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RESUMO: O titanio é bastante utilizado para corifewr implantes dentarios e ortopédicos
devido as suas propriedades fisicas e biocompd#té. Modificagbes na superficie e
rugosidade do titnio podem ser realizadas a finmééhorar o reparo ésseo ao redor do
implante. Este reparo, em sua fase inicial, curga aoflamacdo mediada por células
mononucleares. Assim, o presente estudo teve cofetvabanalisar a influéncia do tipo de
tratamento de superficie do titanio no perfil deFBG produzido por mononucleargsvitro.
Células mononucleares (PBMC) foram obtidas do samgui#érico de adultos sadios, e
plaqueadas por 24 horas sobre trés superficiagadssi(grupo S1), jateada/subtraida (grupo
S2) e jateada/subtraida seguida por deposi¢do eéePCamorfo (grupo S3). Apds 24 horas, as
placas passaram por teste de viabilidade celulaMJd -Formazan, com leitura a 570 nm.
Também em 24hs, foram realizadas analise da morfolegitar, ao microscopio eletrénico
de varredura (MEV), e dosagem de P&Fdo sobrenadante, por Elisa Sanduiche. A
sensibilidade de deteccdo foi 60 pg/ml. Os dadd&lad foram submetidos ao teste de
normalidade e ao teste ndo paramétrico de KruskalidNmra analises mdltiplas (p<0,05).
N&o foram detectadas diferencas significativas mesiside absorbancia dos mononucleares
pelo MTT-Formazan ou nos niveis T@EFproduzidos em 24 horas sobre as trés superficies
(p>0,05). Em relacdo a morfologia, os PBMC mostrasamais espraiados em S1. Conclui-
se que o tipo de superficie ndo interferiu na liddmle celular ou na producdo de TAF

entretanto no grupo S1 induziu modifica¢gdes na mogfaldos mononucleares.
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ABSTRACT: Titanium is often used to make dental anti@pedic implants due to its great
physical properties and biocompatibility. Modificats in titanium surface and roughness can
already be done in order to improve bone repaimrzidhe implants. The initial phase of this
repair consists of an inflammatory process mediatedmimponuclear cells. That being
pointed, the aim of this study was to analyze tfi@@mce of titanium surface treatment in the
TGH31 profile produced by human mononuclear cétisvitro. Mononuclear cells were
obtained from peripheral blood of healthy human tdahd plated for 24 hours over three
surfaces: titanium as-machined surface (group Blajted/ etched surface (group S2), and
blasted/etched Ca- and P-based coating surfaceigg&3). After 24h, the plates were
submitted to a viability test using MTT-Formazan whigas then read at 570 nm. Also at
24h, was analyzed the cell morphology using a sognmicroscope (SEM) and the TEF
concentration of the supernatant determined by Eliaadwich. The sensibility detection
level was 60 pg/ml. Non-parametric Kruskall-Walkst for multiple analyses (p<0.05) was
applied after the normality test. There were notnfbwany significant difference in the
absorbance levels of mononuclear by MTT-Formazam ¢ineé TGIB1 levels produced at 24
hours on all three surfaces (p>0.05). Considerigly morphology, PBMC cultures showed
spread cells in group S1. Therefore, the type ofasa did not interfere in cell viability or
TGH31 production; however it induced modifications in rmapaclear cell morphology in

group S1.
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INTRODUCAO laminados (Amarante & Lima, 2001,
Albrektsson, 2005).
A implantodontia representa um Esses implantes odontoldgicos

dos maiores avancos da Odontologia nos baseavam-se no empirismo e fracassaram
tempos recentes. A busca por um substituto devido a falta de estudos clinicos e
mais préoximo possivel do elemento dental cientificos controlados. Entretanto, na
perdido, fez com que diferentes sistemas década de 60, Branemark e colaboradores,
de implantes, utilizando os mais diversos apoiados em pesquisas bésicas e clinicas,
materiais fossem utilizados, como o0 iniciaram o desenvolvimento de um novo
implantes agulhados, subperiostais e sistema de implantes. Esse novo sistema de

implantes baseava-se numa ancoragem



direta no tecido Osseo intacto, sem a
interposicdo de tecido mole, denominada
osseointegracdo (Amarante & Lima, 2001;
Simon & Waston, 2002) Inicialmente néo
foi possivel demonstrar o fendbmeno de
osseointegracdo devido a auséncia de
equipamento que permitisse cortar o tecido
0sseo intacto, sem a remoc¢éo do implante
metdlico, o que sO6 foi demonstrado
claramente por Schroeder e colaboradores
em 1976 (Albrektsson, 2005).

Diversos  metais

como aco

inoxidavel, titanio, cobalto e ligas de

cobre-aluminio sdo empregados para
confeccdo desses dispositivos (Puelo &
Nanci, 1999; Amarante & Lima, 2001;

2003; Schmidt et al., 2003),

entretanto, o titAnio por suas excelentes

Davies,

propriedades fisicas tem apresentado
melhores resultados, possibilitando maior

ancoragem 6ssea sem a interposicdo de
camada de conjuntivo fibroso (Xavier et

al., 2003). A camada de Oxido de titanio

formada ap0s o contato desse metal com ar
atmosférico parece favorecer o processo de
neoformacao éssea (Davies, 2000).

Essa nova geracdo de implantes

endosseos, apresenta grande
previsibilidade clinica. Estudos
longitudinais demonstraram taxas de

sucesso acima de 95% em tratamentos com

0s implantes de titanio, desde que

adequadamente utilizados (Davies, 2000;
Albrektsson, 2005).

Contudo, com intuito de acelerar o
processo de reparo 6sseo, permitindo a
realizacdo de casos com carga imediata e a
instalacdo em areas pobres em tecido
0sseo, foram desenvolvidos novos sistemas
de

original de Branemark e colaboradores.

implantes, baseados no protocolo
Estes sistemas apresentam variagdes no
desenho do parafuso, composicdo do
de
superficie (Amarante & Lima, 2001;
Brunette & Chehroudi, 1999; Davies,
2000).

O tipo de tratamento de superficie

tithnio, topografia e tratamento

influencia a adesdo, diferenciacdo e
morfologia celular na interface do implante
(Brunette & Chehroudi, 1999; De Oliveira
& Nanci, 2004; Rosa & Beloti, 2003;
Xavier et al., 2003; Li et al., 2004), embora
em alguns tipos de tratamento, esses
efeitos sejam negativos, como nos
tratamentos por adicdo (Amarante & Lima,
2001).

Nos implantes tratados por adigéo,
sdo incorporadas substancias ou particulas,
de

diferenciacdo de osteoblastos e a producao

com 0 objetivo favorecer a

de matriz, acelerando a velocidade e a
qualidade da neoformacéo 6ssea (Coelho et
al.,, 2009). No entanto, alguns estudos
observaram que as particulas incorporadas
por adicdo soltam-se da superficie do
titanio, sdo fagocitadas por macrofagos e

estimulam a producdo de citocinas proé-



inflamatorias, retardando o processo de

reparo (Amarante & Lima, 2001; Coelho et

al., 2009).
Jateamentos do

tithnio, seguidos ou néo, de ataque &cido,

na superficie

assim como tratamentos eletroliticos,

possibilitaram o desenvolvimento de

cobertura de Ca e P (Coelho & Lemons,
2009),

inflamatorios e gerando instabilidade do

estimulando  eventos  pré-
implante (Lemons, 2004).

Varias técnicas tém sido usadas em
escala comercial para incorporacdo de Ca e

P, entre elas deposicdo sol-gel, a laser,

- ‘[ Formatado: Portugués (Brasil) ]

plasma spray) (Rosa & Beloti, 2003;
Xavier et al., 2003; Sammons et al., 2005;
2007).

superficies encontram-se comercialmente

Nagem Filho et al., Essas

disponiveis e tém sido amplamente
estudadas.
Atualmente, existe uma grande
variedade de tratamentos de superficie, que
combinam técnicas de jateamento e ataque
acido, deposicdo eletroforética de ions,
bombeamento com feixes de laser e
de

bioativos como calcio (Ca) e fésforo (P).

também incorporacgéo compostos
Elas resultam em variagbes na topografia
de superficie e podem favorecer a
osteogénesin vitro (Coelho et al., 2009

A).

superficie por meio de incorporacéo de Ca

As técnicas de modificagcbes da

e P ou hidroxipatita tém como objetivo
mimetizar o microambiente celular e
aumentar a velocidade de deposi¢édo 0ssea,
acelerando a mineralizacdo da matriz
(Coelho et al., 2009 A). No entanto, esse
de

limitacdo, o potencial

tipo superficie apresenta como

de dissolver a

geradas por algumas dessas técnicas, em
escala nanométrica tém se mostrado as
mais estaveis, com menor taxa de
dissolucdo (Mendes, Moineddin & Davies,
2008; Coelho et al., 2009 A).

Embora varios estudos tenham
investigado os efeitos da topografia e
tratamento de superficie dos implantes no
reparo 0sseo, ainda permanecem duvidas
sobre 0 comportamento dessas superficies
no microambiente biolégico.

Durante o procedimento cirlrgico
para instalagdo dos parafusos de titanio
necessarios aos implantes, ocorre lesdo do
tecido 6sseo rompendo vasos sanguineos,
promovendo sangramento (Hunt, 1990;
Davies, 2003; Franchi et al.,, 2005). O
sangue entra em contato com a superficie
do implante, que sera recoberta por uma
camada de proteinas plasmaticas que irao
mediar a resposta celular subseqlente, uma
vez que as ceélulas interagem com as
proteinas e nao com a superficie do
implante diretamente (Puelo & Nanci,

1999; Davies, 2000). Em poucos minutos o



sangue extravasado sofre coagulacao,
ocorrendo ativagdo plaquetéaria, liberacé@o
de fatores de crescimento e formacdo de
uma rede de fibrina, por onde, as células
inflamatérias migrardao (Marco et al.,
2005).

Os neutrofilos sdo as primeiras
células a atingir o sitio do implante, mas
em seguida os macréfagos tornam-se
sendo encontrados

predominantes, na

interface  osso-implante  tantos  nos
momentos iniciais da cicatrizacdo peri-
implantar, como apés a neoformacédo 6ssea
(Park & Davies, 2000; Soskolne et,al.
2002).

Os macréfagos sao células que
produzem uma miriade de moléculas entre

elas, citocinas e quimiocinas que podem

atuar no recrutamento de células
osteoprogenitoras induzindo a
neoformacdo 6ssea, ou induzir a

reabsorcao 6ssea (Champagne et al., 2002;
Soskolne et al.,, 2002; Davies, 2003). As
citocinas produzidas pelos macrofagos
podem ter efeitos sobre diferentes tipos
celulares ou vérios efeitos diferentes sobre
0 mesmo tipo celular, podendo inclusive
produzir efeitos antagonicos
simultaneamente (Yamada et al., 2000).
Embora no passado, a presenca de

macréfagos ao redor dos implantes tenha

sido considerada prejudicial a
osseointegracdo, estudos recentes tém
indicado um efeito benéfico dos

macréfagos no processo de formagdo 0ssea
ao redor dos implantes (Refai et al., 2004;
Marco et al., 2005). Contudo, o papel dos
macréfagos na performance e longevidade
dos implantes ainda ndo foi completamente
esclarecido. Tendo em vista que variacfes
na topografia do implante influenciam a
adesdo dos macréfagos e osteoblastos e
podem influenciar a producdo e a
concentracdo dos fatores de crescimento no
sitio peri-implantar, agindo como um
bioreator (Schwartz & Boyan, 1994), a
investigacdo do comportamento dessas
células em contato com biomateriais tem
sido cada vez mais abordada.

Ap6s o contato com diferentes
superficies os macréfagos podem produzir
fator de necrose tumorab (TNFa),
interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6),
sendo também capazes de produzir
citocinas anti-inflamatérias como fator de
transformacdo de crescimengo (TGH3)
(Wang et al., 1996) e interleucina 10
(IL10) (Gretzer et al.,, 2003), e sinais
osteoindutores como a  proteina
morfogenética 6ssed@ (BMP2), quando
expostos a diferentes estimulos
(Champagne et al., 2002; Watzek, 2004).

A

biomateriais (Ciapetti et al., 2005) e a

exposicdo a  diferentes
diferentes rugosidades de superficie (Rice
et al., 2003) influencia a adesdo e a
liberacdo de citocinas em culturas de
macrofagos, e

supostamente, pode



influenciar na velocidade de neoformacéo
Ossea, ao ativar osteoblastos e células
osteoprogenitoras (Tsutsui et al., 1999;
1996; Dauvies,

2000). No entanto, ndo existem muitos

Horowitz & Gonzalez,

estudos avaliando a interagdo entre
de

rugosidadesjn vitro e utilizando células

macrofagos e titanio diferentes
humanas como modelo biolégico.
Estudosin vitro utilizando cultura
de células, constituem uma ferramenta util
na investigacdo dessas superficies por
permitirem uma analise detalhada das
interacbes célula, matriz e superficie do
implante (Lincks et al., 1998; Boyan et al.,
2003; Bachle & Kohal, 2004). O
comportamento de células de linhagens,
do

humanas,

imortalizadas, é diferente
de

obtidas a partir de culturas primarias, o

comportamento células

que pode influenciar os diferentes

resultados observados nos estudos

relacionados as superficies de implantes.
Variagbes na porosidade e
do

influenciam o metabolismo celular e a

rugosidade  superficial titAnio
liberacdo de citocinas e de fatores de
de

macréfagos (Spyrou et al., 2002), como de

crescimento, tanto em cultura

osteoblastos (Boyan et al., 2003; Rice et
2003).

rugosidade de superficie € responsavel

al., Nao esta esclarecido se a

pelas alteracBes celulares, ou se a adesdo e cartilagem em mamiferos,

de macromoléculas do soro a essas

superficies tratadas, modula o]
comportamento celular (Bachel & Kohal,
2004).

Para compreensdo do mecanismo
de

biomateriais € necessaria a interacdo de

formacdo o6ssea ao redor dos

conhecimentos quanto a superficie do
material, perfil de citocinas e fatores de
crescimento liberados pelas células nessas
condicbes (Bachel & Kohal, 2004; Marco
et al., 2005).

Os tratamentos de superficie, os
quais resultam

em modificagbes na

topografia e até nas caracteristicas
guimicas do titdnio podem afetar ndo s6 as
propriedades da superficie como a resposta
celular para aquela superficie, sendo que a
rugosidade de uma superficie pode ter
efeito até maior que a propria composicao
quimica (Rosa & Beloti, 2003; Schmidt et
al., 2003; Xavier et al., 2003).
Um desses efeitos seria influenciar

a producdo de citocinas pelas células
mononucleares, dentre el@sansforming
Growth Factor g1 ou TGH1l. A

de TGk como
as duozias de
sinalizadoras ja descobertas e nomeadas a
o TG@E,

possuem inumeras func¢des ja conhecidas

superfamilia séo

chamadas moléculas

partir da primeira delas,
como controle do desenvolvimento sexual,
hormonios pituitarios, surgimento de osso
e estdo

presentes em varias espécies. Os membros



dessa familia sdo inicialmente produzidos
como moléculas precursoras que Vvao
sendo alteradas para formar a grande
variedade de membros (Kingsley, 1994).
Uma grande fragcdo da familia
TGH tem a habilidade de induzir a
formacé@o dssea e de cartilagem quando
injetadas sobre a pele ou no musculo de
roedores por sua grande homologia com as
BMPs. O TGBRB],
descoberto

primeiro a ser

dentre essas moléculas,
apresenta atividade inibitéria controlando

proliferacdo e diferenciacdo em diversas

células etem efeito sobre a producéo de

outros fatores de crescimento. Existem

estudos que sugerem que ele suprima, em
condi¢cbes normais, a reacdo imunolégica
(Kingsley, 1994).

Nesse contexto, o objetivo desse
trabalho foi analisar a influéncia do tipo de
tratamento de superficie do titdnio no pefrfil
de TGH1 produzido por mononucleares

humanos.

MATERIAL E METODOS

Discos de titanio
Os discos de titanio utilizados nesta

pesquisa foram produzidos e doados pela

empresa Bicon (Boston, USA). Estes
foram construidos em liga de titanio-
aluminio-vanadio  (Ti-6AL-4V), com

12mm de didmetro e 4mm de altura, os

quais receberam trés tipos de tratamentos
de superficie denominados de S1, S2 e S3.

Os discos S1 foram obtidos a partir

da usinagem do titanio, sendo
comercialmente conhecidos como
superficies usinadas ou lisas sem

tratamento adicional. Os discos S2 e S3
tiveram suas superficies modificadas em
relacdo aos discos S1, que por sua vez
usados controle. As
S2

associacao de jateamento com particulas de

foram como

superficies foram obtidas pela

alumina, seguidas por ataque acido, o que
resultou em superficies com rugosidade
superficial em torno de 0,66pm. A

superficie S3 recebeu 0 mesmo tratamento
que a S2, seguido por uma deposicao
ibnica de particulas de Ca e P em escala
nanométrica (300-500 nm), resultando em
superficies bioativas com 0 mesmo padréao
de rugosidade que a superficie S2. As trés
encontram-se

superficies disponiveis

comercialmente e foram previamente
caracterizadas por Coelho & Lemons
(2009). A superficie S2 ja caracterizaria
um controle para a superficie S3,
entretanto optou-se por usar S1 como
controle, superficie ja bastante conhecida e

utilizada em varios estudos.



Cultura primaria de células
mononucleares obtidas de sangue
periférico (PBMC)

Neste estudo, foram realizadas
culturas primarias de células

mononucleares  (mondcitos/macréfagos)
humanas sobre a superficie de cpTi
usinado e tratado, para dosagem de fIGF
dos sobrenadantes e determinacdo da
viabilidade celular em funcéo de tempo.
Foram utilizadas células
mononucleares obtidas a partir de sangue
periférico, colhido de individuo adulto, do
sexo feminino, de aproximadamente 40
anos, mediante termo de consentimento
previamente assinado e autorizacdo do
comité de ética em pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Federal de
046/06).

mononucleares,

Uberlandia (protocolo Para

obtencdo dos foram
colhidos 30 ml de sangue periférico de
cada individuo, em tubos heparinizados
(10 a 15 u/ml), o qual foi diluido em
solucdo salina balanceada de Hanks
(HBSS) e distribuido em 6 tubos de 15 ml.
Cada tubo contendo 11 ml de sangue
diluido e 3 ml de meio para separacédo de
linfécitos (Histopaque 1077 na densidade
1076 - Sigma Chemical Co, USA) foi
centrifugado a 200 g, em temperatura
ambiente, por 30 minutos.

Apés a centrifugacdo, parte do
sobrenadante (plasma) foi utilizada para

condicionar os discos, restando 1,5 ml de

sobrenadante acima da “nuvem celular”, o
qual foi coletado e transferido para tubo de
centrifuga. Neste tubo foi acrescentada
solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) gelada e novamente centrifugado, a
1000 g por 10 minutos em centrifuga
(4°C).
sobrenadante foi descartado e o pellet

refrigerada Em seguida, o
formado ressuspendido em 3 ml de meio
DMEM (Gibco-Life Technologies, Grand
Island, NY) suplementado com 10% SFB
(Cultilab, Sao Paulo, Brasil), 50 pg/ml de
(Gibco), de

fungizone (Gibco). A suspensao celular foi

gentamicina 0.3 pg/mi
depositada sobre os discos S1, S2 e S3 no
interior dos pocos.

Uma aliquota da suspenséo celular
foi diluida 1:10 (v:v) em uma solugéo de
Azul de Tripan (Sigma) 1% (v:v) em PBS
estéril. A contagem das células viaveis foi
realizada em hemocitdbmetro, com o auxilio
de microscopio de luz.

Ap6s a contagem celular, a
suspensédo foi distribuida sobre os discos
de titdnio (grupos S1, S2 e S3) em placas
de cultivo de 24 pogos, na concentracdo de
5x10' células/superficie e levada a estufa
humidificada de Cgpor 4 horas a 37°C.

ApOs esse periodo as placas foram
centrifugadas a 200 g por 10 minutos e o
sobrenadante aspirado para remoc¢do das
células ndo aderentes. Em seguida, cada
poco
células foram cultivadas em meio completo

recebeu DMEM completo e as



a 37C° por 24 horas em camara de,CO
umidificada. Decorrido este periodo, o0s
colhidos e

sobrenadantes foram

armazenados a -70C?° até utilizacao.

do

viabilidade celular

Determinacéo crescimento e
Depois de completado o periodo de
24h, as placas contendo os discos foram
submetidas ao teste de viabilidade celular
MTT-

Formazan. De cada poco, foram removidos

pelo método colorimétrico
1000 yl de meio, adicionados &D de
substrato MTT na concentracdo de
5mg/ml. Em seguida as placas foram
transferidas para a estufa de L@nhde
permaneceram incubadas a 37°C por 4
horas tomando-se o cuidado de protegé-las
da luminosidade. Apds este periodo foi
feita a dissolugdo dos cristais tendo cada
poco recebido 50Q de SDS e apés 60
100 pl
transferido para placas de 96 pocos e a

de

minutos, de cada poco foi

viabilidade determinada em leitor
microplacas a 570 nm.

Andlise da morfologia celular ao
Microscopio Eletrénico de Varredura
(MEV)

Foi realizada analise morfolégica
descritiva das células do PBMC em 24
horas. O sobrenadante foi removido, os
discos foram lavados em solugdo salina

tamponada com fosfato (PBS, pH 7.2) e

fixados em Karnovsky (glutaraldeido 2,5%
2%,
cacodilato de sodio 0,1M pH 7,4) por uma

e formaldeido tamponados com
hora. Apos esse periodo, o fixador foi
removido, os discos desidratados em
concentracdes crescentes de etanol (50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%) e transferidos
para alcool absoluto. Apés a desidratagéo,
os discos foram secos até o ponto critico de
40°C (Polaron, UK), receberam 3 ciclos de

cobertura de ouro-palddio no metalizador
(Emitech, ISI, Kent, England) e foram

analisados ao MEV (Hitachi 3500N, USA).

Dosagem de TGB1 no sobrenadante da
cultura de PBMC

Os sobrenadantes provenientes das
placas contendo os discos S1, S2 e S3
foram coletados no periodo de 24h e

armazenados a 70°C negativos. Apoés a
coleta, os sobrenadantes foram divididos
em aliquotas, as quais foram utilizadas
para dosagem de T@GF através de Elisa

Sanduiche. Foi estabelecido o periodo de
maior concentracdo dessa citocina em
funcdo do tempo e da superficie onde as
células mononucleares foram cultivadas.
Para tanto, foi utilizado o kit-comercial e-

CA, USA),

conforme recomendacéao do fabricante.

Bioscience (San Diego,

Resumidamente, o procedimento
consistiu em sensibilizacdo da microplaca
de 96 pocos com 50 pl de anticorpo de

captura para TQH, incubacdo com as



amostras por 18 horas a 4°C, lavagem em
solucéo de PBS-Tween a 0,5 % e bloqueio
com 100 pl de solucdo de blogueio por 2
horas a temperatura ambiente (albumino-
soro-bovina). Foi feita entdo nova
incubacdo com 50 pl de uma mistura do
anticorpo de detecg¢do conjugado a biotina
e avidina-peroxidase, e apés 90 minutos
revelou-se a 3C. Para isso, as placas
foram novamente lavadas e adicionado
substrato enzimatico (tetrametilbenzidina e
0.03% de HO, . TMB), incubado por 15
minutos. A reacdo foi interrompida com
HsPOs a 1M.

A densidade o6ptica de cada pogo
foi determinada através de um leitor
automatizado em um comprimentoatala
de 450 nmA concentragdaorrespondente
a cada valor de densidade dtica (D.O.)
obtido foi determinada por comparacgéo
com a curva-padrdo. A sensibilidade de

deteccdo de TGH foi 60 pg/ml.

Andlise estatistica

Para andlise estatistica, foram
aplicados teste de normalidade aos dados
obtidos e o teste de ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis para andlises multiplas

(p<0,05).

RESULTADOS

Viabilidade e adesao celular
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A influéncia das superficies na
viabilidade celular foi avaliada usando um
ensaio colorimétrico baseado na atividade
mitocondrial — MTT, e expressa como
niveis de absorbancia. Em 24 horas, nao
foram detectadas diferencas significativas
nos niveis de absorbancia das células
(p>0.05, 1)

cultivadas sobre as trés superficies.

mononucleares Figura

1.00q
0.754
0.504

0.254

Absorbancia (nm)

o
o
¢

Figura 1. Niveis de absorbancia das células

mononucleares cultivadas diferentes

superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas (p>0,05).

nas

Andlise morfolégica ao Microscépio
Eletronico de Varredura
Foram obtidas, por meio de
microscopia de varredura, imagens das
trés superficies previamente a cultura de
PBMC (Figura 2) e 24h ap6s a mesma
(Figuras 3 e 4). As imagens foram
utiizadas para avaliacdo morfoldgica
qualitativa das células mononucleares
aderidas sobre as trés superficies de
tithnio. Em 24 horas a populacdo de
mononucleares aderidas sobre a superficie

apresentou grande heterogeneidade em



relacdo a morfologia, sobretudo no grupo
S1, onde foram observadas células com
numerosas extensGes citoplasmaticas
associadas a alguns ninhos de células
redondas e menores (Figuras 3A e 4A).
As células dos grupos S2 (Figuras 3B e
4B) e S3 (Figuras 3C e 4C) apresentaram-

se menos espraiadas que no grupo S1.
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Figura 2: Superficies S1 (A), S2 (B) e S3 (C) antes
do uso na cultura de PBMC.

" WWD30 . Omm -1’5 {0kVI x1- 0k 50um

Figura 3: Células mononucleares (A, B, C) sobre
as superficies S1 (A), S2 (B) e S3 (C) no periodo
de 24 horas. Lp
citoplasmaticos e (*)indicam células esféricas.

) indicam prolongamentos

Ampliac&o descrita em cada foto.



Figura 4: Células mononucleares (A, B, C) sobre
as superficies S1 (A), S2 (B) e S3 (C) no periodo
de 24 horas. Ampliag&o descrita em cada foto.
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Quantificacdo dos niveis de TGPl nas

culturas de células mononucleares
(PBMC)

Neste estudo foram quantificados
0s niveis de TGFL em culturas de células
mononucleares. Na cultura de PBMC, as
avaliadas né&o
TRE
produzidas em 24 horas e (p>0,05; Figura

5).

diferentes  superficies

interferiram nos niveis de

:

g

20004

TGFB1 (pg/ml)
8

Figura 5: Niveis de TGR em cultura de células

mononucleares  cultivadas nas diferentes

superficies (S1, S2 e S3) ap6s 24 horas.

DISCUSSAO

Nos ultimos anos, varias pesquisas
confirmaram a influéncia da rugosidade de
superficie sobre a resposta dos osteoblastos
(Mustafa et al., 2001; De Oliveira &
2004; Sader et al.,, 2005; De
2007), apresentando

resultados favoraveis para as superficies

Nanci,
Oliveira et al.,

com micro ou nanotopografia (Boyan et
al.,, 2003; Li et al., 2004; Zinger et al.,
2005; De Oliveira et al., 2007). No entanto,



poucos estudos (Rice et al., 2003; Vallés et
2008)

modificacdes na superficie do titanio sobre

al., avaliaram o efeito das

a resposta de outras células importantes no
de

mononucleares (Curran et al., 2005).

processo reparo, como  as

No presente estudo, foi analisada a
interacdo de células mononucleares do
sangue periférico humano “aderentes”,
principalmente mondacitos/macroéfagos,
com trés superficies de titnio disponiveis
comercialmente, as quais diferem entre si
pelo tipo de tratamento que receberam (S1,
S2 e S3). Para isso, foram obtidas amostras
de sangue de voluntarios sadios, separadas
por gradiente de centrifugacdo. Estudos
prévios usando metodologia similar (Suska
et al., 2005) mostraram uma pureza de
mondécitos de 60-70% usando separacgdo
por Percoll, com linfécitos constituindo as
células remanescentes.

Embora ndo tenha sido realizada
de

métodos de imunolocalizacdo ou Facs, no

guantificacédo mononucleares  por

presente  estudo  foram utilizadas
modificacbes metodoldgicas para aumentar
0 numero de mondcitos na fracdo de
mononucleares. Para isto, as células do
PBMC em GO

humidificado, centrifugadas e lavadas em

HBSS. Esse método foi

foram incubadas

previamente
(1996) e

Soskolne et al. (2002), resultando em mais

proposto por Wang et al.
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de 90% de macrofagos entre as células
aderentes (Wang et al., 1996).

No atual estudo, era desejavel que
se obtivesse a maior nimero possivel de
monacitos, buscando mimetizar as fases
iniciais de reparo da ferida apés a insercao
do implante, nas quais, células sanguineas
incluindo  plaquetas,  mononucleares,
polimorfonucleares e leucécitos sdo as
primeiras a entrar em contado com a
superficie (Soskolne et al., 2002) liberando
compostos que levam as fases
subsequentes do reparo da ferida (Refai et
al., 2004).

Linhagens de macrofagos tém sido
utilizadas em modelos para estudar a
interacdo entre superficies de titanio e
mononucleares. Apesar dos beneficios de
se trabalhar com linhagem de macréfagos
bem estabelecida, células mononucleares
obtidas de sangue periférico humano
(cultura primaria) sdo as mais préoximas
das condig¢des clinicas de um implante.

Estudos prévios demonstraram que
a interacdo célula-superficie e sua resposta
variam em funcdo do tipo de célula
utiizada nos experimentos (Salthouse,
1984; Suska et al., 2005) e que macréfagos
provenientes de linhagem n&do apresentam
0 mesmo comportamento que culturas
primérias obtidas de humanos ou roedores
(Davies, 2000).

Atraidos por mediadores sollUveis

liberados no local do reparo da ferida,



conhecidos como  quimiocinas, 0s
mondcitos permanecem no sitio peri-
implantar, aderem a superficie do implante
com diferenciagdo em macrofagos, que por
sua vez liberam mediadores como oxido
nitrico, citocinas e quimiocinas (Soskolne
et al., 2002; Refai et al., 2004).

Esse perfil de citocinas produzido
pelos macréfagos pode, por sua vez,
contribuir para o processo de reparo 0sseo
(Soskolne et al., 2002; Refai et al., 2004).
Essa suposicdo tem estimulado pesquisas
em relacdo aos efeitos da caracteristica da
superficie do biomaterial sobre o perfil dos
mediadores liberados pelos macréfagos
(Gretzer et al.,, 2003; Soskolne et al.,
2002).

Alguns estudos tém demonstrado
gue as superficies com recobrimento de Ca
e P, como a S3, podem ativar macroéfagos,
induzindo a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, retardando o processo de
reparo (Silva et al., 2003).

Tendo em vista que adesdo e
proliferacdo sdo o0s primeiros eventos
contato  célula-

observados ap6s o

superficie, esses parametros foram
avaliados na cultura de mononucleares.
Como observado por outros investigadores,
a rugosidade e a composicdo quimica das
superficies  nédo  influenciaram  na
viabilidade celular (Refai et al., 2004; Rice
et al., 2003) e apresentaram valores

préximos aos detectados na superficie

14

usinada (controle), demonstrando a
biocompatibilidade das superficies.
Estudos anteriores demonstraram a
da de
macrofagos (Gretzer et al., 2003; Refai et

al 2004; Vallés et al 2008; Ciapetti et al

importancia adesdo celular

2005) nas etapas que seguem 0 processo de
reparo. No presente estudo nao foram

encontradas diferencas entre as superficies,
no nimero de PBMC aderidas em 24

horas. Estes resultados diferem dos
observados por Salthouse (1984) e Refai et
al. (2004), os quais encontraram variacoes
nas taxas de adesdao dos macrdfagos em
funcdo da rugosidade e composicdo
quimica da superficie. Resseti (2005), em
estudo utilizando mononucleares obtidos
da medula Ossea, verificou que essas
de

mondcitos, apresentam boa adesao apos 72

células, sobretudo a populacao
horas, e que os procedimentos realizados
no preparo das amostras para analise ao
microscopio podem levar ao
desprendimento das células, o que pode ter

influenciado nossos resultados.

Além da importancia  das
superficies nas interacdes celulares que
conduzem aos eventos de adesao,

proliferacdo e producdo de proteinas
relacionadas a mineralizagcdo, avaliacdes
das alteragbes na morfologia das células
também podem contribuir na compreensao
dos efeitos das superficies sobre os

mononucleares. Dessa forma, o atual



estudo optou por realizar andlise da

morfologia celular ao  microscopio
eletrénico de varredura, tendo observado
que a superficie S1 (usinada) induziu
alteracdes na morfologia dos
mononucleares, as quais acompanharam as
ranhuras da superficie.
Citocinas como TG liberadas
de

a

frente a agressbes provenientes

procedimentos  cirargicos, como
instalacdo de implantes, podem influenciar
na velocidade do processo de reparo. Neste
contexto, foi avaliada a interacdo célula-
implante por meio da liberacdo de T&F
pelas células mononucleares.

Durante os estagios iniciais de
formac@o Ossea, a acdo da PGFé
recrutar e estimular a proliferacdo de
células osteoprogenitoras (Davies, 2000;
Hughes et al., 2006). No entanto, segundo
(2006),

divergentes de TGH na formacéo Gssea

Kanaan e Kanaan efeitos
tém sido descritosn vivo e in vitro,
dependendo das condi¢bes experimentais,
das células empregadas e do estagio de
maturacdo das mesmas.

No presente estudo, a producédo de
TGH31 pelas células mononucleares nao
foi influenciada significativamente pelas
trés superficies. Embora o método Elisa
Sanduiche seja o mais utilizado para
quantificar as citocinas produzidas por
macréfagos, método

esse apresenta

limitacbes, pois ndo permite dosar
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quantidades pequenas, sendo muitas vezes
necessario estimular os macrofagos com
lipopolissacarideos (Kishida et al., 1996), o
gue néo foi feito nesse estudo a fim de se
obter resultados mais fiéis ao efeito das
modificacbes de superficie sobre as

células.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no
presente estudo, pode-se concluir que o
tipo de superficie analisada néo interferiu
na viabilidade celular e apenas a superficie
S1 induziu modificagbes na morfologia
das células mononucleares. Além disso, o
perfil da producdo de TGBE ndo seguiu
um padrao em funcdo das superficies nas

quais as células foram cultivadas.
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