ILAPEO, Curitiba, Parand) com queixa principal baseada na estética

desfavoravel decorrente de ma ocluséo de Classe 111 esquelética e perdas dentérias.

Na analise facial, a paciente apresentou padrdo de Classe IIl, com deficiéncia
antero-posterior no terco médio da face, resultando em perda do suporte labial, angulo
naso-labial diminuido (Figura 1a). O terco médio inferior apresentou-se aumentado com
selamento labial forcado e com giro anti-horario da mandibula, intensificando o aspecto

estetico desfavoravel caracteristico da ma oclusdo de classe 111 (Figura 1b).

Figura 1. (a) Analise extra-bucal do perfil facial mostrando a perda de suporte labial e
reducdo no angulo naso-labial. (b) Observar aspecto extra-bucal frontal e a presenca de

selamento labial forgado.
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A paciente utilizava protese parcial removivel superior mucodentossuportada com
severo desgaste incisal, decorrente da mordida em topo com antagonista (Figura 2a,b). A
analise intra-bucal revelou a presenca de estomatite protética, caracterizada pelo aspecto
eritematoso da mucosa resultante dos habitos de higiene bucal insatisfatorios (Figura 3a).
A estomatite protética foi tratada com gel de 20 mg/g de miconazol durante 14 dias,
resultando na remissdo do quadro clinico. A paciente também foi orientada quanto a
higienizacdo da protese bem como quanto ao habito de remover a protese no periodo

noturno.

O exame radiogréafico revelou a presenca de reabsorcdo 6ssea no sentido horizontal
e vertical decorrente de perdas multiplas dentarias na maxila. Na mandibula, foram
observados 8 dentes com préteses do tipo metaloceramica, doenca periodontal em fase
avancada com perda de suporte 6sseo e multiplos dentes com tratamentos endoddnticos,

acompanhados por lesBes radiograficos compativeis com rarefagdes dsseas periapicais

(Figura 4).

Figura 2. (a) Aspecto extra-bucal do sorriso com protese. (b) Aspecto intra-bucal

revelando de desgastes incisais da prétese decorrente de mordida em topo.
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Figura 3. (a) Analise intra-bucal do rebordo superior. Observar o0 aspecto eritematoso da

mucosa em aspecto oclusal. (b) Aspecto vestibular deste rebordo.

Figura 4. Radiografia panoramica inicial.

A andlise cefalométrica revelou um padréo esquelético de Classe Il com (ANB —

2,72°), padréo facial dolicofacial (SN.GoMe 42,46°), com perfil concavo (H.NB 1,18°) e
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com inclinagdo lingual dos incisivos inferiores (IMPA 78,04° e 1.NB 18,28°) e protruséo

incisivo inferior (1-NB 5,87mm).

Inicialmente, o planejamento proposto envolveu a exodontia dos dentes inferiores
remanescentes bem como a combinacédo de cirurgia ortognatica com recuo mandibular. Na
arcada superior, foi proposta a instalacdo de implantes zigométicos ou reconstrugdo da
maxila rhBMP-2 para instalacdo de implantes osseointegrados e reabilitagdo com protese
do tipo protocolo. Entretanto, devido a alta morbidade, a paciente recusou o plano de
tratamento. O segundo plano de tratamento referente ao rebordo mandibular foi baseado na
instalacdo de implantes 6sseos inclinados no sentido axial lingual e reconstru¢do maxilar

com rhBMP-2 e reabilitacdo com protese do tipo protocolo.

Para a realizacdo do plano de tratamento aceito pela paciente, inicialmente foi
realizado exame clinico, radiogréafico e fotografico. O planejamento cirrgico foi realizado
em 3 fases distintas: sendo, inicialmente com instalacdo dos implantes inclinados axial
lingual. Em seguida, o plano de tratamento abordou a reconstrucdo da maxila com
rhBMP-2 e finalmente instalacdo dos implantes nesta regido. O planejamento protético foi
realizado pela técnica do planejamento reverso, visando otimizar os resultados. Em uma
primeira fase, foi planejado prétese mucodentosuportada em maxila e prétese protocolo
implantossuportada na mandibula, e ap6s a reconstrugdo maxilar com rhBMP-2, a

confeccdo da protese protocolo.

A execucdo do plano de tratamento iniciou-se com a moldagem anatémica pela
técnica hibrida de moldagem, utilizando silicone denso e refinamento com alginato para
obtencdo dos modelos de estudo. Em seguida, foram confeccionada moldeiras individuais
com rodetes de cera para registro da dimensdes vertical de oclusdo (DVO) e relacdo

céntrica (RC). A Tecnica de Willis associada a testes fonéticos, analise facial e técnica da
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degluticdo foram realizados para mensurar as relacbes maxilofaciais. Na sequéncia, foi
realizada uma montagem em articulador semi-ajustavel bem como registros no arco facial.
A montagem dos dentes seguiu 0 modelo pré-determinado para paciente compensando o
tamanho da mandibula em relacdo a maxila em aspecto frontal (Figura 5a) e lateral (Figura
5b). Na prova dos dentes, foi possivel observar melhorias nas relagdes horizontais, altura
facial, angulos naso-labial e na projecdo dos tecido moles, em repouso (Figura 6a) e no
sorriso (Figura 6b). Apds a prova de dentes e verificacdo da relacdo intermaxilar, espaco
funcional livre e a estética, a prétese foi duplicada para confec¢do do guia multifuncional.
Foi confeccionado um guia radiografico e instalado na prétese superior e solicitado uma
telerradiografia de perfil para avaliacdo da posicdo da prétese total em relacdo a regido

mentual para planejamento da instalacdo dos implantes inclinados axial lingual inferiores.

Figura 5. (a) Montagem dos dentes compensando discrepancias 6sseas, aspecto frontal. (b)

Aspecto lateral.
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Figura 6. (a) Avaliacdo do perfil facial durante a prova dos dentes em repouso. (b)

Avaliacdo do sorriso, revelando uma estética facial mais favoravel.

A primeira fase do procedimento cirurgico, procedeu-se com a instalacdo de
implantes inclinados axiais para lingual. A cirurgia foi realizada em ambiente ambulatorial
com anestesia local associada a sedacdo endovenosa, com incisdo linear sobre o rebordo,
intrasulcular na regido dentada e relaxantes nas duas regides distais, apds o forame
mentual. Em seguida, procedeu-se o descolamento mucoperiosteal, remocdo dos
remanescentes dentarios, regularizacdo do rebordo alveolar com brocas multilaminadas
para peca de mé&o, adaptagdo do guia multifuncional e instalagdo dos 5 implantes
interforaminais (Figura 7). Foram utilizados implantes com conexdo do tipo cone Morse
(Titamax Cortical, Neodent, Curitiba, Brasil), nas regides numeradas de 1 a 5 da esquerda

para direita com dimensdo de 3,5 mm didmetro e 13 mm de comprimento. Todos 0s
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implantes instalados atingiram torques de insercdo acima de 60 Ncm, compativeis com a
técnica da carga imediata. Os implantes foram inclinados obedecendo parametros de
espessura dssea e relacdo com o plano oclusal determinado pelo posicionamento da prétese
superior analisada na telerradiografia de perfil. Apos a instalacdo dos implantes, seguiu-se
a selecdo dos componentes protéticos, minipilares cénicos 3,5 mm (Neodent), nas regides
2 e 3 componentes retos e angulados em 17° nas regido 01, 04 e 05 compensando a
inclinacdo dos implantes para a confeccdo de uma barra protética com menor largura. Em
seguida, procedeu-se a moldagem de transferéncia dos minipilares e registro oclusal para
acrilizacdo da protese protocolo e protese total superior (Figura 8). As préteses foram
instaladas 2 dias ap6s a insercdo dos implantes (Figura 9), sem intercorréncias nos
procedimentos cirurgicos e protéticos, e a paciente relatou estar satisfeita com a estética

alcancada, estabilidade da reabilitacdo e conforto mastigatorio (Figura 10a e 10b).

Figura 7. Radiografia panordmica apds a instalagdo dos implantes inferiores.
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Figura 8. Moldagem de transferéncia e registro interoclusal.

Figura 9. Aspecto clinico da instalacdo da protese do tipo protocolo inferior e prétese

mucodentosuportada superior.
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Figura 10. (a) Aspecto clinico do perfil facial ap6s a reabilitacdo protética em posicao

lateral. (b) Frontal.

Na segunda fase, os procedimentos cirargicos foram realizados em ambiente
hospitalar sob anestesia geral. A cirurgia iniciou-se com incisdo, descolamento
mucoperiostal, esvaziamento do canal do incisivo e remogéo dos elementos remanescentes
dentarios. O exame tomografico (Figura 11) e clinico intra-bucal (Figura 12a e 12b)
mostrou uma variagdo anatomica incomum das fossas nasais no sentido lateral
promovendo comunicagdo com os seios maxilares que se estendia até os segundos molares
superiores. Assim, optou-se por realizar a elevacdo das fossas nasais com preenchimento
da cavidade com osso xenogeno liofilizado (BioOss, Geistlich Biomaterials, Osteohelth,
Switzerland) associado a rhBMP-2 (INFUSE® Bone Graft, Medtronic Spinal and
Biologics, Memphis, TN) (figura 13a), fixados com malha de titénio e parafuso de enxerto

1,2 mm diametro e 10 mm de comprimento (Neodent, Curitiba, Brasil) (Figura 13b) e
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revestido com membrana de colageno reabsorvivel (Bio-guide, Geistlich Biomaterial,
Osteohelth, Switzerland). A protese mucodentossuportada superior foi aliviada, tornando-
se uma protese total (PT), sendo reembasada com material resiliente (Bosworth Trusoft,
Illinois, USA) e instalada. O exame radiogréafico ilustra o arcabouco com malha de titanio
(Figura 14) e evidencia a dimensdo da reconstrucdo, sendo assim, estipulou-se um periodo

de 8 meses para instalacdo dos implantes superiores.

Figura 11. Aspecto tomografico da maxila evidenciando a variacdo anatémica das fossas

nasais em comunicacdo com seio maxilar.
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Figura 12. (a) Aspecto clinico da lateral direita. (b) Lateral esquerda.

Figura 13. (a) Aspecto clinico do preenchimento da cavidade com 0sso xendgeno

liofilizado associado a rhBMP-2.
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Figura 13. (b) Aspecto clinico do arcabouco com malha de titanio fixados com parafuso

de enxerto.

Figura 13. (c) Aspecto clinico ap6s o posicionamento da membrana reabsorvivel.
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Figura 14. Aspecto radiografico panoramico ilustrando o arcabouco da reconstrucdo da

maxila com malha de titanio.

Finalmente, na terceira fase procedeu-se a instalagdo de 8 implantes na maxila,
sendo conexdo do tipo cone Morse (Drive Acqua, Neodent, Curitiba, Brasil) nas regides
numeradas de 1 a 8 da esquerda para direita com dimensdo de 3,5 mm de diametro e 13
mm de comprimento. Todos os implantes instalados atingiram torques de insercdo acima
de 30 Ncm. Entretanto, por se tratar de uma extensa reconstrucdo na regido maxilar, optou-
se por esperar um periodo de 6 meses para osseointegracdo. O exame radiogréfico revelou
auséncia de radiolucidez peri-implantar em todos os implantes instalados na mandibula,
sugerindo que a osseointegracdo ocorreu dentro dos padrbes de normalidade apds 20
meses, podemos observar também a formagéo 0ssea sobre o rebordo alveolar da maxila em
8 meses e a instalacdo dos implantes maxilar (Figura 15). Apds periodo de 20 meses para
mandibula e 8 meses para maxila, foi realizado uma analise cefalométrica com
sobreposicdo das imagens iniciais e finais do tratamento para comparar as mudancas

alcancadas (Figura 16). Observa-se na regido maxilar um maior volume désseo com a
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reconstrucdo com rhBMP-2, e na regido mandibular a diferenca entre a posicéao inicial e
final em resultado da regularizacdo do rebordo 0sseo (altura) e a instalacdo dos implantes
inclinados (lingualizacdo). A anélise cefalométrica (Tabela 1) revelou uma diferenca entre
0 posicionamento inicial dentario (1-NB 5,87 mm) e final dos implantes (1-NB 2,79 mm),
resultando em um posicionamento mais retruido dos implantes em 3,08 mm em relacéo a
base apical. A mensuracdo angular inicial foi de 1.NB 18,28 enquanto a mensuracdo final
foi de 1.NB 10,33°, finalizando uma inclinacéo de 7,95°. Em relacéo ao IMPA, os valores
iniciais foram de 78,04° e os valores finais foram de IMPA 70,46°. No acompanhamento
clinico e radiografico ap6s 20 meses, foi observada estabilidade funcional da prétese
protocolo inferior e PT superior com auséncia de desgastes oclusais. Assim sendo, 0s
procedimentos realizados neste caso clinico revelam resultados clinicos favoraveis,
caracterizados pela correcdo das discrepancias sem a necessidade de cirurgias ortognaticas.
A protese protocolo superior foi confeccionada ap6s 6 meses a instalacdo dos implantes
superiores. Os resultados obtidos nesta reabilitacdo revelam um perfil compensatério

aceitavel e estavel nos aspectos estéticos, oclusais e funcionais (Figura 17) .

Tabela 1. Comparacdo da Anélise Cefalométrica inicial e final.

Inicial Final Padrdo
SNA 75,06 gr 76,83 gr 82,00
SNB 77,78gr 77,78 ¢gr 80,00
ANB -2,712 gr -1,05 gr 2
1.NB 18,28" 10,33" 25"
1-NB 5,87 2,79 4,0
SNGoGn 42,46 41,76 32
IMPA 78,04° 70,46° 87°
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Figura 15. Aspecto radiografico panoramico ilustrando acompanhamento de 20 meses
apos instalacdo de implantes na regido mandibular, e imediatamente apos a instalacdo dos

implantes na regido maxilar.
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Figura 16. Aspectos cefalométricos em sobreposicéo, evidenciando as diferencas apos

reconstrucdo com rhBMP-2 e instalacdo dos implantes inclinados.
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Figura 17. Aspecto clinico da reabilitacdo final: (a) Aspecto Intra-bucal em Oclusdo.
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Figura 17. (b) Aspecto frontal.

Figura 17. (c) Perfil.

Discussao

O tratamento de paciente adulto com méa oclusdo esquelética de Classe Il é um
grande desafio e apresenta op¢des de tratamento que incluem a cirurgia ortognatica e a

8111322 Entretanto, é

confeccdo de proteses mucossuportadas e implantossuportada
importante que as discrepancias 0sseas sejam compensadas para a confecgdo de proteses

com oclusdo adequada, evitando a instabilidade®.

A reabilitacdo protética com instalacdo de implantes osseointegraveis promove,
além da estabilidade das proteses, a possibilidade de reabilitar pacientes, compensando
discrepancias e evitando cirurgia ortognética®. Neste contexto, 0 planejamento reverso
permite prever os resultados estético e funcionais e planejar o posicionamento dos

implantes buscando o melhor relacionamento entre as bases 0sseas.
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A literatura®® enfatiza que os implantes devem ser instalados perpendicular ao
plano oclusal. Entretanto, em pacientes que ndo apresentam condi¢cdes favoraveis
anatomicamente para a instalacdo perpendicular, a inclinacdo dos implantes pode ser uma
alternativa viavel na reabilitacdo’®. Os mecanismos de compensacdo podem ser fatores de
grande relevancia na reabilitacdo protética de sucesso em pacientes com diferentes classes
esqueléticas, que possibilitam a instalacdo de proteses que permitam estabilidade, funcdo,

estética e a satisfacdo do paciente™.

Corroborando com outros autores>?

, a instalagdo de implantes com inclinagdo
axial lingual foi utilizado neste caso com objetivo de compensar a discrepancia esquelética
de classe Il com prognatismo mandibular. A execu¢do do planejamento reverso bem
como a confeccdo do guia cirargico foram de grande relevancia no planejamento cirargico
para definicdo do posicionamento dos implantes e na confeccdo de prétese. Além da
instalacdo de implantes inclinados, foi utilizado o protocolo de carga imediata, o qual vem

18,24

sendo frequentemente utilizado com o objetivo de estimular mecanicamente o tecido

0sseo subjacente bem como reduzir o numero de intervenc@es cirurgicas e protéticas.

A instalacdo de implantes inclinados associada a técnica de carga imediata tem sido
proposta para a reabilitacdo de maxilas atroficas, apresentando elevado indice de sucesso e

|4,9,15,16,29

manutencdo do niveis de osso marginal e gengiva Por outro lado, outros

aUtoreSZ'lOM'Zl'zg

ndo encontraram diferencas nos resultados clinicos e radiograficos entre
implantes inclinados e axiais. Vale ressaltar que estes estudos referem-se a implantes
inclinados no sentido mesio-distal, sendo que a inclinacdo de implantes no sentido
vestibulo-lingual ndo foi encontrada nesta revisdo. Este caso clinico com acompanhamento

de 20 meses apresenta resultados clinicos favoraveis referentes aos niveis 0sseos e

gengivais.
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Neste estudo, a paciente apresentava prétese superior removivel com desgastes
excessivos devido a mordida em topo com proteses fixas metaloceramicas inferiores. Além
disso, todos os dentes inferiores apresentavam tratamento endodoéntico e as rarefacGes
periapicais persistentes, sugerindo que tais complicacbes poderiam estar associadas a ma
oclusdo em topo. Além disso, a paciente apresentava atrofia 6ssea maxilar com uma
variacdo anatbmica incomum das fossas nasais no sentido lateral promovendo
comunicacdo com 0s seios maxilares que se estendia até os segundos molares maxilar.

Baseada nos resultados favoraveis encontrados na literatura®?®=°

, optou-se por realizar a
elevacdo das fossas nasais com preenchimento da cavidade com o0sso xendgeno liofilizado
associado a rhBMP-2. Em um relato de caso®, a aplicabilidade da rhBMP-2 associado com
0ss0 autodgeno, esponja absorvivel de coladgeno e plasma rico em plaquetas em grandes
defeitos alveolares foi relatada. Apdés 1 ano de acompanhamento, os tecidos moles
apresentaram-se saudaveis, o exame tomografico revelou aumento 0sseo peri-implantar,
rebordo alveolar normal com aumento da densidade dssea. Outros autores'®, apresentaram
um caso clinico de uma paciente com severa atrofia maxilar recebendo tratamento com
rhBMP-2 associado a 0sso xendgeno liofilizado apds periodo de 6 meses, observou-se

consideravel formacdo dssea permitindo a instalacdo de implantes. O caso teve

acompanhamento de 3 anos e apresentou excelentes resultados clinicos.

No entanto, existe na literatura uma controvérsia quanto ao melhor material para
reconstrucdo 0ssea. O 0sso autogeno é recomendado como padrdo ouro para reconstrucoes
de defeitos alveolares™, entretanto, é uma alternativa de tratamento que apresenta grande
morbidade®. Outros substitutos 6sseos como rhBMP-2 tem sido indicado, apresentando

resultados favoraveis®®?*°_ Neste relato de caso, a opcdo do uso de rhBMP-2 foi baseada
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na reducdo de morbidade, uma vez que ndo ha necessidade de acessar qualquer sitio

doador.

A andlise cefalométrica ap6s compensacdo com os implantes inclinados para
lingual e reconstrugéo com rh-BMP2 revelou uma diferenca entre o posicionamento inicial
dentério (1-NB 5,87 mm) e final dos implantes (1-NB 2,79 mm), resultando em um
posicionamento mais retruido dos implantes em 3,08 mm em relacdo a base apical. A
mensuragdo angular inicial foi de 1.NB 18,28 enquanto a mensuracédo final foi de 1.NB
10,33°, finalizando uma inclinacdo de 7,95°. Em relagdo ao IMPA, os valores iniciais
foram de 78,04° e os valores finais foram de IMPA 70,46°. Esta compensagdo no
posicionamento dos dentes em relagdo aos implantes inclinados permitiu a confeccdo de
préteses com maior estabilidade, ou seja proteses com overjet e overbite dentro dos limites
padrdo, evitando assim uma oclusdo com mordida em topo a topo caracteristico de
pacientes com ma oclusdo esquelética de classe Ill. Este posicionamento estratégico
também permitiu a confeccdo de uma barra protética com menor largura, o que favorece a
higienizacdo, acomodac¢do do musculo da lingua, diccdo e conforto, associado a um perfil

estético mais favoravel.

Conclusao

Com base na literatura e nos resultados obtidos neste caso clinico, pode-se observar
que a reconstrucdo com rhBMP-2 e a instalacdo de implantes inclinados é uma técnica que
apresenta aplicabilidade e previsibilidade para a reabilitacdo de pacientes com atrofia dssea

e necessidade de compensacdo esquelética mé oclusbes de classe Ill. Entretanto, para
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obtencdo de resultados clinicamente satisfatorios, € de fundamental importancia que
critérios de planejamento e execucdo sejam rigorosamente analisados. E ainda, estudos de
maior amostragem e periodos de acompanhamento longos devem ser realizados para
comprovar que estas estratégicas de tratamento podem ser bem indicados para reabilitacao
de pacientes atroficos e com necessidade de compensacdo de discrepancias 0sseas para

reabilitacdo protética.

Abreviaturas

DVO: dimensao vertical de oclusdo

PT: protese total

rh-BMP2: proteina morfogenética recombinante humana

ANB: relacdo maxila-mandibula no sentido antero-posterior.

SN.GoMe: padréo de crescimento facial

HNB: perfil mole com estruturas esqueléticas

1-NB: protrusdo do incisivo inferior

IMPA: inclinacdo axial do longo eixo do incisivo inferior em relagdo ao plano mandibular
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7.2 Termo de Consentimento

AUTORIZACAO PARA USO DE IMAGEM
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