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As caracteristicas de superficie dos implantes dentarios revestem-se de uma importancia extrema uma vez que é nessa zona que ocorrem as reacoes bioldgicas que
conduzem, quando as condi¢cdes sao favoraveis, a osteointegracao2. Fatores como a microtopografia, nomeadamente a rugosidade, e a composicao quimica superficial sao
Importantes pois podem condicionar a osteogéenese desde as fases iniciais, moleculares, até as fases mais avancadas, celulares, devendo ser analisados sempre que se
procuram interpretar resultados referentes ao fendmeno da osteointegracao e ao desempenho de implantes3>. No presente trabalho procurou-se analisar o comportamento

biologico de células osteoblasticas in vitro quando em contacto com superficies implantares com diferentes microtopografias.

Foram utilizados 264 implantes em titanio comercialmente puro de graus Il e IV que foram divididos em seis grupos: grupos 1 e 2 —
Implantes submetidos a jateamento e ataque acido, segundo protocolos diferentes, e grupo 6 formado por implantes revestidos a spray de plasma de titanio. Os implantes do
grupo 5 eram, segundo o fabricante, uma evolucao relativamente aos implantes pertencentes ao grupo 4, apresentando o mesmo tipo de tratamento de superficie embora

realizado segundo um protocolo distinto.

Os implantes foram cortados longitudinalmente, no sentido do seu longo eixo, e transversalmente, tendo os cortes sido realizados com recurso a um disco diamantado,
montado num micrétomo para tecidos duros nao descalcificados. As amostras obtidas foram submetidas a um processo de limpeza metalografica, em banho ultra-sénico,
secas numa estufa a temperatura de 37 C, durante 24 horas, e esterilizadas, em mangas individuais, em autoclave a uma temperatura de 121 C e uma pressao de 124 KPa,

durante 45 min.

Os implantes dos seis grupos foram semeados com células de medula 6ssea humana e cultivados por um periodo de 33 dias tendo o comportamento celular sido avaliado,
ao longo do tempo de cultura, quanto a adesao celular a superficie dos implantes, a organizacao do citoesqueleto de F-actina, a morfologia celular, ao padrao de
crescimento celular e a alguns marcadores osteoblasticos nomeadamente, quanto a atividade da fosfatase alcalina, a expressao genica de proteinas da matriz, a capacidade

de formacao de uma matriz mineralizada e ao consumo de calcio ionizado a partir do meio de cultura.

Implantes magquinados, grupos 3,4 e 5 —

O processo de adesao celular foi avaliado nas primeiras 24 horas de cultura atraves de Microscopia
Electronica de Varrimento (MEV) (Fig. 1). As células osteoblaticas demonstraram capacidade para aderir a
todas as superficies analisadas nao se observando, para este tempo, diferencas significativas entre os
diferentes grupos de implantes.

A morfologia celular e a organizacao do citoesqueleto foram observadas com recurso a Microscopia
Confocal de Varrimento Laser apos coloracdo imunocitoquimica para o citoesqueleto de F-actina e nucleo
(Fig. 2). Aos 21 dias, € evidente o aumento significativo do numero de células em todos os tipos de
Implantes. Nesta fase, as células apresentam numerosos prolongamentos citoplasmaticos e extenso
contacto celular. O citoesqueleto de F-actina, que desempenha um papel fundamental na morfologia
celular, parece apresentar uma organizacao que € influenciada pelas caracteristicas da superficie. Assim,
nos implantes dos grupos 1 e 2 as fibras de actina apresentam uma disposicao mais alongada que o
observado nas restantes superficies.

No dia 28 de cultura, a superficie dos implantes apresentou-se praticamente recoberta por uma camada
celular (Fig. 3). As imagens obtidas atraves de MEV mostram diferencas relativamente ao padrao de
crescimento celular nas varias superficies. Os implantes dos grupos 1 e 2 apresentam uma camada
celular distribuida em forma de palicada e um padrao de crescimento diferente nas duas vertentes. Os
iImplantes dos grupos 3, 4 e 5 apresentam uma camada celular com um grau de complexidade elevado,
com as células a emitirem prolongamentos citoplasmaticos e sendo visivels numerosas estruturas
fibrilares. Os implantes do grupo 6 apresentam uma camada de celulas dispostas aleatoriamente que se
adaptam as irregularidades da superficie e estabelecem numerosos contactos intercelulares.

Durante a primeira semana a atividade da fosfatase alcalina revelou-se pouco expressiva para 0s seis
grupos de implantes mas a partir da segunda semana observou-se um aumento significativo da atividade
enzimatica. O pico maximo da atividade foi alcancado no dia 21 para os implantes dos grupos 3,5 e 6 e,
guatro dias depois, aos 25 dias, para os implantes dos grupos 1, 2 e 4. As diferencas observadas, ao dia
21, para os implantes dos grupos 3, 5 e 6, comparativamente com os valores obtidos para os implantes do
grupo 1, foram estatisticamente significativas [MANOVA (p<0,05)]. Para cada um dos grupos os valores
comecaram a diminuir, apds este pico, durante o restante tempo de cultura (Grafico 1).

Aos 21 dias nao se observaram diferencas significativas na expressao genica dos marcadores
osteoblasticos analisados (colagénio tipo |, fosfatase alcalina, osteoprotegerina e BMP-2) (Gréfico 2).

A avaliacdo quantitativa do processo de mineralizacdo da matriz foi efetuada através da determinacao dos
niveis de calcio ionizado no meio de cultura, ao longo do tempo de cultura (Grafico 3) mostrando uma
diminuicdo mais precoce dos niveis para os implantes do grupo 3.

A analise aos 28 dias, atraves de MEV, dos implantes colonizados, revelou a presenca de uma camada
praticamente continua de células osteoblasticas contendo depdsitos minerais de aspeto globular em
associacao com a matriz extracelular. De evidenciar, no entanto, que o implante do grupo 3, parece
revelar uma organizacao celular mais complexa e maior abundancia de depdsitos minerais, do que 0s
restantes implantes. Em contrapartida, o implante do grupo 4 mostra a presenca de uma camada celular
praticamente continua que parece conter menor numero de estruturas globulares, em comparacdo com o
observado para os demais grupos de implantes (Fig. 4). Através da espectrometria de difracao de Raios X
fol possivel analisar o espectro representativo das estruturas globulares presentes nas culturas celulares.
Para os seis grupos de implantes, o espectro revelou a presenca de picos correspondentes ao fosforo (P)
e ao calcio (Ca) (Grafico 4) sugerindo gue as formacoes globulares presentes na camada celular contém
fosfato de calcio.

Neste trabalho confirmou-se a excelente biocompatibilidade dos implantes confecionados em titanio
comercialmente puro® ja que todos promoveram a adesao celular a sua superficie e a sua proliferacao,
independentemente do tipo de tratamento de superficie. A diferenciacdo osteoblastica e a formacéao de
depositos minerais ocorreram em todas as superficies analisadas, independentemente da macro e
microtopografia do implante. Apesar disso, parece ser evidente que a superficie dos implantes influencia o
comportamento bioldgico, in vitro, para o conjunto dos parametros analisados mesmo para implantes com
a mesma designacao de superficie embora preparada segundo protocolos distintos.

Fig.2 - Morfologia celular aos 21 dias
de cultura, nas seis superficies
analisadas. Imagens obtidas por
Microscopia Confocal de Varrimento
Laser (400x).

Flg 1 Morfologla celular as 24h de cultura nas
seis superficies analisadas. Imagens obtidas
por MEV (100x).

Gréfico 1 - Atividade de fosfatase alcalina nos
seis grupos de implantes, ao longo dos 28
dias de cultura.

Flg.3 - Padrao de crescimento celular aos
28 dias de cultura. Imagens obtidas por
MEV (500x).

Grafico 2 - Expressdo génica de marcadores
osteoblasticos, avaliada por RT-PCR, no dia
21 de cultura, nos seis grupos de implantes.

Grafico 3 - Evolucdo dos niveis de cdélcio
lonizado no meio de cultura ao longo do tempo
de incubacéao (33 dias).

*Estatisticamente diferente dos valores relativos ao implante
do grupo 1 (p<0,05) para os implantes dos grupos 3, 5 e 6.

Graflco 4 Espectro de dlfracc;ao de Raios X
representativo das estruturas globulares
presentes nas culturas celulares, no dia 28 de
cultura.

Fig.4 - Imagens obtidas por MEV, em
grande ampliacdo (2.000x), da camada
celular presente na superficie dos seis
grupos de implantes, no dia 28 de cultura.
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