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RESUMO

As tendéncias atuais na terapia com implantes odontoldgicos
tém incluido o uso de implantes com superficies modificadas
utilizando nanotecnologia. Ciéncia que permite a construgao
de novos materiais e dispositivos pela manipulagao de atomos
individuais e moléculas (escala menor do que 100nm). O obje-
tivo deste trabalho foi avaliar o papel das modificagdes em es-
cala nanométrica de superficies de implantes osseointegrados
para melhorar o processo de osseointegragao. Nanotecnologia
oferece a engenheiros e profissionais da drea de biologia e sat-
de novos meios para entender e otimizar fun¢des e respostas
especificas de células. As varias técnicas utilizadas para adi-
cionar caracteristicas nanométricas as superficies de implantes
osseointegrados sao descritas neste trabalho. Varios trabalhos
tem apresentado os efeitos da nanotecnologia na modulacao

de etapas fundamentais do processo de osseointegragao. As
vantagens e desvantagens da utilizagdo da nanotecnologia na
superficie de implantes também sdo discutidas nesse trabalho.
Posteriormente, em uma série de experimentos in vitro e in vivo,
foi possivel avaliar o efeito especifico destas modificacbes em
dois diferentes modelos. Como efeitos observados da aplicacao
de nanoestruturas a superficie dos implantes osseointegrados
foi possivel verificar-se uma melhor e mais rdpida resposta de
osseointegragao destes materiais, atuando efetivamente na cas-
cata de diferenciacdo de osteoblastos.

PALAVRAS-CHAVE: Nanotecnologia, nanotopografia, im-
plante dental, tratamento de superficie, regeneracdo Ossea, si-
nalizagao celular

INTRODUCAO

Nanotecnologia é a aplicagao de ciéncia e engenharia em es-
cala atdmica. Esta tecnologia facilita a constru¢ao de novos ma-
teriais e dispositivos pela manipula¢ao de atomos individuais e
moléculas e permite a construgao atomo por atomo de mints-
culas estruturas (1-100nm), as quais tém novas propriedades e
grandes aplicacdes nas ciéncias da satide e biotecnologia. Embo-
ra muitas defini¢des estejam ligadas ao termo “nanomaterial”,
esta definicdo esta relacionada aos materiais com topografia,
em pelo menos uma dimensao, variando de 1 a 100nm (nano-
estruturado), e de acordo com a forma pode ser dividido em
solidos cristalinos com o tamanho dos graos variando de 1 a
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100nm (nanocristais), camadas superficiais tinicas ou multiplas
com espessura de 1 a 10nm (nanorevestimentos), pds extrema-
mente finos com particulas variando de 1 a 100nm (nanopds)
e fibras também com diametro na faixa de 1 a 100nm (nanofi-
bras). Nos implantes oseointegrados o desenvolvimento de su-
perficies nano-estruturadas pode aumentar consideravelmente
a adesao de células dsseas e também a producao de matriz 6ssea
necessaria no processo de mineraliza¢gao e manutengao do osso
que circunda o implante!™. Até o presente momento, embora se
tenha conhecimento sobre as vantagens das superficies nano-
estruturadas, poucos sistemas de implantes dentarios osseoin-
tegrados disponiveis comercialmente no mercado tem utilizado
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essa tecnologia na elaboragdo de seus produtos.

Devido ao fato de também na natureza serem encontradas
varias estruturas na escala nanométrica, inclusive no corpo hu-
mano, é que a nanotecnologia se torna tao importante em ter-
mos bioldgicos. O tecido dsseo é composto de numerosos ma-
teriais como colageno e hidroxiapatita, que se encontram em
escala nanométrica, e provém uma adequada estrutura para a
interacao celular. Embora a confeccdo de materiais para subs-
tituir osso e partes perdidas do corpo nao seja recente, a utili-
zacao de materiais nano-estruturados em relacdo aos materiais
convencionais ¢ relativamente nova e recente por apresentarem
melhores propriedades superficiais (quando comparados aos
convencionais)”®!’. Nanomateriais apresentam um aumento do
numero de atomos, particulas ou porosidades nas superficies,
uma maior area de superficie e uma alteracdo na distribuicao
de elétrons se comparados aos materiais convencionais, fazendo
com que fiquem mais reativos que os materiais convencionais.

Vdrios autores tem demonstrado a importancia da Nano-
tecnologia no desenvolvimento de novos materiais, com espe-
cial énfase no processo de osseointegragao e regeneracao Os-
sea®*”%11 Do ponto de vista do processo de osseointegragao, foi
observado um aumento da adesdo de células 6sseas em mate-
riais nano-estruturados, é também seguido por uma diminuicao
da afinidade de fibroblastos pela superficie destes materiais®,
com uma redugao da afinidade de fibroblastos de 3 para 1 quan-
do comparado com osteoblastos na superficie de alumina. Na
superficie convencional a rela¢do entre osteoblastos e fibroblas-
tos foi de 1 para 1.

As superficies atuais dos implantes osseointegrados, em sua
grande maioria, sdo superficies moderadamente rugosas'?, pre-
paradas e/ou modificadas com materiais produzidos em escala
micrométrica ou sub-micrométrica (menores do que 1um, mas
acima de 100nm), e em muitos casos tém também um tratamen-
to quimico da superficie que altera suas propriedades melho-
rando a adesao celular'® 4,

Baseado no fato de que as superficies nanoestruturadas po-
dem modular a resposta celular, o objetivo deste trabalho foi
estudar “in vitro” e “in vivo” a expressao diferencial de genes da
cascata de diferenciagao de osteoblastos em func¢ao de distintos
materiais e superficies em implantes osseointegrados, com pos-
sivel reducdo do periodo de osseointegragao em fungao da inte-
racao célula-implante, baseado na hipdtese de que a expressao
génica é controlada em niveis locais na superficie de implantes
osseointegrados, para poder explicar os diferentes perfis histo-
légicos de formagao dssea e torque de remocao nas diferentes
superficies de implantes.

MATERIAL E METODO

1. Andlise da topografia e composicio quimica da superficie
dos implantes

Foram utilizados discos (6,0x1,0mm) de Titanio (Ti) comer-
cialmente puro Grau IV de diferentes superficies (NEODENT
Implantes Osteointegraveis, Curitiba, PR, Brasil): Ti usinado (L);
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Tabela 1. Tratamentos de superficie utilizados.

Grupo Tratamento de superficie

L Implante usinado (superficie lisa)

Ac Ataque acido

A Oxido de Titanio (forma cristalina Anatase)
R Oxido de Titanio (forma cristalina Rutilio)
Al Oxido de Aluminio

Zr Oxido de Zirconia

Ti com ataque acido (Ac); Ti revestido com 6xido de titanio—for-
ma cristalina anatase (A); Ti revestido com dxido de titanio—for-
ma cristalina rutilo (R); Ti revestido com éxido de aluminio (Al);
Ti revestido com éxido de zirconia (Zr). A topografia de super-
ficie dos implantes e discos de titdnio submetidos aos diferentes
tratamentos de superficie foi avaliada utilizando Microscépio
Eletronico de Varredura (MEV) de alta resolucao (Field Emission
Scanning Electron Microscope (FEG-SEM), Hitachi S-4700, To-
quio, Japao) com imagens em aumento de até 100.000X.

A rugosidade da superficie foi avaliada utilizando Micros-
copio de Forga Atémica (MFA) (Nanoscope IIIA atomic force mi-
croscope - Digital Instruments, Santa Barbara, CA, EUA). A com-
posicdo quimica das superficies foi avaliada através de EDS
acoplado ao Microscopio Eletronico de Varredura - Oxford INCA
X-sight microanalysis system (Oxford Instruments, Reino Unido).

Os implantes utilizados neste estudo foram do tipo parafuso
em Ticp (NEODENT Implantes Osteointegraveis, Curitiba, PR,
Brasil) com as superficies preparadas conforme explicado aci-
ma. O comprimento foi de 4,00mm e o didmetro de 1,6mm. As
superficies foram divididas em 6 (seis) grupos, de acordo com o
tratamento de superficie realizado (Tabela 1). Os grupos L e Ac
serdo os grupos controle dos tratamentos de superficie.

2. Avaliagido da biocompatibilidade “in vivo”

2.1. Animais utilizados e Cirurgia para instalacdo dos
implantes

Os animais experimentais utilizados foram Ratus novergicus
de linhagens controladas (ratos Wistar)™. Estes ratos pesavam
aproximadamente 300 gramas (12 semanas de vida) ao serem
utilizados. A anestesia geral foi induzida com injegao intramus-
cular de Dopalen (Cloridrato de Quetamina) e Anasedan (Clori-
drato de Xilazina) na dosagem de 0,1ml/100g de massa corpo-
ral. Apos a cirurgia os animais receberam medicacao analgésica
com Carprofeno na dose de 5mg/kg subcutaneo a cada 12h du-
rante 72h. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com a aprovagao do Comité de Etica em Pesquisas.

Foram instalados um ou dois implantes (4,0mmX1,6mm) de
cada superficie em cada tibia dos animais. As perfuragdes para
instalacao destes implantes foram realizadas com um motor ci-
rurgico para colocagao de implantes a uma velocidade de 800
rpm, sob irrigacdo constante com solugao salina. Trés animais
distintos receberam os implantes de cada superficie de manei-
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ra que nenhum animal tenha dois tipos de implantes iguais em
patas diferentes. Os animais foram entdo sacrificados para os
diferentes periodos de avaliagao (3, 7, 14, 21 e 56 dias). Os ani-
mais foram sacrificados com doses excessivas de vapor etilico,
conforme o protocolo aprovado.

2.2. Andlise do torque de remogio

Apds os diferentes periodos de avaliagao (14, 21 e 56 dias) os
animais foram sacrificados e a resisténcia a remogao do implan-
tes do tecido dsseo (Torque de remogao) foi avaliada. O torque
de remogao dos implantes foi avaliado através de um torqui-
metro digital (1200ATG-NS; Tochnichi, Tokyo, Japan). Foram
utilizados seis implantes de cada grupo para cada periodo de
avaliagao diferente.

2.3. Avaliagio da expressio génica através de Real time PCR
de transcritos selecionados

Apds a remocao dos implantes, o osso ao redor destes im-
plantes foi removido com broca trefina de 3,3mm de diametro
para isolamento de RNA (acido ribonucleico) com solugao Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo do
fabricante. A qualidade e quantidade do RNA foi avaliada com
espectrofotometro (260 e 280 nm) e foi utilizado 1 ug do RNA
total para a obtencao do cDNA (acido desoxiribonucleico com-
plementar) (Superscript II, Invitrogen). Os genes selecionados
para analise da expressao génica foram: Runx2, Fosfatase alcali-
na (alp) e Sialo proteina dssea (bsp) utilizando primers da Applied
Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para PCR
em tempo real (Real time PCR). As reacdes foram preparadas
utilizando o kit TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Bio-
systems) de acordo com o protocolo do fabricante em um ter-
mociclador ABI 7000 para Real time PCR (Applied Biosystems).
A expressao relativa do mRNA foi determinada pelo método
244Ct e expressa como nivel relativo de expressao. Estes genes
foram analisados em periodos diferentes (3, 7 e 14 dias). Como
controle interno foi utilizado o gene GAPDH (gene enddgeno
constitutivo).

2.4. Andlise histomorfométrica

Para a analise histomorfométrica, foi instalado um implante
em cada tibia dos animais. Trés animais distintos receberam os
implantes de cada superficie de maneira que nenhum animal
tenha dois tipos de implantes iguais em patas diferentes para os
diferentes periodos de avaliacdo (21 e 56 dias). Os animais fo-
ram entao sacrificados para os diferentes periodos de avaliagao,
as tibias foram removidas e fixadas em formol 4% por dez dias
e entdo transferidas para uma solucédo de etanol 70%. As amos-
tras foram entdo desidratadas em solucdo de etanol até a con-
centracao 100% e embutidas em resina (London Resin Company,
Berkshire, England) para preparo de amostras mineralizadas'®.

Foram obtidas cortes histoldgicos de aproximadamente 50pm
de espessura e corados com azul de toluidina para analise em
microscopio 6tico acoplado com uma camera digital (Sony Corp.,
Téquio, Japao). As imagens obtidas foram analizadas utilizando
o software Bioquant Nova (Bioquant Image Analysis Corporation,
Nashville, TN, EUA). A percentagem da drea de contato entre
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0 0sso e o0 implante foi entao obtida em relagao a area total do
implante no tecido ésseo.

2.5. Andlise por espectroscopia de emissdo atomica com
plasma indutivamente acoplado - ICP-OES

Nos animais que receberam implantes por até 56 dias, amos-
tras de diversos 6rgaos internos foram obtidas para avaliar a
concentra¢ao de metal determinada por espectroscopia de emis-
sao atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
Foram obtidas amostras de figado, pulméao, coracao e rim dos
animais que receberam implantes e também de animais parea-
dos que nao receberam implantes.

As amostras para cada animal foram congeladas, trituradas
e liofilizadas. Em seguida estas amostras foram misturadas com
2ml de HNO, e dgua destilada em um total de 100ml e posterior-
mente filtradas. Foram entdo realizadas analises de Aluminio,
Titanio e Zirconia para estas amostras utilizandos uma amostra
padrao como controle.

3. Andlise estatistica

A estatistica descritiva foi calculada utilizando o software
SPSS (SPSS, Chicago, IL, EUA). Os parametros de rugosidade
(Sa) foram comparados pela Analise de Variancia (ANOVA), se-
guido pelo teste de Tukey. As comparagoes dos valores de Tor-
que de remogao e histomorfometria foram analisadas pelo teste
de Kruskall-Wallis. Para todos os testes estatisticos foi estabele-
cido um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Caracterizagdo da superficie dos implantes

A andlise da topografia através do MEV demonstrou a pre-
senca de nano-estruturas nas superficies preparadas com o
nano-coating. Tais nano-estruturas nao foram observadas na
superficie usinada ou na superficie com ataque acido (Figs. 1-5).
O MFA demonstrou que a rugosidade das superficies nano-es-
truturadas foi similar aos valores da superficie Usinada (Fig. 6).
A analise da composicao quimica das superficies dos implantes
através do EDS demonstrou que as superficies apresentam a
composicao quimica esperada (Fig. 7). Foi observado a presenca
de Aluminio ou Zirconia nas respectivas superficies (além de
Oxigeénio).

Avaliacdo da expressio génica

O padrao de expressao dos genes avaliados esta apresentado
como mudangas relativas no nivel de expressao comparados a
superficie usinada 3 dias. Para a superficie recoberta com éxido
de Aluminio (Al), a expressao relativa do gene Runx2, apos 3
dias, apresentou uma indugdo 3x maior que o grupo controle
(usinado), enquanto as demais superficies ndo apresentaram
variagdes nesse periodo (Figura 8). Apds 7 dias, o nivel de ex-
pressdo do gene Runx2 apresentou pequena variagao entre as
superficies estudadas. Apds 14 dias, as superficies Al e Zr apre-
sentaram ainda um aumento de 2,7x e 3,2x, respectivamente,
comparado ao controle (usinado) (Figura 8).
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Figura 1. Micoscopia eletronica de varredura das superficies controle. Imagens da
superficie Usinada em A) baixo aumento (5.000x) e B) grande aumento (50.000x).
Imagens da superficie com Ataque acido em C) baixo aumento (5.000x) e D) gran-
de aumento (50.000x).
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Figura 2. Micoscopia eletronica de varredura da superficie recoberta com 6xido
de titanio — Anatase em A) baixo aumento (5.000x) e B) grande aumento (50.000x).
E possivel observar a presenca de nano-estruturas recobrindo completamente a
superficie (B).
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Figura 3. Micoscopia eletronica de varredura da superficie recoberta com 6xido
de titanio - Rutilo em A) baixo aumento (5.000x) e B) grande aumento (50.000x).
E possivel observar a presenca de nano-estruturas recobrindo completamente a
superficie (B).
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Figura 4. Micoscopia eletronica de varredura da superficie recoberta com 6xi-
do de aluminio em A) baixo aumento (5.000x) e B) grande aumento (50.000x). E
possivel observar a presenca de nano-estruturas recobrindo completamente a
superficie (B).
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Figura 5. Micoscopia eletronica de varredura da superficie recoberta com Oxi-
do de zircnio em A) baixo aumento (5.000x) e B) grande aumento (50.000x). E
possivel observar a presen¢a de nano-estruturas recobrindo completamente a
superficie (B).
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*Médias estatisticamente significantes (p<0.05) (Comparados com a superficie Usinada).

Figura 6. Medida da rugosidade das superficies avaliadas (S, em nm).
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Figura 7. Micro-analise de raios X (EDS) demonstrando a composi¢ao quimica das
superficies.
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Figura 8. Nivel de expressao relativo do gene Runx2 no tecido dsseo ao redor do
implantes. Os resultados apresentados sao comparado a superficie usinada dia 3.
Os resultados sao apresentados como nivel de expressao relativo ao grupo contro-
le controle — Usinado Dia 3 (Método 2:4<t).
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B Ataque acido
B Anatase
BORutilo
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Figura 9. Nivel de expressao relativo do gene alp (Fosfatase alcalina) no tecido 6s-
seo ao redor do implantes. Os resultados apresentados sdo comparado a superficie
usinada dia 3. Os resultados sao apresentados como nivel de expressao relativo ao
grupo controle controle — Usinado Dia 3 (Método 244<t).

Os niveis de expressao do gene alp (fosfatase alcalina), medi-
dos pela produgao de seu mRNA apresentou-se bastante eleva-
do para o grupo Alumina com um nivel de expressao 5,2x maior
apos 3 dias e 3,8x apds 14 dias, comparados com a superficie
usinada (Figura 9). A superficie Anatase apresentou valores ele-
vados com 3 e 7 dias, 3,2x e 4,6x respectivamente. A superficie
Rutilo apresentou um aumento préximo de 2x apés 3 e 14 dias.
A superficie Zirconia obteve valores proximos de 5x apenas com
14 dias apos a instalagdo dos implantes. A superficie com ata-
que acido também apresentou diferencas nos niveis de expres-
sao deste gene, quando comparados a superficie usinada com
14 dias (Figura 9).

Os niveis relativos de expressao do mRNA do gene bsp (sia-
loproteina 6ssea) apds 3 e 7 dias sao baixos, pois as células ainda
nao estdao produzindo matriz mineralizada. Entretanto, apos 14
dias os niveis de expressao apresentaram uma indugao de 4,7x e
2,2x para as superficies de Alumina e Zirconia, respectivamente,
comparados com a superficie usinada (Figura 10). A superficie
com ataque acido ndo apresentou diferengas nos niveis de ex-
pressdo deste gene, quando comparados a superficie usinada
(Figura 10).
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Figura 10. Nivel de expressao relativo do gene bsp (Sialoproteina 6ssea) no tecido
6sseo ao redor do implantes. Os resultados apresentados sao comparado a superfi-
cie usinada dia 3. Os resultados sdo apresentados como nivel de expressao relativo
ao grupo controle controle — Usinado Dia 3 (Método 244<).
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Torque de remocdo (Ncm)
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Periodo de avaliagao (dias)

Figura 11. Torque de remogao dos implantes removidos da tibia dos animais. *Mé-
dias estatisticamente significantes (p<0.05) (Comparados com a superficie Usinada
14 dias).

Andlise do torque de remogdo

Durante o periodo de avaliagdo as médias dos torques de
remoc¢ao variaram de acordo com os dias avaliados (14<21<56)
(Fig. 11). Apds 21 dias, as superficies nano-estruturadas de Ru-
tilo e Alumina apresentaram estatisticamente um maior torque
de remogao quando comparadas as superficies Usinadas. As su-
perficies Anatase e Ataque acido também tiveram um aumento
no torque de remocao, mas este nao foi estatisticamente signifi-
cante. Apos 56 dias, todas as superficies nano-estuturadas tive-
ram um maior valor de torque de remogao quando comparadas
as superficies controle. Estes resultados demonstram uma me-
Ihora da osseointegragao no decorrer dos dias. E também quan-
do se recobriu as superficies de implantes lisos com o material
nano-estruturado este aumento foi significativamente elevado
em um periodo de tempo reduzido.

Andlise histomorfométrica

A analise histomorfométrica demonstrou um maior contato
entre osso e implante nas superficies de implantes recobertas
com materiais nano-estruturados. Apds 56 dias todas as super-
ficies nano-estruturas apresentaram mais de 50% de contato
osso-implante, a superficie com Ataque acido apresentou apro-
ximadamente 40%. Ja a superficie Usinada apresentou aproxi-
madamente 30% de contato osso-implante (Fig. 12).
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Figura 12. Contato osso-implante entre as diversas superficies dos implantes e o
tecido dsseo. *Médias estatisticamente significantes (p<0.05) (Comparados com a
superficie Usinada 21 dias).

Espectroscopia de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado -

ICP-OES

0.9

0.8 “Controle
“Usinado

0.7 ¢ Ataque acido
“ Anatase

0.6 71 “Rutilo
“ Alumina

0.5 =

Zirconia

0.4

. [

Concentragao (ppm)

Titénio

Figura 13 — Concentragdes de Titanio nas amostras obtidas dos animais.
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Figura 14. Concentragdes de Zirconio nas amostras obtidas dos animais.

As superficies de Alumina e Zirconia apresentaram os me-
lIhores resultados apds 56 dias. As superficies revestidas com
material nano-estruturado mostraram-se superiores as superfi-
cies convencionais, podendo ser uma solugao efetiva em casos
de osso tipo IV. O modelo animal dificultou a observagao de
diferengas estatisticamente significante entre os grupos apesar
de terem sido observadas diferencas entre estes.
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Andlise por espectroscopia de emissdo atomica com plasma
indutivamente acoplado

Para avaliar a possivel liberagdo de metais depositados nas
diferentes superficies dos implantes, as amostras bioldgicas fo-
ram avaliadas apos 56 dias. Este método oferece uma alta sen-
sibilidade com um Limite de detec¢do (LD) de 0.09 ppm para
Al, Ti e Zr (Figs. 13 e 14). Os resultados obtidos demonstraram
uma alta estabilidade quimica dos materiais utilizados neste
experimento. Ti e Zr ndo foram encontrados em concentragdes
diferentes do que as observadas nas amostras do grupo controle
(animais de mesma idade e sem implantes). Nao foi observado
tracos de Al em nenhuma das amostras analisadas.

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de caracteristicas
nanométricas adicionadas a superficie de implantes dentdrios
osseointegrados de titanio. Varios trabalhos tém demonstrado
uma série de efeitos benéficos quando caracteristicas nanomé-
tricas sdo adicionadas a superficie dos implantes™ ¢ #1825 Estes
efeitos foram entdo investigados a nivel molecular e biomeca-
nico in vivo. Neste trabalho nao foi verificada nenhuma com-
plicagao referente a utilizagao destes implantes em animais. As
superficies nano-estruturadas avaliadas neste estudo sdo su-
perficies contendo uma camada nano-estruturada de 6xido de
titanio (Forma cristalina Anatase ou Rutilo), 6xido de aluminio
ou 6xido de zirconio. Foram utilizadas duas superficies como
controles, uma composta por implantes usinados (de superficie
lisa) e uma composta por implantes de superficie com ataque
acido (superficie rugosa — a nivel micrométrico). Estes tipos de
superficies usadas como controle sdo geralmente os modelos
padrao de superficie utilizados'*%*. Os métodos para obten-
¢ao de superficies nanoestruturadas variam amplamente na li-
teratura?. Neste trabalho foi utilizado um método baseado na
tecnologia de filmes finos, no qual uma camada de espessura
nanométrica é adicionada a superficie dos implantes ou discos
de titanio® . Neste método, diferentes materiais podem ser uti-
lizados e adicionados a superficie como uma maneira de otimi-
zar a superficie para o contato com o tecido 6sseo.

A analise no MEV revelou que as superficies nano-estrutu-
radas apresentavam caracteristicas em escala nanométrica que
nao estavam presentes nas superficies usinadas (superficie lisa)
ou com ataque acido (rugosa a nivel micrométrico). Estas estru-
turas sdo compostas por porosidades e acréscimos na superficie
em escala menor do que 100nm (geralmente em torno de 20 a
50nm) (Figs. 1 a 5). A andlise no AFM também demonstrou que
as superficies nano-estruturadas apresentaram uma rugosidade
proxima a da superficie usinada. A analise de EDS demonstrou
claramente que as superficies nano-estruturadas de dxido de ti-
tanio, 0xido de aluminio e 6xido de zirconio tiveram a sua com-
posi¢ao quimica alterada (Fig. 7). Nas superficies preparadas a
partir de aluminio e zirconio, estes materiais foram encontrados
recobrindo amplamente as respectivas superficies (Fig. 7). Esta
analise também comprovou que estes materiais estavam na sua
forma oxidada, o que os torna mais estaveis no meio bioldgico
e menos provaveis de liberar ions metalicos e sofrer corrosao™.
Para as duas superficies contendo éxido de titanio, também foi
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observado a presenga de titanio na forma de déxido de titanio
e nao titanio metdlico (reativo). Para as superficies lisa e rugo-
sa foi observado a presenga de titanio tanto na forma de éxido
(TiO,) quanto na forma de ions metalicos (reativos quimica-
mente), uma vez que a camada de éxidos nessas superficies se
formam naturalmente e sao de aproximadamente 2-6nm de es-
pessura®. A literatura cita amplamente os beneficios do titanio
como sendo biocompativel baseado na presenca da camada de
oxidos presente na superficie dos implantes®- .

Os efeitos benéficos das superficies nano-estruturadas em
relagdo a sua composicao quimica e caracteristicas nanométri-
cas foram observados neste trabalho. Os implantes de titanio
recobertos com um filme nanométrico composto por éxido de
titanio, 0xido de aluminio ou 6xido de zirconio foram avaliados
quanto aos efeitos celulares (a nivel molecular) e aos efeitos bio-
mecanicos (torque de remocao) e histoldgicos (analise histomé-
trica). O modelo animal utilizado neste estudo foi escolhido por
sua facilidade de manuseio e permitir a utilizagao de implantes
de tamanho reduzido, o que facilitou o desenvolvimento desta
pesquisa. No entanto, o uso de um animal de pequeno porte
dificultou algumas analises mecanicas e histométricas, pois o ta-
manho reduzido do implante limitou estes valores* 2. Todavia,
os resultados obtidos nos permitiram verificar uma tendéncia
a favor de todas as superficies nano-estruturadas avaliadas. A
superficie com ataque acido também apresentou valores supe-
riores a superficie usinada em relagao ao torque de remocao e
contato osso-implante. Os valores do torque de remogao e histo-
métricos, mesmo reduzidos, foram comparaveis a outros estu-
dos encontrados na literatura®.

O estudo da expressao dos genes relativos a diferenciagao na
via osteogénica (esta diferenciacdo foi comprovada via PCR) de-
monstrou uma maior tendéndia de osteogénese nos implantes
com superficie nano-estruturada. Este modelo in vivo permitiu
avaliar os efeitos das superficies na diferenciacao destas células
na linhagem osteoblastica. Os dados in vivo de analise molecular
e biomecanicos (torque de remocao e histologia), comparados
a superficie lisa e com ataque acido, sugerem que a utilizagao
de superficies nano-estruturadas influenciam uma maior dife-
renciagao e expressao de genes especificos da cascata de dife-
renciagdo de osteoblastos. Esta tendéncia é evidenciada pelo
aumento nos niveis de expressao dos genes Runx2, alp e bsp nas
superficies nano-estruturadas. Um aumento no nivel de expres-
sao do gene Runx2 indica um aumento na diferenciagao de oste-
oblastos*®. Este aumento na expressao de Runx2 pode ser uma
resposta especifica da topografia da superficie sobre as células
aderidas. Outros estudos também apresentaram expressao au-
mentada de Runx2 em superficies com topografia ativada® * 7.

Interessantemente, neste trabalho, as superficies nano-estru-
turadas nao se comportaram de maneira igual, indicando tam-
bém um papel importante do material utilizado para recobrir
estes implantes. A superficie recoberta com Alumina de manei-
ra geral apresentou os melhores resultados de torque de remo-
¢ao e expressao inicial dos genes relacionados a diferenciagao
de osteoblastos. A superficie recoberta com Zirconia apresentou
um maior contato osso-implante, mas uma resposta mais lenta
na expressao genica, que refletiu em valores mais baixos de tor-
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que de remocao até 21 dias. As superficies recobertas com éxido
de titanio apresentaram valores menores de torque de remogao,
contato osso-implante e expressao génica quando comparados
as superficies com Alumina ou Zirconia, entretanto estes valo-
res foram maiores do que a superficie controle (Usinada). De
acordo com outros autores, a modificacdo da nano-estrutura da
alumina também influenciou na adesdo de células dsseas. Foi
observado um aumento de duas vezes na adesao de osteoblas-
tos apenas modificando a forma da estrutura de alumina de
nanoparticulas para nanofibras. Demonstrando que ndo somen-
te o tamanho do material pode ser importante, mas também a
forma que ele apresenta para uma melhor relagdo com as pro-
teinas que irdo permitir a adesao celular’*. Outros metais tam-
bém demonstraram aumentar a adesao celular quando em sua
nanofase. Webster e Ejiofor'® (2004) estudaram a adesao celular
sobre metais como Titanio, Ti6Al4V e CoCrMo e observaram
um aumento desta adesdo nestes metais quando em nanofase
ao serem comparados com as conformagdes convencionais. Oh
et al.? (2005) observaram o crescimento de cristais de hidroxiapa-
tita sobre uma superficie de nanotubos de 6xido de titanio tra-
tada quimicamente com NaOH. Os nanotubos de éxido de tita-
nio foram feitos por anodizagdo e depois tratrados com NaOH,
e apos o tratamento da superficie foram imersos em um meio
semelhante ao plasma sanguineo. Houve entdo a nucleagao e
o crescimento de nanocristais de hidroxiapatita. Foi observado
que a formagao dos cristais de hidroxiapatita foi acelerada pela
composicao nano-estruturada do éxido de titanio. No entanto,
grande parte destes trabalhos ainda estao em fase experimental,
nao existindo no mercado odontolégico um grande ntimero de
implantes odontologicos osseointegrados que atualmente use
esta tecnologia.

A presenca de particulas de alumina e 6xido de titanio na
viabilidade e densidade celular de osteoblastos foi compara-
da por Gutwein e Webster' (2004). Os autores estudaram se o
tamanho dessas particulas (nanoparticulas ou convencionais)
seria importante para a viabilidade das células em casos onde
fragmentos da camada superficial se soltassem durante o uso ou
pelo desgaste de proteses inseridas no tecido 6sseo. Os autores
concluiram que houve um melhor resultado das nanoparticu-
las quando comparadas as particulas de tamanho convencional.
Neste trabalho nao foi observado qualquer diferenca na presen-
¢a de particulas de Titanio, Aluminio ou Zirconio nos animais
utilizados, indicando que a liberagao destes materiais nestes ti-
pos de superficies de implantes nao seria um problema.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados deste trabalho foi possivel avaliar ini-
cialmente os efeitos de superficies nano-estruturadas de implan-
tes osseointegrados com relacao as superficies Usinadas e com
Ataque acido na diferenciagao de osteoblastos. As superficies fo-
ram caracterizadas fisica e quimicamente e foi possivel observar
a presenga de caracteristicas nanométricas presentes na superfi-
cie. As superficies nano-estruturadas levaram a um aumento da
expressao de genes relacionados a cascata de diferenciacao de
osteoblastos no modelo animal utilizado (Rattus novergicus). As
superficies nanoestruturadas levaram a um maior contato osso-
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implante e a um aumento no torque de remocdo. A superficie
com Ataque acido também apresentou uma melhora em relagao
a superficie Usinada com relagdo ao contato osso-implante e ao
torque de remogdo. Nao foram observadas diferengas na pre-
senc¢a dos metais livre: Aluminio, Titanio e Zirconio nos animais
que receberam implantes e nos animais do grupo controle. En-
tretanto, estudos de longo prazo também sao necessarios para
verificar o real desempenho e beneficio de novas superficies de
implantes osseointegrados.
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ABSTRACT

Current trends in clinical dental implant therapy include use
of endosseous dental implant surfaces embellished with nanos-
cale topographies. Nanotechnology deals with materials with
at least one significant dimension less than 100nm. The goal of
this study was to consider the role of nanoscale topographic mo-
dification of titanium substrates for the purpose of improving
osseointegration. Nanotechnology offers engineers and biolo-
gists new ways of interacting with relevant biological processes.
Moreover, nanotechnology has provided means of understan-
ding and achieving cell specific functions. The various techni-
ques that can impart nanoscale topographic features to titanium
endosseous implants are described. Existing data supporting
the role of nanotopography suggests that critical steps in os-
seointegration can be modulated by nanoscale modification of
the implant surface. Important distinctions between nanoscale

and micron-scale modification of the implant surface are pre-
sently considered. The advantages and disadvantages of nanos-
cale modification of the dental implant surface are discussed.
Finally, available data concerning the current dental implant
surfaces that utilize nanotopography in clinical dentistry are
described. Nanoscale modification of titanium endosseous im-
plant surfaces can alter cellular and tissue responses that may
benefit osseointegration and dental implant therapy. In a series
of in vitro and in vivo experiments it was possible to evaluate
the effect of these modifications in different study designs. The
advantages of the use of nanocues added to the surface of the
osseointegrated dental implants allowed to a better and faster
osseointegration response of these materials, by acting on the
differentiation of the osteoblasts.

KEYWORDS: Nanotopography, nanotechnology, dental im-
plant, surface treatment, bone regeneration, cell signaling.
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