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Resumo

A estabilidade do titanio (Ti) e sua alta resisténcia a corroséo, fizeram do
mesmo o elemento de escolha na implantodontia e estéao relacionadas, dentre outros
fatores, com a camada natural de 6xido na sua superficie. Varios tratamentos tem
sido utilizados para modificar sua topografia e energia de superficie, no intuito de
promover melhor ades&do, migracdo e proliferacdo celular, diminuindo o tempo
necessario para a osteointegracdo. Diferentes superficies provavelmente influenciam
de maneira distinta a resposta inflamatéria e eventos celulares como ativacdo de
leucdcitos, cicatrizacdo e osteogénese. A adesao de plaquetas e geracao de fibrina,
bem como a ativacédo do sistema complemento, resultam na ativacao e recrutamento
de neutrdfilos. Durante a colocacdo de um implante, a adsor¢cdo de pequenos ions e
proteinas plasmaticas ocorre na superficie, sendo responsavel por subsequentes
respostas celulares. Portanto, a compreensao do papel dos neutréfilos humanos nas
interacbes que ocorrem nas superficies implantares, e a influencia da composicao
elementar bem como, dos diversos tratamentos aplicados a essas superficies é de
grande importancia. A otimizacdo para uso clinico dos materiais utilizados na
confeccdo de implantes requer modificacbes controladas de suas superficies. No
presente, as relacdes entre tais superficies e sua reatividade com os tecidos, bem
como sua integridade a longo prazo, sdo pouco conhecidos.

O objetivo do presente estudo foi comparar a resposta de neutrofilos
interagindo diretamente com duas distintas superficies de Ti em diferentes tempos
de incubacédo. Neutréfilos humanos foram separados e colocados em contato com
discos de Ti, lisos e rugosos. Para a analise da adesédo celular foram utilizadas a
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a citometria de fluxo (Facs). A
morfologia e o resultado do uso de marcadores de adesdo revelaram sinais de
ativacdo dos neutréfilos por ambas as superficies. As caracteristicas morfolégicas
nas duas superficies mostraram progressivas alteracdes durante os primeiros 120
minutos da interacdo. Utilizou-se também a microscopia de fluorescéncia e
marcadores como o0 Dapi, Faloidina e anti CD-62L para caracterizar,
respectivamente, o nucleo celular, o citoesqueleto actinico e receptores de

membrana. Nao houve correlacéo entre a for¢ca de adeséo, alterag6es morfologicas,



complexidade do citoesqueleto e expressdo dos marcadores CD-62L e CD-11b,
considerados, apds os tempos de interacdo das células com as superficies.



Abstract

The stability and high corrosion-resistance of the titanium (Ti) makes it, the
element of choice in implantology and its related, among other factors, with the
natural oxide layer that covers the Ti surface. Many treatments have been used to
modify its topography and surface energy in order to promote better cell adhesion,
migration and proliferation shortening the time necessary to the osseointegration.
Different surfaces probably influence distinctly the inflammatory responses and
cellular events as leukocyte activation, healing and osteogenesis. The platelet
adhesion and fibrin generation as well as the complement activation results in the
neutrophil recruitment and activation. At the time of an implant placement plasma
proteins and ions adsorb to the surface and are responsible for subsequent cellular
responses. So the comprehension of the human neutrophils role on the interactions
network that occurs on the implant surfaces and the influence of the elemental
composition as well as different surface treatments applied are of great importance.
The optimization for clinical use of the materials used to construct implants need
controlled modifications on its surfaces. At the present the relationship between
these surfaces and its reactivity with tissues for a long period of time are little known.

The aim of the present study was to compare the response of neutrophils
interacting with two different Ti surfaces and different time contact. Isolated human
neutrophils were placed into contact with Ti discs, which had been rendered as
“smooth” or “rough” following different surface treatments. Scanning electron
microscopy and flow cytometry were used to analize the cell adhesion to the surfaces
and the exposure of membrane proteins such as CD-62L and CD-11b. Topographic
roughness was demonstrated as higher for the SLA treated surfaces, measured by
atomic force microscopy and elemental analysis was performed by energy dispersive
X-ray, showing a similar composition for both surfaces. The cell morphology and
adhesion marker results revealed signs of neutrophil activation by either surface, with
different neutrophil morphological characteristics being observed between the 2
surface types and progressive morphologic changes during the first 120 min of
interaction. Topoghrafic analyses were also performed by the use of atomic force

microscopy. Fluorescence microscopy (AFM) and markers as Dapi, Faloidin and CD-



62L were also utilized in order to characterize the cellular nucleous, actin
cytoskeleton and membrane receptors.

There is no correlation between adhesive forces, morphologycal changes,
citoskeletal complexity and marker expression as anti CD-62L or CD-11b on the

evaluated interaction time of the cells with the surfaces.
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1. Introducao

1.1. Implantes e resposta inflamatéria
1.1.1. Historico

Em 1940 surgiram os primeiros relatos de que o Ti era bem tolerado quando
implantado no tecido ésseo, apresentando tendéncia a crescer, ao interagir com o
referido metal (Bothe et al., 1940). Desde essa época, sistemas de implantes de Ti
tém sido utilizados como substitutos para o tecido oOsseo (Leventhal, 1951,
Albrektsson et al., 1983). A raz&o para o sucesso da cicatrizacdo nos implantes de
tithnio ndo é bem compreendida, mas alguns pontos chave tém sido identificados.
Um desses pontos € a alta estabilidade, resisténcia a corrosdo e passividade da
camada de Oxido que cobre a superficie de Ti. Além do mais, apesar do Ti induzir
uma resposta do tipo corpo estranho quando implantado, a cicatrizacdo assemelha-
se a um processo cicatricial natural.

Na década de 50, experimentos realizados por Branemark e colaboradores
confirmaram que o tecido 6sseo crescia em contato com Ti. A partir de entédo
adquiriu-se conhecimento sobre biologia 6ssea necessario a compreensdo do
processo da osteointegracdo (Branemark, 1993). Apés a colocacédo de um implante
na mandibula era necessario um periodo de seis meses (ou oito meses na maxila),
para que ocorresse a osteointegragdo e o0 mesmo pudesse receber carga
mastigatoria. Posteriormente, modificacbes no “design” do implante e,
principalmente, na sua topografia, fizeram com que esse tempo fosse reduzido.
Atualmente sdo necessarios cerca de trés meses, isso sem considerar os implantes
de carga imediata (Testori, 2003). O fenbmeno da osteointegracdo ou seja, interacao
direta osso/implante tem sido melhor compreendido e as pesquisas voltam-se agora
para 0s eventos que ocorrem apdés a colocacdo dos implantes e seu imediato
contato com o plasma (Nygren et al., 1997). O tecido 6sseo é formado tardiamente
apos a colocacdo dos implantes, ja na fase regenerativa do processo cicatricial,
ocorrendo em duas etapas: osteoinducao, representado pela conversédo fenotipica
de células de tecido mole em células 0sseas, ou seja, matriz 0ssea desmineralizada
ou proteinas morfogénicas 6sseas, por estimulo apropriado; e osteogénese, sendo

este, a formacao de tecido mineralizado por osteoblastos.
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As propriedades das superficies implantares dependem da energia de
superficie e da rugosidade superficial. Teoricamente a rugosidade é capaz de
estabelecer maior unido biomecéanica com o 0sso periimplantar se comparado com
implantes com a mesma forma ou “designe”, porém, com superficie lisa ou polida
(Baier et al., 1984).

Em um experimento, foram utilizados sete coelhos nos quais, foram
colocados vinte e oito implantes. Metade dos implantes de Ti comercialmente puro
(cpTi), tiveram suas superficies tratadas por eletropolimento e os outros implantes
foram apenas usinados. Seis semanas apos, os animais foram sacrificados obtendo-
se cortes com 10 um de espessura evidenciando a interface de contato osso/titanio.
A andlise histologica mostrou interacdo direta osso/titanio de 60% para as duas
superficies, porém, a média do torque para a remocao dos implantes com superficie
rugosa foi de 26.4 Ncm, enquanto para implantes com superficie lisa foi de 17.2 Ncm
(Lars et al., 1988).

N&o é conhecido precisamente como as superficies implantares contribuem
ou modificam o processo da formacdo 6ssea. Materiais de implante ceramicos ou
metélicos ndo sdo osteogénicos. As superficies dos implantes atuais ndo tém
propriedades osteoindutoras, processo que suporta a mitogénese de células
mesenquimais indiferenciadas, levando a formacdo de células osteoprogenitoras a
criar novo 0sso. As superficies dos materiais e implantes diferem consideravelmente
na capacidade osteoindutora, processo que envolve a invaginacao e proliferacao
dos tecidos perivasculares e células osteoprogenitoras, do leito receptor para o
implante ou enxerto. (Einhorn, 1995).

Ainda sobre a rugosidade superficial, varios autores afirmam que a mesma
tem mostrado afetar a diferenciacdo e proliferacdo osteoblastica. O jateamento e o
ataque acido podem aumentar a formacdo 6ssea na superficie implantar. Além do
que, uma das mais efetivas superficies (SLA) tem sido conseguidas com jateamento
seguido de ataque acido e nenhum efeito negativo na adesao celular tem sido
mostrado. O jateamento de areia pode ser realizado utilizando-se tanto particulas
meédias ou grandes de Oxido de aluminio (Al,O3). A literatura mostra que no ataque
acido pode se empregar tanto acido cloridrico (HCI) ou uma mistura de HCI e &cido
sulftrico (H2SO,4) ou ainda acido hidrofluoridrico a (2%) e acido nitrico a 10%,
HF/HNO;. Além de aumentar a rugosidade superficial, o jateamento, seguido do

ataque acido pode remover contaminantes e aumentar a reatividade do metal. No
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entanto, muitos clinicos tém tirado conclusdes diversas desses achados
experimentais, ignorando varios relatos sobre a pobre correlagcdo entre achados
animais e resultados clinicos (Bowers, 1992; Martin et al., 1995).

1.1.2. Neutroéfilos e o processo inflamatorio

O entendimento dos mecanismos da migracao dos leucdcitos aumentou muito
nos ultimos anos. Embora apenas na ultima década, a primeira molécula de adeséo
tenha sido caracterizada, atualmente o nosso conhecimento inclui a descricdo
molecular para numerosas interacdes entre ligantes e receptores e a descoberta de
novas familias de citocinas e quimiocinas. O conhecimento do importante papel das
vias de adesdo nas doencas como, AIDS, aterosclerose, cancer e sindrome
inflamatoria, despertou a atencédo dos pesquisadores. Apesar das pesquisas terem
respondido algumas questdes, elas também suscitaram alguns desafios. De fato, o
conhecimento sobre a transmigracdo endotelial de leucécitos (TEM), retrata um
complexo fenbmeno com varios mecanismos e pontos de controle que dependem do
sitio de migracao, tipo celular, estimulo inflamatorio inicial e presenca ou auséncia
de diversos mediadores celulares soluveis. O paradigma da rolagem, adesdo e
diapedese permanece verdadeiro, entretanto, 0 numero de variaveis envolvendo tal
processo tem aumentado consideravelmente (Ratner, 1993).

Os neutréfilos sdo os leucdcitos mais numerosos do sangue periférico
compreendendo cerca de 40% a 70% em condi¢g6es normais. A vida média dessa
célula na circulacao € de 6 a 10 horas, porém, ap0s a ativacdo e migracdo para o
tecido, a vida média passa a ser de 2 a 6 dias, retardando assim, a apoptose.
Ativacdo dos neutrdfilos ocorre apds algum estimulo e possibilita a migracao celular
para o local da inflamacao e a destruicdo do patdégeno, sendo esse mecanismo de
ativacdo fundamental na imunidade inata (Kuijpers, 2001).

O sistema imune controla uma série de células que tem a finalidade de
defender o organismo. Os neutréfilos participantes desse processo (células
efetoras), migram rapidamente para o local da infec¢do ou injaria, apos a deteccao
de sinais quimioatraentes. A migracdo é orientada em direcdo ao gradiente
guimiotatico que atrai a célula para o rolamento sobre o endotélio, adesdo e
diapedese e guia a movimentacdo do neutrdfilo no tecido (Wagner e Roth, 2000;
Theilgaard-Monch, Porse et al., 2006).
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Ao chegar ao local injuriado, o neutrofilo reconhece o agente causador da
injuria por receptores de membrana, fazendo com que haja o engolfamento da
particula ou microorganismo e sua consequente destruicdo por meio das espécies
reativas de oxigénio (ROS) e proteinas proteoliticas e antimicrobianas. Apos esse
processo, os neutréfilos sofrem apoptose e sdo fagocitados pelos macréfagos
(Figura 1) (Theilgaard-Monch, Porse et al., 2006).
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Fig. 1 — Mecanismo de transmigracdao leucocitaria.

Defesa imune inata mediada por neutréfilos em resposta a infeccdo ou injurias. I. Saida do neutréfilo
da circulagdo sangiinea (rolamento, adesao e diapedese); Il. Ativacdo do neutrdfilo; lll. Fagocitose,
destruicdo, degradacao e liberagdo de espécies reativas de oxigénio (exocitose); IV. Liberacdo de
citocinas com consequente ativagdo de outras células; V. Apoptose dos neutréfilos e fagocitose dos
mesmos pelos macréfagos. Abreviaturas: az.gr.-granulos azurofilicos, spec. gr.-granulos especificos,
gel. gr.-granulos de gelatinase, ICAM-1-antigeno associado a fungdo dos linfécitos 1, LFA-1-antigeno
associado a fungdo leucocitaria, DC-células dendriticas e PMN-polimorfonuclear neutrdfilo.
Modificac&@o posterior a Theilgaard-Monch, Porse et al., 2006.

A primeira fase da resposta inflamatoéria é a liberacdo de quimiotaticos, tais
como: Cbha, mediadores lipidicos e quimiocinas pelos macréfagos, células teciduais,
células-T e bactérias. As quimiocinas sdo induzidas por citocinas pré-inflamatorias
liberadas por tecidos, macréfagos, células-T e bactérias, apos a invasdo de um

microorganismo ou particulas ou apoés a leséo tecidual. A quantidade e a duracéo da
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reacdo inflamatoria depende do estimulo recebido pelas células pré-inflamatdérias.
Essas diferencas séo percebidas na adesao, nos tipos de quimioatraentes liberados,
nas diferentes expressdes de receptores, nos tipos leucocitarios envolvidos, na
liberacdo dos granulos, na presenca ou auséncia da fagocitose e na regulacédo da
apoptose (Kuijpers, 2001).

Durante a infec¢do bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS) e o formil-metionil-
leucilfenilalanina (fMLP) sdo os agentes ativadores dos neutréfilos realizando a
funcdo de quimioatraentes. Quando os neutréfilos chegam ao local da infecgéo, as
bactérias geralmente estardo opsonisadas, o que orienta os neutrofilos a realizar a
fagocitose rapidamente, destruindo-as. Logo em seguida, ocorre a apoptose dos
neutréfilos. Em uma inflamacdo sem infeccdo, outras quimiocinas, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas, fator de agregacgao plaquetaria (PAF),
sdo liberadas pelos tecidos e leucdcitos apds injarias teciduais, ocorrendo a
guimiotaxia e a liberacédo dos granulos sem a fagocitose. Nos dois tipos de processo
inflamatorio (infeccioso ou nao), o equilibrio entre recrutamento, liberacdo de
substancias toxicas e apoptose dos neutrofilos € de fundamental importancia para
que o agente inflamatério seja erradicado e a resposta seja gradualmente
interrompida. Algumas doencas sdo agravadas pela perda desse equilibrio, como
bacteremia, que pode evoluir a choque séptico; a coagulacdo intravascular
disseminada, ou a isquemia seguida de reperfusdo que pode evoluir para a
sindrome da resposta inflamatoria sistémica, que, por sua vez, pode apresentar
como complicacdo a sindrome da angustia respiratoria aguda e como possivel

consequéncia, a sindrome da disfuncédo de mdultiplos 6rgéaos (Kuijpers, 2001).

Mecanismos de estimulo e ativacdo dos neutroéfilos

A resposta inflamatéria € um processo complexo que ativa uma série de
células, principalmente células do sistema imune. Os neutrdfilos, células efetoras da
resposta inflamatoria, tém sido bastante estudados. Esses estudos tém demonstrado
gue os neutréfilos sdo ativados, mas que, na sua grande maioria, essas células
passam por uma fase de estimulacdo, uma fase intermediaria entre repouso e
ativacdo, evidenciando que a transicdo entre esses estados ndo ocorre de forma
‘tudo ou nada”. Varios autores concordam com a existéncia de trés fendtipos
distintos: repouso ou quiescente, estimulado e ativado (Botha, Moore et al., 1995a;

Swain S.D. , 2002; Sheppard, Kelher et al., 2005).
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Os neutrdéfilos quiescentes sdo aqueles que circulam livremente na corrente
sanguinea, ndo aderem ao endotélio e possuem a morfologia arredondada. O
fendtipo estimulado é observado na primeira etapa de um processo inflamatério. Os
neutrofilos expdem receptores para que ocorra a adesdo e, posteriormente, a
diapedese entre as células endoteliais, produzindo poucos radicais de oxigénio e a
sua morfologia é modificada para que ocorra a migracado. No estado ativado, todos
0S processos que ocorrem nos neutrofilos estimulados séo percebidos, porém em
maior intensidade, além de ocorrer a fagocitose. Alguns ativadores neutrofilicos
podem ser também estimuladores como fMLP, LPS e PMA, tendo como diferenca a
concentracdo para a producdo de seus efeitos. O PMA é considerado o ativador
mais potente, pois ativa os neutrdfilos ao maximo (Botha, Moore et al., 1995a;
Siddiqui, English et al., 1995; Vulcano, Alves Rosa et al., 1998; Swain S.D. , 2002;
Sheppard, Kelher et al., 2005).

Os fendtipos podem ser considerados estagios pelos quais os neutrofilos
passam para chegar a ativacdo total. Isso é percebido quando temos um estado
estimulado e o neutrofilo encontra mais um estimulo que o torna ativado. Também é
possivel o retorno ao estado quiescente a partir do estado estimulado (Botha, Moore
et al., 1995b; Kitchen, Rossi et al., 1996).

O estado estimulado, comumente conhecido como “primed”, é uma etapa que
potencializa uma futura ativacdo dos neutréfilos. Muitos agentes sdo estimuladores
de neutrdfilos, tais como citocinas, mediadores lipidicos, grupos de horménios de
crescimento celular, dentre outros. Os agentes estimuladores mais estudados sé&o o
LPS, liberado pelas bactérias Gram-negativas e o PAF, agente enddégeno animal. O
neutréfilo estimulado por PAF pode se tornar a célula efetora na patogénese de
doencas, tais como sindrome da resposta inflamatoria sistémica, sindrome da
angustia respiratoria aguda e faléncia multipla dos 6rgdos (Swain S.D., 2002).

Na maioria dos processos inflamatorios é desencadeado primeiro 0 processo
estimulatério dos neutréfilos (primeiro hit) e, em seguida, é atingido o estado ativado
pela ligacdo de um segundo ativador, o que chamamos de segundo hit. Na
patogénese da inflamacdo, injarias teciduais e faléncia multipla dos o6rgaos e, mais
especificamente, no trauma é encontrada a estimulacdo enddgena por PAF, entre 3
a 6 horas apos o trauma e permanéncia de até 24 horas. Na estimulacdo, ocorre a
ativacdo da montagem do complexo NADPH oxidase e liberacdo de pequenas

quantidades de radicais de oxigénio (desgranulacéo); exposicdo de moléculas de
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adesdo ao endotélio, conseqiente migracdo, producdo e liberacdo de lipideos
bioativos, regulacdo de receptores de superficie, polimerizacdo de actina, eventos
de fosforilacfes, ativacdo de sinais de traducéo de proteinas e mudanca na taxa de
apoptose (Botha, 1995b; Lee, Hybertson et al., 2002; Swain S.D., 2002).

O segundo hit pode ser produzido pela ligagdo de LPS ou fMLP (produtos
bacterianos) ao receptor especifico ativando os neutrofilos com consequente
intensificacdo da producédo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio e da
fagocitose (Botha, 1995b).

A consequéncia desse processo em dois “hits” € o prolongamento do
processo inflamatério mesmo na auséncia ou a distancia do desencadeante (leséo
ou infeccdo) podendo causar danos teciduais graves e levar a sindrome da angustia

respiratoria e consequente faléncia multipla dos 6rgéos (Botha, 1995b).

Fases de Ativacao

Como ja foi comentado, os neutrofilos possuem 3 fendtipos: repouso ou
quiescente, estimulado e ativado. Esses estagios ou fases da ativacdo dos
neutroéfilos sdo de fundamental importancia na modulacao da resposta na imunidade
inata. Na primeira fase, de repouso, encontramos 0s neutréfilos na circulacéo
sangiinea, no estagio estimulado, realizando rolamento sobre o endotélio, diapese e
migracdo e no estagio ativado encontramos os neutrofilos onde temos a maior
concentracdo de ativadores e patdgenos. Essa separacdo € didatica, podendo ser
encontrados neutréfilos estimulados no local injuriado, como na lesdo pulmonar
aguda (ALI) (Sheppard, Kelher et al., 2005).

| - Caracteristicas dos neutréfilos em repouso ou quiescentes

a) Citosol

As subunidades da NADPH oxidase: p40°"°%, pa7PHo% e p67°"9% estdo no

7PHOX 7PHOX

citosol e estudos tém mostrado que ha dimerizagdo entre p6 e entre

, p4
Rac2 inativada com a ligagdo do GDP e inibidores de dissociacdo Rho-GDP
(RHOGDI) (Sheppard, Kelher et al., 2005; Condliffe, Webb et al., 2006).

e p4

-PHOX ~7PHOX

p40P"%% e p67°"%X e trimerizacdo entre p6 e p40™"°*. Tém-se ainda

b) Membrana
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Na membrana plasmética encontra-se uma pequena concentragdo de
citocromo b558 (p22PH°* e gp917H°%) juntamente com RaplA (Sheppard, Kelher et
al., 2005).

c) Granulos
A maior parte do citocromo b558 esta ligado & membrana granular das
vesiculas secretoras e dos granulos especificos (Sheppard, Kelher et al., 2005).

Il - Neutrofilos estimulados
O fendtipo estimulado € marcado pela mudanca de neutréfilos ndo aderentes

para aderentes e liberacdo de pequenas quantidades de ROS. A quantidade de
ROS é aumentada mais ainda apés um segundo estimulo (Botha, 1995b; Sheppard,
Kelher et al., 2005). Muitos agentes sao estimuladores. Os estimuladores podem ser
divididos em dois tipos: rapidos, agem em 3-5 minutos e geralmente envolvem a
tirosina quinase (PAF, LTB4, C5a e lisofosfatidilcolina, LPC) e os de acao lenta, que
demoram 15-60 minutos para manifestar o seu efeito como o LPS, fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), GM-CSF e IL-8, (Sheppard, Kelher et al., 2005)

a) Citosol e membrana

A ligacdo de agentes estimuladores como PAF, Cba, IL-8, LPC e LPS
desencadeia a montagem parcial do complexo NADPH oxidase que durara até 2
horas, antes de um segundo estimulo. Estimuladores de longa duracgéo fosforilam e
translocam a p47°"°* para membrana plasmatica, porém o TNF-a fosforila a p47°H°%
parcialmente, ndo ocorrendo a translocacéo. O PAF fosforila a p67°"°* ocorrendo a
translocacdo e fosforila p40°"°* e Rac2, mas ndo p47°"°*. Os neutréfilos incubados
com LPS entre 30 e 60 minutos aumentam a associacao do citocromo b558 com a

7PHOX 7PHOX p4OPHOX e

Rac2. No entanto, agentes estimuladores, tais como homocisteina, angiotensina I,

membrana plasmatica e a fosforilagdo de p4 , mas nao p6

zimosan opsonizado (OpZ) e estimulacdo por meio da B2-integrina, fosforilam e

7PH9% @ pa7PHO% A liberacdo do anion superéxido

translocam para membrana a p6
pelo complexo NADPH oxidase parece ocorrer ap0s a montagem completa, porém,
na estimulacdo dos neutréfilos, essa montagem é parcial. Mas, como foi visto, a
estimulagédo de outras vias, por exemplo, estimulagdo da (2-integrina, fosforila e

monta outras subunidades da NADPH oxidase, diferentes dos estimuladores como o
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PAF, podendo ocorrer a montagem completa (Sheppard, Kelher et al., 2005).
Juntamente com a montagem do complexo NADPH oxidase, outras proteinas séo
ativadas levando a diversas funcbes como transcricdo, traducdo e fosforilacdes,
como por exemplo, a fosforilagdo da familia das MAP quinases, principalmente p38
MAPK e Erkl1/2. O aumento da concentracdo de Cap. no citosol, devido a
estimulacdo, é necessério para ativagcdo de proteinas dependentes de Cay., tais
como algumas subunidades da PKC, proteinas que atuam no citoesqueleto e na
desgranulacdo. A reorganizacdo da actina, principalmente a F-actina € necessaria
para a movimentacdo dos granulos e migracao (Chen, Lin et al., 2005; Sheppard,
Kelher et al., 2005).

b) Vesiculas secretoras e granulos

As vesiculas secretoras e os granulos de gelatinase desgranulam para o meio
extracelular realizando a fusdo com a membrana plasmatica, assim expdéem [(2-
integrina mediando a diapedese e a migracéao pelo tecido. Estudo com a estimulacéo
feita pelo LPS demonstrou a fusdo dos granulos especificos e azurofilicos no
fagossoma, aumento na quantidade do citocromo b558 na membrana plasmética e a
desgranulacdo bem evidente (Faurschou e Borregaard, 2003; Sheppard, Kelher et
al., 2005).

[ll - Neutrofilos ativados

A ativagdo resulta na completa montagem e acdo do complexo NADPH
oxidase. Agentes comumente ativadores sdo o PMA e o fMLP. Alguns estimuladores
podem ser ativadores com 0 aumento na concentracdo, porém, em alguns casos,

esse aumento nao é fisiolégico (Sheppard, Kelher et al., 2005).

a) Citosol

A ativacao requer a fosforilagdo dos residuos de tirosina e serina da p47°"°%,

7PHOX o p40PHOX

p6 via quinases, tais como PKC, quinase p21 ativada, p38 MAPK,
PI13-K e proteina quinase ativada PA, seguido por translocacbes para a membrana
plasmatica e granular. A ativacdo do complexo NADPH oxidase, ocorre ap0s sua
montagem (Chen, Lin et al., 2005; Groemping e Rittinger, 2005; Sheppard, Kelher et

al., 2005).
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b) Membrana
Na ativacdo, o complexo NADPH oxidase é montado tanto na membrana
plasmatica como nos granulos. Ha intensa producdo de ROS e proteinas séo

OPHOX 7PHOX'

fosforiladas. A F-actina liga-se ao dominio PX da p4 e da p4

subunidades do complexo NADPH presentes na membrana, via fosfoinositol, e

assim a F-actina € reorganizada permitindo a formacdo de pseudopodes e a
fagocitose (Sheppard, Kelher et al., 2005).

c) Granulos

Os granulos especificos e azurofilicos se fundem ao fagossomo liberando o
seu contetudo, que contribui para a destruicdo do patdogeno. Também ha
desgranulacdo no meio extracelular e a presenca de anion superoxido (Faurschou e
Borregaard, 2003; Sheppard, Kelher et al., 2005).

Receptores de adeséo e migracdo dos neutroéfilos

Conforme visto anteriormente os neutréfilos possuem uma grande diversidade
de receptores, dentre eles estdo receptores acoplados a proteina G, onde PAF e
fMLP se ligam produzindo, respectivamente, estimulacéo e ativacéo; receptores Toll-
like, principalmente o receptor 4, onde liga-se o LPS e receptores associados a
migracéao, fagocitose e apoptose (Becker, 1987; Alpin, Howe et al., 1998; Andonegui,
Bonder et al., 2003; Fernandes, Passos et al., 2005).

Moléculas quimiotaticas, como PAF, leucotrieno B4 (LTB4), fMLP e produto
do sistema complemento C5a, induzem a expressdo de moléculas de adesdo em
neutroéfilos e células endoteliais, com consequiente migracdo (Wagner e Roth, 2000;
Kuijpers, 2001).

Os neutrdfilos circulantes sdo estimulados ou ativados por algum
quimioatraente e comegam a se movimentar em dire¢cdo ao gradiente quimiotatico.
Essa movimentacdo comeca pela exposicdo de receptores (L-selectina, PSGL-1 e
ESL-1) na membrana dos neutréfilos e sdo mediados por selectinas, conhecidas
como L-selectina, P-selectina e E-selectina. A L-selectina exposta na membrana dos
neutréfilos adere ao receptor sialomucina sulfatada no endotélio, assim como a P-
selectina e a E-selectina exposta na membrana do endotélio aderem a receptores
PSGL-1 e ESL-1, respectivamente, nos neutréfilos. Essas adesdes sao fracas, mas

fundamentais para diminuir a velocidade dos neutréfilos sobre o endotélio. Esse
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processo é chamado de rolamento. Varios autores acreditam que, durante o
rolamento, a L-selectina envia sinais de traducdo que estdo relacionados a
mobilizacdo de integrinas, que irdo agir na adesao firme dos PMN ao endotélio,
porém esse mecanismo ainda € desconhecido. As integrinas sdo externalizadas
apos a ativacdo e estimulacdo dos neutrofilos (Crockett-Torabi, 1998; Wagner e
Roth, 2000; Burg e Pillinger, 2001).

As integrinas sao grupos de glicoproteinas transmembranicas encontradas
nos PMN que intermediam a adeséo célula-célula e adesdo a matriz. A familia das
integrinas possui duas subunidades a e . Existem 16 tipos de subunidades a e 8
tipos de subunidades (3 constituindo 23 receptores conhecidos. Na adeséo firme do
PMN ao endotélio, ha a participacdo de duas integrinas: antigeno de macréfago 1
(Mac-1; aMB2; CD-11b/CD-18) e antigeno associado a funcéo dos linfocitos 1 (LFA-
1; alLB2; CD-11a/CD-18). Os ligantes endoteliais Mac-1 tém sitios de
reconhecimento especificos para fibrinogénio, fator X de coagulacdo, heparina, LPS,
proteina do complemento C3i e glicosaminoglicano. Assim, o neutrofilo pode agir em
varias situacdes durante uma inflamacéo, podendo ligar-se ao fibrinogénio e ao fator
X da coagulagdo; agir em uma endotoxemia fagocitando, liberando radicais de
oxigénio; ativar a cascata do complemento e aumentar a concentracao de ligantes
na membrana do endotélio. No endotélio, ocorre a exposi¢cdo de moléculas de
adesdo como ICAM-1 (CD-45) e 2 que se ligara a MAC-1 ou LFA-1, para a adesédo
firme. O ICAM-1 pode ativar o citoesqueleto das células endoteliais para que o0s
neutréfilos sejam puxados, favorecendo a diapedese. Os PMN também podem
expressar 31 integrina (VLA-4) e ligar-se a VCAM-1 do endotélio, como demonstrado
por estudos in vitro (Wagner e Roth, 2000; Burg e Pillinger, 2001).

O evento posterior a adesao firme é a diapedese (migracdo dos PMN entre as
células endoteliais) e a transmigracdo (movimentacdo dos neutrofilos na matriz
extracelular). Durante a diapedese os neutrofilos passam por um orificio que se abre
entre 3 células endoteliais, sendo essa migracdo mediada pela molécula de adesao
de plaquetas e células endoteliais 1 (PECAM-1; CD-31) e ICAMs (Su, Chen et al.,
2000; Wagner e Roth, 2000; Burg e Pillinger, 2001).

A transmigracdo é menos conhecida que a diapedese e a adesdo, mas sabe-
se que os leucécitos se ligam a componentes da matriz como colagenos,
fibronectinas, vitronectinas e laminina via B1 integrinas. As integrinas 1 VLA-5

(a5B1) e VLA-6(a6B1) ligam-se respectivamente a fibronectina e laminina (Su, Chen
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et al., 2000; Wagner e Roth, 2000). A VLA-4(a4p1) e a VLA-9(a9B1) interagem com
a fibronectina e VCAM-1, ligando-se também a proteina tenacina da matriz.
Juntamente com as ligacdes das integrinas a matriz, o citoesquelo do neutrdfilo sofre
modificacdes e polimerizacdo levando a movimentacdo. Os granulos séo liberados
causando destruicdo parcial da matriz, o que permite a sua locomoc¢éao (Wagner e

Roth, 2000; Cicchetti, Allen et al., 2002).

Mecanismos gerais da migracao transendotelial dos neutrofilos

Leucdcitos circulantes podem migrar dos vasos sanguineos para os tecidos
em ambas as condi¢cdes de normalidade ou patolégicas. Esta bem aceito que a
migracdo leucocitaria através dos vasos ocorre por um processo orquestrado pela
ativacdo de proteinas de adesédo e seus ligantes, tanto nos leucdcitos quanto nas
células endoteliais, ECs (Lawrence e Springer 1991; Von Andrian et al., 1991)
Mondcitos, linfocitos e PMNs, todos migram em funcdo de um mecanismo
semelhante mas, diferem nas suas respostas a quimiotaticos e sinais inflamatérios,
particularmente em funcdo da expressao quantitativa e qualitativa de suas moléculas
de adesédo (Dransfield, 1992; Springer,1994; Li et al., 2004). O inicio da migracéo
comeca com a captura dos neutréfilos da corrente sanguinea, pela parede dos
vasos, seguido pela rolagem. Esse processo de marginacdo representa o
comportamento normal dos neutrofilos circulantes. Apenas ap0s um estimulo
apropriado estar presente, apés a rolagem, os neutréfilos tornam-se firmemente
aderidos as paredes vasculares, sendo entdo posicionados para a migracdo, dos

vasos sanguineos para o parénquima tecidual.

A. Contato inicial e Rolagem

Ambos, a captura ou contato inicial, e a remocdo dos PMNs da corrente
sanguinea e sua rolagem pelo endotélio, sdo devidos a reversivel unidao de
glicoproteinas transmembrana de adesdo chamadas selectinas, encontradas nos
PMNs e ECs (Albelda et al.,1994; Luscinskas e Lawler 1994; Crockett-Torabi e
Fantone, 1995; Tedder et al., 1995). Selectinas possuem um dominio lectina, célcio
dependente no terminal extra celular NH2, que € ligado a um dominio “growth factor-
like” e entdo a um numero de sequencias curtas de consensos. Um curto dominio
intracelular é ligado a proteinas sinalizadoras de transducdo (Crockett-Torabi e

Fantone, 1995; Crocket-Torabi, 1998). Proteinas de adesé&o tipo selectinas, sao
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encontradas na maioria das células de origem hematopoiética e nas ECs de vasos

sanguineos e linfaticos.

1. Selectinas leucocitarias

Analise por microscopia intra vital da circulagdo microvascular em tecidos
normais, mostram uma evidencia visual do comportamento da adesdo e rolagem
pelo vaso. Em tecidos néo inflamados, uma ténue associacdo dos PMNs dentro dos
vasos pos capilares pode ser blogueada com anticorpos que interferem na adeséo
da selectina leucocitéria, L-selectina (Mel-14, LAM-1, CD-62L) nos neutrofilos
circulantes (Spertini et al.,1991; Von Andrian et al.,, 1991). A expressdo de L-
selectina constitutiva € grande em PMNs, recém liberados da medula Ossea,
comparado com PMNs maduros circulantes (Matsuba et al., 1997). A perda ou
liberacdo de L-selectina da superficie dos PMNSs, € devido em parte, a atividade de
uma metaloprotease que resulta em um rapido acumulo de L-selectina bioativa no
sangue (Kishimoto et al.,, 1995). Autoprotedlise da L-selectina pode ocorrer apés
exposicao a varios mediadores inflamatorios como LPS, TNFa, podendo ocorrer pelo
processo normal, na interacdo com a parede dos vasos. Por exemplo, inibidores de
protease significativamente reduzem a velocidade de rolagem e a clivagem de L-
selectinas em PMNSs in vitro, sugerindo que a L-selectina é rotineiramente liberada
de PMNSs circulantes, em condi¢bes normais ou ndo patoldgicas (Walchek et al.,
1996). Entdo, quanto mais tempo os neutréfilos permanecem na circulagdo, mais L-
selectina é perdida devido as ligacdes transientes e clivagem. Como a substituicdo
dessa L-selectina ndo tem sido demonstrada e, um baixo nivel de expressado esta
associado a apoptose, provavelmente essa baixa expressédo funcione como um sinal
para a remocao dos neutrdéfilos da circulagdo (Matsuba et al., 1997). Um alto nivel de
L-selectina plasmatica pode ocorrer durante uma infeccdo e talvez possa inibir a
rolagem de PMNs em sitios ndo inflamatoérios. L-selectinas bioativas soluveis podem
unir-se a ligantes endoteliais e bloquear suas interacées com recém produzidas L-
selectinas neutrofilicas (Schleiffenbaum, 1992; McGill et al.,1996).

Apesar de nao totalmente caracterizado, o ligante endotelial correspondente
da L-selectina do neutrofilo, € um membro do grupo das sialomucinas
oligossacaridicas, que apresenta afinidade por L-selectinas expressas por plaquetas,
linfécitos e mondcitos (Varki, 1997). Estudos in vitro demonstraram um ligante

endotelial para a L-selectina dos PMNSs, induzida por LPS ou citocina exposta a
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monocamada endotelial (Spertini et al.,1991). Além do mais, a rolagem dos PMNSs,
dependente de L-selectina ocorre em tecidos n&o inflamados, o que sugere a
existéncia de uma contraparte expressa no endotélio (Von Andrian et al., 1991,
Walchek et al., 1996).

O ligante para L-selectina melhor caracterizado, € o CD-34, o qual, é
encontrado nas ECs dos altos vasos e liga-se seletivamente as L-selectinas dos
linfécitos (Tedder et al.,1995%; Ager, 1996). O CD-34 e outras moléculas
relacionadas, sdo longas cadeias proteicas modificadas com ligacbes O (O-liked
sugar) e grupos sialicos (sialyl), com uma variada afinidade a todas as selectinas em
sistemas estacionarios (nonflow) in vitro. O ligante endotelial &, provavelmente uma
variante fucosilada do CD-34 (Tedder et al.,1995a; Krause et al., 1996).

2. Selectinas plaquetéarias

Selectinas plaquetarias (P-selectinas) e selectinas endoteliais (E-selectinas),
podem facilitar a adesdo PMN-EC. Essas selectinas sdo expressas somente quando
um estimulo inflamatério apropriado esta presente. P-selectina (GMP-140 proteina
granular de membrana/CD-62P é estocada intracelularmente nos corpusculos de
Weibel-Palade das ECs e nos granulos a das plaguetas (Malik e Lo, 1996). Apos
poucos minutos da exposicdo das ECs aos mediadores do processo inflamatério,
como produtos do complemento, radicais livres, ou citocinas, P-selectinas séo
mobilizadas para a superficie celular onde podem interagir com os PMNs (PSGL-1
P-selectina ligante de glicoproteina-1/CD-162). Mondcitos e plaquetas também
possuem PSGL-1 e podem ligar-se a P-selectina nas ECs ativadas. Da mesma
forma que o CD-34, a proteina PSGL-1 é modificada com o &cido siélico ligado ao
oxigénio e outros grupos glicidicos. Tal ligacdo consiste de um homodimero unido
por ligacdo dissulfeto na superficie dos PMNs, sendo capaz de ligar-se a dois
ligantes de P-selectinas simultaneamente (McEver e Cummings, 1997).

PSGL-1 é uniformemente distribuida em PMNs quiescentes e na fase de
rolagem. A ligacdo da L-selectina ocorre primeiro, sendo mais rapido e com menor
meia vida que a ligagdo da P-selectina (Ley et al., 1996). A ligacdo da P-selectina é
caracterizada por demoradas associacbes PMN-EC, frenagem e eventual contato
dos PMNs com a superficie dos vasos (Alon et al.,1997 e Davenpeck et al., 1997).

A interacdo da P-selectina com PSGL-1 é de meia vida curta e reversivel se

eventos adesivos adicionais sao rapidamente exigidos (Lawrence e Springer, 1991;
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Finger et al.,1996; Davenpeck et al., 1997). Na presenca de estimulo apropriado, a
ligacdo da P-selectina € acompanhada pela rapida redistribuicdo de PSGL-1 aos
uropédios em neutrofilos ativados, e talvez sinalizem a transicdo do processo de

rolagem para a captura (Bruehl et al., 1997).

3. Selectinas de células endoteliais

Uma segunda selectina produzida no endotélio, E-selectina (ELAM-1, CD-62),
nao € estocada, mas requer transcricio genética para sua expressao. O pico de
expressdo e atividade em ECs in vitro € de 4-6h apds exposicdo a citocinas
inflamatorias (Klein et al.,1995; Scholz et al., 1996). E-selectina pode suportar
contato e a rolagem dos PMNs de maneira similar a P-selectina (Lawrence e
Springer, 1994). Entdo, o seu papel na inflamacdo é manter a rolagem dos PMNSs,
apos a diminuicdo da expressdo da P-selectina (Malik e Lo 1996). Da mesma forma
que a L e P-selectina, a E-selectina liga-se in vitro a uma variedade de &cidos
sialicos e fucose das glicoproteinas, bem como as glicosaminoglicanas, como o
sulfato de heparina. Entretanto, in vivo o ligante para E-selectina talvez seja uma
mucina modificada com ligacdes N a acUcares, que tem sido caracterizada em
células murinas, chamadas E-selectinas ligante-1 (Levinowitz et al., 1993; Willmroth
e Beaudet, 1999). Um outro ligante sialico para E-selectina em células T bovinas,
tém sido descrito, sendo distinto da E-selectina ligante-1 (Walchek e Jutila, 1993).

Analogos humanos para ligantes murinos e bovinos, ndo tém sido bem descritos.

B- Adeséao firme

Os sinais iniciadores para o proximo passo da TEM, ou seja a adesao firme,
sdo aceitos como sendo eventos mediados por receptores em resposta a citocinas
inflamatérias, ou um evento propagado por sinais provenientes de selectinas
ativadas. Os dominios citoplasmaticos da ligacdo L-selectinas e PSGL-1 ativadas,
sao ligadas as vias de transducéo de sinais que levam a ativacdo das integrinas nos
PMNs (Crockett-Torabi e Fantone, 1995; McEver e Cummings, 1997; Williams e
Solomkin, 1999). Desta maneira, as selectinas talvez atuem na promocéo ordenada
da transicdo dos processos de adesao, estimulando a expressdo de integrinas, de

maneira sequencial, assegurando o sucesso da migracgao.
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Integrinas

Integrinas sdo um grupo de glicoproteinas transmembrana heterodiméricas,
encontradas nos neutrofilos e outras células hematopoiéticas, cuja funcdo € mediar
as adesOes célula-célula e célula-matriz extra celular (Hynes 1992; Luscinskas e
Lawler, 1994). Todas as integrinas sédo formadas por uma subunidade a e outra 3
que, juntas, formam um sitio de ligacdo extracelular. Cadeias citoplasmaticas das
integrinas provéem sitios de fosforilacdo e ligacfes as proteinas citoesqueléticas
envolvidas na transducdo de sinais (Alpin et al.,1998). H& oito diferentes
subunidades B (1-8) que associam-se com uma das dezesseis subunidades a, para
formar, no minimo vinte e trés receptores conhecidos, em uma variedade de células
como neutrofilos, linfécitos e plaquetas. Integrinas sdo capazes de mediar a ligacao
célula-célula e também estdo envolvidas com as ligacdes das células com proteinas
extracelulares como laminina, vitronectina, fibronectina e fibrinogénio. A ligacédo dos
PMNs ao endotélio ativado € mediada, primeiramente por duas integrinas que
consiste de duas subunidades B2 (CD-18). Estas sdo, antigeno de macrofago-1
(Mac-1; am, 32-CD-11b/CD-18) e antigeno de funcéo associada ao linfocito LFA-1;
aL, B2; CD-11a/CD-18. LFA-1 é a integrina dominante na migracao linfocitaria (Li et
al., 1994). Um baixo nivel de LFA-1 basal, expresso nos PMNs é inalterado por
ativadores ou estimulo. Entretanto, LFA-1 e uma terceira integrina CD-18,
p150,95(CD-11c¢/CD-18;a B2), promove o trafico de PMNs, sob certas condicfes.
Um quarto membro da familia das integrinas B2, ad, tem sido descrito como um
importante mediador da ades&o eosinofilica. Essa integrina ndo foi ainda relatada
em neutrdfilos (Grayson et al.,1998).

Mac-1 surge como a mais importante integrina em varios modelos de resposta
inflamatoria relacionada aos neutréfilos (Luscinskas e Lawler, 1994; Malik e Lo,
1996). Mac-1 preformadas, sdo encontradas em trés compartimentos separados nos
PMNSs: vesiculas secretorias, granulos especificos e granulos gelatinase (Sengelov,
1996; Borregaard e Cowland, 1997). Dessa maneira, Mac-1 pode ser mobilizada
rapidamente para a superficie dos neutrofilos, apos ativagdo com o peptidio fMLP,
bem como por estimulos fracos que mobilizam somente vesiculas secretorias (Altieri
e Edgington, 1988). Em PMNs humanos esses estimulos tardios incluem o LPS e
TNFa, dentre outros. Estimulos inflamatorios podem promover a transcricdo e
translacdo de gens Mac-1, prolongando o envolvimento da integrina durante a

inflamac&o.
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Mesmo quando Mac-1 é incorporado na membrana plasmatica de células
ativadas, somente uma pequena percentagem (10%), é competente para a unido do
ligante (Diamond e Springer, 1993). Além do mais, um pequeno numero de
moléculas Mac-1, incapazes de unir-se a ligantes, estdo constitutivamente presentes
nos neutrofilos. Entéo, a aparéncia fisica das integrinas na membrana celular, ndo é
necessariamente transcrita em uma alta expresséo para uma competente unido do
ligante. O sitio de unido quimica do ligante, no Mac de membrana, encontra-se em
uma regido extracelular da subunidade a denominada dominio de insercao,
inacessivel a potenciais ligantes, a ndo ser que as integrinas estejam ativadas por
sinais intra ou extra celulares (Stanley e Hogg, 1998). Préximo desse dominio ha um
motivo (metal divalente de ligacdo), chamado sitio de adesdo ion-metal dependente
ou MIDAS. Quando unido por ions divalentes como manganés, exceto célcio, ou
outro metal, esse dominio sofre uma alteragdo conformacional que expde o epitopo
para a unido do ligante (Michishita et al., 1993; Oxvig e Springer, 1998).

Outro importante dominio no terminal NH, da subunidade a, é uma série de
sete sequéncias repetidas que formam um dominio B (propeller) e possui calcio
como um suposto sitio de ligagdo que modifica a afinidade da unido aos ligantes
(Springer, 1997; Oxvig e Springer, 1998). A ativacdo das integrinas envolvendo um
dominio de insercdo, também existe na subunidade B, sendo necessario para a
unido de alguns ligantes. Sitios na por¢ao intracelular da subunidade CD-18 séo
indispensaveis para a internalizacdo e diminuicdo da expressdo da unido Mac-1
(Rabb et al., 1993).

1.1.3. Células e biomateriais

A adesdao de PMNs (polimorfonucleares neutréfilos) e outras células
inflamatorias as superficies implantares € conhecida. Apesar da presenca de
neutroéfilos, infecgcdes periprotéticas permanecem como problema e a resposta
inflamatoria local induzida pelo trauma cirdrgico talvez potencialize esta infeccéo.
PMNSs participam ativamente na resposta inflamatoria. Circulam quiescentemente até
sua exposicdo aos estimulos inflamatorios. Uma vez recrutados migram para as
areas de infeccdo destruindo os patdgenos principalmente por fagocitose e producéo
de superoxido. O fato de biomateriais implantados provocarem uma resposta
inflamatoria, acompanhada do recrutamento de células fagocitarias, é conhecido. O

exato impacto dos biomateriais nos neutréfilos entretanto, permanece
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indefinido.Vérios pesquisadores tém estudado as interagcfes entre os neutrofilos e os
biomateriais na esperanca de uma melhor compreensédo do fendmeno (De La Cruz
et al., 1998; Dawitt e Hallett, 2007).

A ativacdo do metabolismo do oxigénio, exocitose de granulos e o0 aumento
na producdo de anion superéxido, tem sido detectada em neutréfilos expostos a
biomateriais (Fabian, 1992; Diamond, 1993). Tal interacdo talvez esteja ligada a
deplecdo de recursos celulares e a inabilidade do neutréfilo em montar uma
explosao (burst) respiratéria em resposta a patdégenos potenciais (Fabian, 1992).

Quando os neutrdéfilos espalham-se nas superficies das células endoteliais, a
transformacdo da forma esférica para a forma achatada é dramatica. Como a
geometria esférica € a menor area requerida para conter certo volume, o volume
célular deve diminuir, ou a sua area de superficie deve aumentar durante essa
transformacdo. De fato, € a area da superficie que aumenta durante o seu
achatamento nas superficies (Dawitt e Hallett, 2007).

Foram utilizadas células interagindo com duas diferentes superficies de
implantes de Ti: usinadas e SLA. Durante um tempo de contato de 72h com as
superficies, além de outras caracteristicas diferenciais, as células (Osteoblast-like
cells, MG-63) apresentaram visiveis alteracdes morfologicas, (Giovanna Orsini et al.,
2000). Figs. 2 e 3.

Na superficie usinada, (Fig. 2), cuja textura € muito semelhante a superficie
lisa utilizada na nossa pesquisa, as células apresentaram uma configuracdo mais
achatada. Na superficie rugosa, idéntica a utilizada nesse trabalho, (Fig. 3) as
células exibiram morfologia com maior numero de pseuddpodes, estando
aparentemente mais aderidas a superficie mais irregular, comparado a usinada.

O que se pode inferir dos trabalhos realizados com diversas células, como por
exemplo, células tronco, fibroblastos, macrofagos, osteoblast-like cells, células
sanguineas e neutrofilos, em particular, em contato com diversos substratos, é que
as mesmas apresentam uma forma esférica inicialmente e, logo apds o contato com
as superficies, aderem e exibem uma morfologia achatada. Pseuddpodes,
uropédios, dobramentos e a presenca de lamelas, bem como outras caracteristicas
morfologicas de ativacdo, sdo dependentes, provavelmente, dos substratos e/ou

moléculas nele adsorvidas como fibrinogénio, IgG, albumina entre outras.
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Fig. 2 - MEV - Superficie usinada 5.500x.

Osteblast-like cells 72h apés interacao com placas de Ti. A (Fig. 2 e 3) exibindo imagem de uma
superficie de Ti semelhante a utilizada no nosso trabalho e uma célula mostrando uma configuracéo
achatada, tipica de células aderidas em superficies lisas. A célula aderida & superficie rugosa SLA
(idéntica a utilizada na nossa pesquisa), mostra alteracdes morfologicas distintas, com maior nimero
de pseudodpodes que lhe conferem um aspecto aparente de maior adesao ao substrato.

1.1.4. Biomoléculas, moléculas de adesao e superficies implantares

Fibrinogénio e imunoglobulinas sdo duas das proteinas dominantes nas
superficies implantares com as quais os neutrdfilos interagem (Henson, 1971). Os
PMN apresentam receptores para fibrinogénio e IgG, relacionados com quimiotaxia
e fagocitose. Fibrinogénio liga- se aos receptores de integrinas dos neutrofilos Mac-1
(CD-11b/CD-18), (Henson et al.,, 1992). Ap6s sua ligagcdo com fibrinogénio,
interagem com iC3b e fator X. Mac-1 medeia importantes funcdes adesivo-
dependentes como quimiotaxia e fagocitose. Iniciadas por sinais emanados do
interior ou que penetram nas células, as ligagcbes com receptores resultam em
aumento na adesao celular e promovem transmigracao para os tecidos adjacentes
(Hynes, 1992). A IgG liga se a dois receptores, Fcy- RIl (CD-32) e Fcy- RIII (CD-16)
expressos nos neutrofilos (Kaplan, 1990). LigacBes Fcy- R disparam varias funcdes
efetoras das quais, a mais importante € a fagocitose. Fcy- R é responsavel pelo
reconhecimento de particulas a serem ingeridas e aderéncia das mesmas a
superficie celular para seu engolfamento e fagocitose. Entretanto, quando o0s
neutréfilos encontram complexos imunes depositados nas superficies sélidas, eles
aderem a essas superficies e liberam constituintes lisossomais fora da célula. A
liberacdo de enzimas nestas condi¢cdes € referida como fagocitose reversa ou
frustrada (Kaplan, 1990). Ligacdes Fcy- R nestas condi¢des resultam em uma funcéo
neutrofilica aberrante.

A ativacdo do sistema complemento leva a ativacdo de produtos solaveis

como C3a, C5a e C5b-9 e a ligacdo dos fragmentos C3 a superficie do material.
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Consequentemente, neutréfilos e mondcitos séo ativados em funcdo do aumento da
integrina CD-11b/CD-18 (Mac-1). Varios autores tém mostrado a efetiva participacao
de diversos receptores e ligantes na adeséo celular aos biomateriais (Jaan Hong et
al.,1999).

Receptores para proteinas plasmaticas foram bem descritas ha algum tempo
mas, pouco tem sido relatado sobre a caracterizacdo de reacbes celulares as
complexas misturas de ligantes presentes nos materiais em contato com o sangue.
Os mecanismos que levam a inflamacédo, cicatrizacdo ou rejeicdo sdo pouco
conhecidos (Berton et al.,1999).

Quando o implante é colocado em contato com o0 sangue, plaguetas chegam
a sua superficie em dez segundos e, em cerca de dez minutos, expressam P-
selectinas (CD-62P). A superficie do Ti portanto, ndo é inerte e talvez induza a
producdo de fatores quimiotéticos para neutréfilos. PMNs chegam a interface
sangue/tithnio em dez minutos e aderem em nudmero que indica um ativo
recrutamento dessas células (Cecilia Eriksson et al., 2001a).

Eriksson e cols. (2001a) estudaram os eventos iniciais apds o contato entre o
sangue e o implante in vitro, no qual o Ti foi exposto ao sangue total em coagulacéo.
Foram utilizadas placas de Ti com superficie lisa, avaliando-se a expressao de
receptores de adesao e “burst” respiratério. Os autores que os neutrofilos aderem ao
Ti via receptores Fcy- RIll (CD-16), sofrendo uma primeira ativagdo. A subunidade
(am) da L-selectina e receptores Fcy- Rl diminuiram uma hora ap6s adesao.
Nenhuma atividade de explosdo respiratoria nas células aderidas foi detectada,
estando viaveis e respondendo ao uso de zymosan opzonisado durante as primeiras
horas de contato com a superficie de oxido de titanio (TiOy).

Utilizando técnicas de fracionamento subcelular e  microscopia
imunoeletrénica, a localizacdo das proteinas de adesédo L-selectina e integrina Mac-
1 (amp; integrin), respectivamente na membrana celular e vesiculas secretérias,
foram determinadas (Kishimoto et al., 1989).

Trabalhando com sangue total, em contato com placas de Ti, foi observado a
expressado de CD-62L e CD-11b por granuldcitos. Esse estudo mostrou uma alta
expressao de L-selectinas nos tempos iniciais (8 e 10min.), decrescendo apos 32 e
64 minutos quando, um aumento na expressdao de CD-11b foi verificado (Cecilia
Eriksson et al.,2001a).
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Constitutiva e uniformemente expressa por neutrdfilos, a L-selectina é uma
proteina transmembrana que exerce a importante fungcdo de proporcionar adeséo
fraca dessas células proximas aos sitios inflamatdrios. O papel das L-selectinas na
adesdo é variado, facilitando o contato direto e indireto dos neutrofilos com as
paredes vasculares. O amplo papel das L-selectinas, direcionando o acumulo de
neutrofilos, é estritamente regulado (Kishimoto et al., 1989; Wagner JG et al., 2000).
Esta regulacéo inclui sua rapida e eficiente eliminacédo da superficie do neutrdfilo sob
ativacado por varios estimulos, com virtualmente todas as moléculas de L-selectinas
sendo liberadas por um processo proteolitico (Todd RF, 1996).

Sendo importantes receptores de adesdo, as integrinas transmitem
modificacbes conformacionais bidirecionalmente através da membrana. As
subunidades alfa e beta formam a cabeca e duas longas caldas no ectodominio
expandem a membrana (Eriksson et al.,2001b). Precedidos pela adesdo, o
espalhamento e a migracao celular sdo eventos complexos que incluem a formacéo
de protrusdes na membrana, chamadas lamelas, na borda anterior da célula, e
interacbes de adesdo com o substrato. Além do mais, esses processos requerem
uma polarizacéo celular e uma coordenada dinamica citoesquelética (Orsello et al.,
2001).

A compreensdao dos mecanismos da migracdo transendotelial TEM (trans
endothelial migration) de leucécitos para areas de inflamagcdo aumentou
drasticamente na Uultima década e novas moléculas de adesdo tém sido
identificadas. O papel fisiolégico e patofisiolégico desempenhado por essas
moléculas tem sido descrito e o conhecimento das fragcdes de moléculas de adesao
torna-se importante na compreensdo de formas especificas de inflamacdo. A
complexa relacdo entre as moléculas de adeséo, citocinas, e agentes quimiotaticos,
tem grande interesse. Entretanto, ainda €& pouco o conhecimento sobre os
mecanismos de adesdo, espalhamento e ativacdo de leucécitos em contato com

diferentes superficies de Ti.

1.1.5. Espalhamento e migracéao celular

Em diversos materiais recobertos com IgG e fibrinogénio, a morfologia de
neutrofilos aderentes é diferencialmente afetada pela interagdo com a IgG ou com o
fibrinogénio. Neutrofilos aderentes ao fibrinogénio mantém sua forma esférica e

arredondada com pouco espalhamento. Ao contrario, neutréfilos aderidos a IgG
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encontram-se completamente espalhados, com suas superficies exibindo
pseuddpodes polarizados (De La Cruz et al., 1998).

A polarizacdo celular € necessaria para a motilidade do neutrofilo e pode
ocorrer em um gradiente ou concentracdo uniforme de um quimiotatico. Em ambos
0S casos, uma rapida montagem e desmontagem ocorre na parte anterior da célula,
enquanto a actina cortical € orientada em direcdo a por¢cdo posterior do neutrdfilo.
Alguns tipos de proteinas que se ligam a actina, como na sindrome de Wiskott-
Aldrich (WASP), tem sido descritas localizar-se tanto na porcdo anterior quanto
posterior da célula, durante a polarizacdo e migracdo do neutréfilo (Myers et al.,
2005), enquanto outras proteinas que também se ligam a actina, como a Arp3,
especificamente localizam-se nas areas de protrusdo dinamica na parte anterior
(Weiner et al., 2007). A dinAmica da actina citoesquelética é estritamente controlada
por proteinas reguladoras, incluindo atividade regulatéria da polarizacdo pelos
membros da familia das Rho GTPases como a Rac e Cdc42, ativas na porgado

anterior e Rho, atuando na porcao posterior das células (Niggli, 2003).

1.1.6. Superficies implantares

Os biomateriais, independente da sua utilizacdo, podem ser divididos em
quatro grupos: ceramicas, metais e ligas metalicas, polimeros sintéticos e materiais
naturais (Meyer et al., 1991).

Com a consolidacéo do uso clinico dos implantes osteointegrados nas Ultimas
décadas, a pesquisa no campo da implantodontia concentrou-se na melhora dos ja
expressivos indices de sucesso dos implantes. Estudos foram direcionados também,
para a viabilizacdo mais rapida dos implantes para uso clinico, na tentativa de
reduzir o periodo de tempo necessario para a cicatrizacdo Ossea livre de carga
funcional, recomendado no protocolo de pesquisa estabelecido pelo grupo de
Gotemburgo (Adell et al., 1981). Dentre as vérias linhas de pesquisas visando tais
objetivos, as caracteristicas topograficas da superficie sintética oferecida a célula
0ssea na interface osso-implante foram consideradas relevantes pela influéncia na
qualidade de osteointegracédo obtida (Kieswetter,1996). Pesquisas com cultura de
células in vitro em superficies metalicas e ceramicas apontam para resultados
positivos no que diz respeito a adesado celular e resposta de deposicdo de matriz
organica pelas células do fendtipo osteoblastico (colageno tipo 1 e 2 ), resultando

em expressivas diferencas percentuais no contato osso-implante entre superficies
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lisas e texturizadas (Kieswetter, 1996). Contudo, devido ao pouco tempo de
observacéo clinica e ainda pela diferenca nos processos de texturizacdo, ndo se
encontra consenso na comunidade cientifica quanto ao real beneficio a médio e
longo prazo, a sua importancia para uso clinico. Questionamentos sobre o prejuizo
no processo de osteointegracdo, com a possivel liberagcdo de ions metalicos e outros
produtos decorrentes da corrosdo e a consequiente contaminagdo sistémica de
orgaos e tecidos sdo apontados como incognitas potenciais, no ainda indefinido
processo de texturizacdo (Kummer, 1992).

O titénio é altamente resistente a corrosdo em temperatura ambiente, devido
a fina, protetiva e estdvel camada de TiO, que se forma em sua superficie.
Entretanto, ions de Ti, lentamente, podem difundir-se para os tecidos circundantes,
podendo ser transportados para o soro e urina. (Rosengren, 1996). Apesar do Ti ser
estavel e biocompativel in vivo, foi medido um nivel de Ti, acima de 21 ppm, em
membranas fibrosas encapsulando implantes (Dorr et al., 1990). A influéncia de ions
metélicos liberados, na formacéo e mineralizacdo 6ssea tem sido estudada in vitro.
fons metalicos, incluindo Ti, podem inibir a formacédo e crescimento de apatita,
proliferacéo celular (Nusbacher et al., 1978) e funcdes celulares especificas como
atividade da fosfatase alcalina, ALP, (Leventhal, 1951), mineralizagdo extra celular
(Albrektsson, 1981; Thomas, 1985; Salzman, 1987) e expressdo genética 0ssea
(bone-release) (McNally, 1994). Alguns estudos in vivo (Ekdahl, 1993; Kim, 2006)
mostram pigmentacdo em tecidos moles entorno de implantes de Ti. Entretanto, ha
pouco conhecimento dos efeitos do Ti na funcao celular, e na relevancia entre os

estudos in vivo e in vitro.

1.2. Microscopia eletrénica de varredura

O desenvolvimento da aplicagdo do microscépio, principalmente para
especimens biolégicas, ocorreu em 1937, sendo Manfred von Ardenne, um dos

pioneiros na microscopia de varredura (Manfred, 1937).
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Fig. 4 - Microscdpio eletronico de varredura — Vista Fig. 5 - Microscépio eletrénico de varredura —
panoramica Detalhes do aparelho

O advento do microscopio eletrébnico de transmissdo (MET) revolucionou a
pesquisa cientifica, influenciando e alterando significativamente varias areas, tanto
em ciéncias biolégicas como de materiais. Sua extraordinaria vantagem residia no
significativo ganho em termos de poder de resolugcdo, em funcdo do reduzido
comprimento de onda (£), do feixe de elétrons, da ordem de centésimos de A,
contra 4000 a 7000A da luz visivel. Ndo se deve esquecer, contudo, que apesar
disso, o MET apresenta sérias limitacbes como a impraticabilidade de examinar
material biolégico vivo, devido ao alto vacuo existente no interior do aparelho, e da
necessidade da amostra ser muito delgada (usualmente, no maximo 2000A). Assim,
exceto quando se faz réplicas delgadas de superficie, 0 MET néo € adequado para
visualizar externamente as amostras.

Este problema foi solucionado com o advento do microscépio eletrénico de
varredura

MEV - Field emission scanning microscopy: microscopia de varredura por
emissdo de campo. Embora concebido quando do desenvolvimento do MET, na
década de 30, sua introducdo comercial s6 ocorreu na década de 60, mas desde
entdo tem sofrido continuas melhorias, atingindo resolugcdes normais de 30-50A,
havendo modelos com sistema de iluminacdo especial que pode chegar a
resolucdes menores que 10A. Sua aplicacéo é ilimitada quando se trata de examinar
superficies e, com acessorios especiais podem examinar sec¢cbes espessas, bem
como transformar se em um micro-analisador de raios-X, quando conjugado a
detectores adequados.

No MEV, o elétron incidente, na maioria das vezes, interage com 0s atomos

da superficie da amostra, de tal maneira que fica capturado nos orbitais inferiores do
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atomo, deslocando outros elétrons, que sdo emitidos como elétrons secundarios,
dotados de energia significativamente mais baixa que os elétrons primarios

incidentes. No MEV séo utilizados estes elétrons secundarios.

1.3. Analise por disperséo de raio X

E uma técnica analitica utilizada para anélise elementar ou caracterizac&o
guimica de uma amostra. Sua principal caracteristica é devida em grande parte, ao
principio fundamental de que cada elemento possui uma estrutura atdmica Unica,
permitindo que raio-X emitidos sejam caracteristicos de um mesmo elemento
quimico. A emissdo de raio-X ocorre quando elétrons primarios chocam-se com
elétrons dos atomos da amostra, deslocando-os. Quando a vacancia ocupada
anteriormente pelo elétron secundério, é preenchido por um elétron proveniente de
um nivel de maior energia, essa energia extra pode ser emitida sob forma de raio-X.
Dessa maneira pode-se distinguir diferentes elementos quimicos em uma
determinada amostra.

Para estimular a emisséo de raio-X caracteristicos de uma amostra, um feixe
de alta energia de particulas carregadas, elétrons ou prétons, ou ainda um feixe de
raio-X, é direcionado para o espécime. No estado de repouso, um determinado
atomo da amostra contém elétrons com discreto nivel de energia, ligados ao ndcleo.
Um feixe incidente pode excitar um elétron de um nivel mais interno, ejetando-o para
um nivel mais externo, criando uma vacancia onde o elétron se encontrava. Um
elétron de um nivel mais externo, de maior energia, pode preencher esse espaco e a
diferenca de energia entre esses niveis € liberada sob forma de raio-X. A energia
dos raio-X emitidos pela amostra pode ser medida pelo espectrometro de disperséo
de energia (Fig. 6). Como a energia dos raio-X é caracteristica da diferenca de
energia entre os niveis, e da diferenca entre a estrutura atbmica do elemento do qual

essa energia é emitida, a composicao elementar da amostra pode ser medida.
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Nicleo atémico

Elétron removido ou O
Elétron secundario

/\)\En‘ergia

Liberada- RX

Irradiagdo externa
Elétrons primdrios

@ Elétron daamostra

@® ciétron proveniente de nivel com maior energia

Fig. 6 - Esquema: Elétrons primarios sendo removidos dos seus orbitais.

Quando a vacancia, anteriormente ocupada pelo elétron primério, é preenchida pelo elétron
secundario, de maior energia, essa energia “extra” pode ser emitida sob forma de raio-X.

1.4. Microscopia de forca atbmica

O primeiro microscoépio de forca atdmica, foi construido em 1986; logo apos,
surge 0 microscépio de varredura de tunelagem (Binning e Quate, 1986). A
microscopia de forca atdmica € um tipo de microscopia de alta resolu¢do na ordem
de escala de fracBes nanométricas; sua capacidade é cerca de 1000 vezes superior
em relacao ao limite de um microscoépio 6ptico (Binning e Quate, 1986).

Assim como qualquer equipamento, o MFA possui limitagdes. Para se
determinar o uso deste equipamento € importante considerar suas vantagens e
desvantagens. Dentre as vantagens podemos citar: grande capacidade para
registrar interacfes biomoleculares em ambientes liquidos, o que auxilia na analise
de amostras bioldgicas (Hamon et al., 2010). Diferentemente do microscopio de
varredura, gera uma projecdo ou uma imagem da amostra em formato
tridimensional; ndo necessita tratamentos especiais que possam alterar ou danificar
a amostra irreversivelmente; ndo precisa de um vacuo extensivo no meio (trabalha
perfeitamente no ar ou ambiente liquido (Sitterberg et al., 2010). Dentre as
desvantagens destacam-se: digitalizacdo de um Unico tamanho de imagem em
comparacdo ao MEV; a velocidade de scaneamento também é reduzida, embora a
qualidade da imagem seja superior; imagens de MFA também podem ser afetadas

por histerese do material piezoelétrico, possibilitando a presenca de artefatos.


http://en.wikipedia.org/wiki/Calvin_Quate
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Geralmente, ndo consegue medir paredes muito ingremes ou saliéncias, devido a
natureza das sondas ( Lapshin, 2004).

Basicamente, os principios de funcionamento da MFA sdo bastante simples.
Uma ponta atomicamente afiada € varrida sobre uma superficie com mecanismos de
“feedback” que permitem que 0s scanners piezo-elétricos mantenham a ponta sob
uma forga constante para obter informagdes de altura, ou no modo nao contato, para

a obtencao de informacdes sobre for¢a ou resisténcia na superficie da amostra.

1.5. Angulo de contato

O angulo de contato (0) € a medida quantitativa da molhabilidade de um
sélido por um liquido. E definido geometricamente, como o angulo formado por um
liquido, quando o mesmo é colocado sobre uma superficie sélida, conforme pode ser
visto no esquema abaixo. Para a definicdo desse angulo sdo consideradas duas
retas: uma que passa pela base da gota do liquido a ser avaliado, e outra que
tangencia essa gota. A interseccao dessas retas determina o angulo de contato.

0 >90 0 <90

tangent

tangent

t.
angent

solid solid solid

Fig. 7 - Esquema representativo de diferentes angulos de contato.

O valor do angulo (0), é inversamente proporcional a molhabilidade entre um liquido e uma superficie
sélida, ou seja, quanto maior o &ngulo, menor a molhabilidade da superficie (BiolinScientific, 2009).

Na figura acima, pode-se observar que os baixos valores de teta indicam que
o liquido espalha-se bem, ou seja, apresenta alta molhabilidade, os altos valores
indicam baixo escoamento ou pouca molhabilidade. Se o angulo de contato (0) &
menor que 90 graus, pode - se dizer que o liquido molha o sélido. Se esse angulo é
maior que 90 graus, pode-se dizer que o solido apresenta pouca molhabilidade.

O angulo de contato é o resultado de cargas elétricas, interagindo com o

dipolo da agua ou cargas, na célula.
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1.6. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que mede e analisa simultaneamente
diversas caracteristicas fisicas de particulas individuais, em geral células, a medida
qgue o fluxo do fluido passa por um feixe de luz. As propriedades analisadas sao o
tamanho relativo, a granulosidade relativa ou a complexidade interna da particula e a
intensidade relativa da fluorescéncia. Essas caracteristicas sdo determinadas por
meio de um sistema de acoplamento Optico-eletrénico, que registra a forma como a

célula ou particula dispersa a luz do feixe incidente e emite fluorescéncia.

Fig. 8 - Citbmetro de fluxo - Facs Calibur BD.

Um citbmetro de fluxo (Facs) compde-se de trés sistemas principais: sistema
de fluidos, optico e eletrdnico.

O sistema de fluidos transporta as particulas em um fluxo até serem
interceptadas pelo feixe de laser.

O sistema 6ptico consiste em lasers que iluminam as particulas presentes no
fluido da amostra e filtros Opticos que direcionam 0s sinais luminosos resultantes
para os detectores apropriados.

O sistema eletrénico converte os sinais luminosos detectados, em sinais
eletrbnicos que podem ser processados pelo computador. No caso de alguns
instrumentos equipados com o recurso de separacao (sorting), o sistema eletrénico
€ capaz também de dar inicio as operacfes de carregar e desviar particulas. No
citbmetro de fluxo, as particulas séo transportadas em fluxo de fluido até o ponto de
interceptacéo. E possivel analisar qualquer particula ou célula com tamanho de 0,5 a
150 pm.
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Ao passar pelo ponto de interceptacdo do feixe de laser, as particulas
dispersam a luz do laser, fazendo fluorescer moléculas excitaveis pelo comprimento
de onda utilizado. Uma combinacdo de divisores de feixes e filtros direciona a luz
dispersada e fluorescente para os detectores apropriados, que produzem sinais
eletrbnicos proporcionais aos sinais oOpticos recebidos. Nesse momento, séo
coletados dados sobre cada particula ou evento. As caracteristicas ou parametros
de cada evento baseiam- se na forma como a luz é dispersada e nas propriedades
fluorescentes. Os dados séo coletados e armazenadas no computador, analisados,
provendo informagbes sobre as subpopulacdes da amostra. Como exemplo de
dados, ao avaliarmos os neutrdfilos, obtivemos uma analise quantitativa e qualitativa
dos mesmos. O estado de ativacdo pode ser confirmado pela diferenca de
granulosidade e, a presenca dos marcadores de adesédo (CD-62L e CD-11b),

demonstrado.

Sistema fluido

Amostra

Fig. 9 - Esquema do sistema fluido encarregado de direcionar as células

As células ou particulas sdo conduzidas por um sistema hidrodinamico, em direcdo ao feixe de raio
laser. A seta localizada no centro da figura, representa as células a serem analisadas, perfiladas, e
sendo conduzidas pelo sistema de fluxo laminar. Fonte: Patricia Cisneiros dos Santos, UCSAL.
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Complexdade interna

SSC

FSC

Tamanho

Fig. 10 — SSC mostra a complexidade interna e FSC o tamanho da célula

Avaliacé@o das caracteristicas fisicas dos neutrdfilos. Representagéo da incidéncia de luz no neutréfilo,
desvio e deteccao caracterizando granularidade (SSC) e tamanho celular (FSC) (modificada a partir
de Darzynkiewicz, 2001)

1.7. Microscopia de fluorescéncia

Nos ultimos vinte anos tem havido um grande crescimento no uso da
fluorescéncia nas ciéncias biologicas.

A espectroscopia de fluorescéncia tem sido considerada uma importante
ferramenta em bioquimica e biofisica, extensivo a outras areas como biotecnologia,
sequenciamento de DNA forense, analise genética etc. A deteccdo do flior é muito
sensivel, gerando imagens celulares e moleculares que revelam o local e as
dimensdes de moléculas intra-celulares.

Luminescéncia- é a emissao de luz por qualquer substancia e ocorre a partir
de estados de excitacdo eletronica, podendo ser dividida em duas categorias:
fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado de excitacdo
(Lakowicz, 2006).

1.8. Interacao de células e biomateriais

A tendéncia das pesquisas indica que o sangue total, e também células
especificas, tem sido alvo de estudos 0s que procuram elucidar o comportamento de
diferentes células e sua interacdo com diversos biomateriais (Kummer, 1992; Nygren
et al., 1997; Ericsson et al., 2001b).

Em um estudo realizado por Kumazawa, foi examinado o efeito do Ti e outros
metais na funcdo e morfologia de neutrofilos humanos, avaliando-se sua

citotoxicidade e biocompatibilidade in vivo e in vitro. Foi comparado o efeito de
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particulas de Ti menores (1-3um) e maiores (10um) que os neutrofilos e de ions
dissolvidos, como ions de vanéadio (V) e niquel (Ni), em relacdo a citotoxicidade. Em
sintese, as conclusdes do referido trabalho foram as seguintes:

» Os niveis de lactato de desidrogenase estiveram aumentados somente no
grupo exposto a Ni. LDH é uma enzima intracelular envolvida na via
glicolitica, tendo os seus niveis aumentados quando a membrana celular é
destruida.

» Os niveis de anion superoxido produzidos pelos neutréfilos, aumentaram
nas solucdes contendo V e Ti. Estes ions sdo liberados quando as
membranas dos neutrofilos sdo estimuladas.

» As particulas de menor tamanho utilizadas no experimento (1-3um),
promoveram aumento nos niveis de TNFa.

» As membranas celulares em contato com V e Ti mostraram-se expandidas
em relacéo ao grupo controle (HBSS), apresentando uma morfologia mais
complexa. Em contato com o Ni as células apresentaram suas membranas
deformadas e destruidas (Kumazawa et al., 2002).

Por ser o metal mais utilizado na implantodontia e objeto dessa pesquisa,
apenas o Ti foi abordado no presente trabalho. Como os neutrdéfilos, rapidamente
encontram as superficies de Ti durante a colocacdo de um implante, precedendo a
osteoinducdo e osteogénese, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar o
comportamento dessa célula em diferentes tempos de interacdo. Procurou-se
também elucidar se as diferentes topografias das superficies de Ti influenciam as
caracteristicas da adesao, morfologia e expressao de receptores de adeséo.

Estariam os neutrofilos sendo estimulados ou ativados de maneira distinta
apos a interacdo com diferentes superficies? Ou ainda, ha uma expressao
diferenciada de moléculas de adesdo como, L-selectinas e CD-11b, nos diferentes
tempos da interacdo dos neutréfilos com as placas de Ti?
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2. Justificativa

Embora haja indicios da melhor qualidade das superficies de Ti tratadas, em
relacdo as lisas, ndo esta ainda claro, qual € o melhor tipo de topografia e a sua
influencia na interacdo das células e o resultado, a longo prazo, no processo da
osteointegracdo. A caracterizagcdo morfologica e funcional de pré osteoblastos,
osteoblastos e ostedcitos nas superficies implantares tem sido estudada desde o
inicio da implantodontia e cientificamente embasada. Entretanto, o estudo de células
de defesa como o neutréfilo, que em poucos minutos, ao contrario das células
0sseas, encontra a superficie de Ti, logo apds sua colocagdo, tem sido objeto
apenas de pesquisas mais recentes. Além do mais, ha uma rica literatura utilizando
0 sangue total, e ndo apenas neutrdéfilos, separados e interagindo diretamente com
as superficies, por diferentes tempos. O presente trabalho procurou relacionar e
caracterizar morfofisiologicamente neutrofilos e superficies de Ti, na tentativa de
esclarecer pontos ainda obscuros, na busca por uma superficie topograficamente
adequada. Estudos in vitro restringem o uso de animais e diminuem o tempo de

pesquisa, favorecendo a relacédo custo/beneficio para a pesquisa e a industria.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Caracterizacdo fisica, morfolégica e bioquimica de neutréfilos apos sua

interacdo com duas diferentes superficies de titanio, apos diferentes tempos de

interacdo, observando sua influéncia na resposta inflamatéria.

3.2. Objetivos Especificos

>

Observar e descrever as alteracbes morfoldgicas dos neutréfilos em
diferentes tempos de interacdo com superficies de Ti, lisas e rugosas, com
uso da MEV.

Avaliar a topografia das superficies com utilizacdo da MEV e da MFA
Avaliar a composicao elementar das duas diferentes superficies por
analise de EDX.

Analisar o angulo de contato ou molhabilidade das duas superficies
Caracterizar biogquimicamente, pela anélise de marcadores moleculares de
estimulo e ativacdo (anti CD-62L e anti CD-11b), a resposta dessas
células ap06s sua adesao ao Ti, comparando as superficies utilizadas.
Desenvolver um método que permita comparar a forca de adesdo de
neutrofilos as diferentes superficies.

Avaliar a resposta de marcadores de adesdo as diferentes superficies

testadas.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Delineamento experimental

Neutroéfilos Placasde Ti

mm

Comato Lisas Rugosas
com placas g
]
[ J ‘

¥

|

Forga de
adesao
- Angulo de
v contato

Marcadores v v

de superficie

Fig. 11 - Delineamento experimental.

Apos a coleta e separagdo dos neutréfilos, os mesmos foram colocados em contato com as placas
pelos tempos definidos no experimento. Apds esse periodo de contato as células foram avaliadas
guanto a sua morfologia, por microscopia de varredura. As superficies das placas também foram
submetidas & MEV e a MFA, para avaliacdo das suas caracteristicas topogréficas, e EDX, para
avaliar-se a sua composicdo elementar. O angulo de contato das placas de Ti, foram medidos e,
finalmente, ap0s a remogédo das células das superficies pela técnica da forca g, as mesmas foram
colocadas em contato com os marcadores de adesdo e submetidos a citometria de fluxo e
microscopia de fluorescéncia.

4.2. Separacao dos neutréfilos em gradiente de percoll

Sangue venoso periférico fresco foi obtido com uso de seringa tipo luer de 10
ou 20 mL. O sangue foi coletado, apds consentimento informado, de individuos
saudaveis e ndo usuérios de medicamento.

Foi preparado um gradiente de percoll (Amersham Biociences, Uppsala,
Suécia) com objetivo de purificar neutréfilos, por sua densidade, a partir de sangue
venoso periférico heparinizado. O percoll € composto de particulas de silica inertes,
nao téxicas, que nao aderem as membranas, sendo ideal para purificacao de células
e organelas. O gradiente foi composto por solugbes a 60% e a 70% de percoll,
diluido em solucdo balanceada de sais (HBSS). Tais solu¢gbes foram preparadas
conforme a tabela 1.
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Reagentes 60% (3 mL) 70% (3 mL)
Percoll 100% densidade: 1,130 g/mL 1800 pL 2100 pL
HBSS (solugédo balanceada de sais) 1 X 990 pL 645 uL
HBSS (solugéo balanceada de sais) 10 X 210 pL 255 pL

Tabela 1 - Gradientes de percoll.

Durante a montagem de um gradiente, adicionou-se lentamente 3mL da

solucéo de percoll 70% ao fundo de um tubo falcon de 15mL, que ja continha 3mL

da solucao de 60%. Em seguida, 3mL de sangue heparinizado, coletado em material

plastico, de forma a se evitar estimulacdo pelo vidro,

foram colocados

cuidadosamente por cima da montagem (Fig.12), e centrifugados a 400 g por 35

minutos a 22°C em centrifuga de cacamba moével (himac CR 20B2) com

aceleracéo/desaceleracdo de 2m/seg?.

Fig. i2 - Sanguelgradiente percoll.

Apés a centrifugagdo, obteve-se um halo de neutréfilos situado entre os

gradientes de 60% e 70% de percoll, que foi coletado e transferido para um novo

tubo. As hemacias sedimentaram para o fundo do tubo e o plasma, juntamente com
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as plaquetas e os demais leucdcitos, permaneceram na porcdo superior do
gradiente (Fig.13).

Fig. 13 - Inicio da sparago, ap6s primeira centrifugacéao.

Observar “halo”, onde ha concentragédo de neutrdfilos (Seta).

A fracdo do plasma foi desprezada e o halo de neutrofilos foi retirado
diretamente com uma pipeta. As células recolhidas foram lavadas duas vezes com
10mL de HBSS para retirada de resquicios do percoll e as hemacias residuais foram
lisadas com 3mL de &gua miliQ por 15 segundos. A osmolaridade foi restaurada
apos este tempo, pela adicdo de 9mL de NaCl a 1.2%. Ao final, obteve-se um
“pellet” de neutrdfilos (Fig.14), que foi ressuspenso em 500uL de PBS contendo
calcio e magnésio. Uma aliquota de 100uL (aprox. 2.105 células) desta amostra foi
separada para as andlises de citometria de fluxo/caAmara de Neubauer, avaliando-se

o rendimento, a viabilidade e a pureza celulares.
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4.2.1. Analise celular: pureza, viabilidade e rendimento

A pureza foi verificada por contagem diferencial de leucdécitos em lamina
corada com Wright e por citometria de fluxo através dos parametros intrinsecos:
tamanho e granulosidade celular. Contou-se 100 células visualizadas no esfregaco e
depois se verificou a porcentagem de neutréfilos. A contagem foi realizada em
triplicata e uma média das trés contagens foi considerada.

A viabilidade foi verificada pela citometria de fluxo, utilizando o iodeto de
propidio e na camara de Neubauer (Fig. 16) utilizou se nigrosina 0,05%, como
corante de exclusdo. Foram pipetados 5mL da aliquota de suspensédo de células
para 20 uL de solugdo de nigrosina 0,05% diluida em PBS, pH 7,2. Homogeneizou-
se a suspensdo, que foi adicionada a uma camara de Neubauer até completo
preenchimento de um campo de leitura. As células que apresentavam o interior
corado de preto foram consideradas mortas e as ndo coradas foram consideradas
vivas. Um total de 100 células foram contadas e a porcentagem de células vivas foi
calculado. Esta andlise foi realizada em triplicata e o resultado final foi uma média
das trés contagens.

O rendimento da separacado foi determinado em hemocitébmetro, diluindo se
10 puL da aliquota de células em 50 pL do liquido de Turck. Esta suspenséo foi
homogeneizada e adicionada a camara de Neubauer até o preenchimento do campo

de leitura e o niumero de células presentes em cada regido L do campo foi contado.
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Fig. 16 - (A) Camara de Neubauer.

Campo de leitura e (B) com dois campos de leitura, (C) mostra a profundidade da camara de 0,1mm.

ApOs a otimizagdo da técnica, foram necessarios 12 mL de sangue de cada

individuo, para se obter a quantidade de 2x10’ células.

4.3. Preparo das superficies de Ti

Placas de Ti comercialmente puro (CpTi) ASTM, grau 4, confeccionadas e
fornecidas pela Neodent (Neodent sistema de implantes, Curitiba, PR-Brasil), foram
utilizadas. Uma das superficies foi usinada e depois mecanicamente polida obtendo-
se uma superficie lisa. A outra, ap0s usinagem, recebeu um jato de areia com
particulas grandes, seguido de duplo ataque &cido (HCI/H,SO,) resultando em uma
superficie rugosa (SLA). Ambos os discos apresentando espessura e diametro de
um e seis milimetros respectivamente, foram embalados e esterilizados na industria.
Como relatado acima, as superficies dos discos de Ti receberam dois diferentes
tipos de tratamento (realizados pela empresa fornecedora das placas), resultando

em uma superficie lisa e outra texturizada.
4.4. Andlise das superficies de Ti

4.4.1. Microscopia eletrénica de varredura

A avaliacdo das caracteristicas microtopograficas por MEV, das placas de Ti
foi realizada no laboratorio de microscopia eletrbnica da UnB, e utilizou-se um
equipamento JEOL JSM 840 A. Nao houve nenhum preparo das placas, tendo sido

as mesmas levadas diretamente ao equipamento, sem a utilizagdo do processo de
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metalizagdo. A incidéncia do feixe eletronico com as placas foi de zero grau, e a
voltagem de aceleracéo foi de 15 KV.

4.4.2. Anélise por disperséo de raio-X

A analise elementar e mapeamento foram realizados em um equipamento
FEG, XL30 série Oxford, Philips (do departamento de engenharia de materiais -
Dema- Universidade Federal de Sao Carlos, SP) e a composi¢cdo de ambos os tipos
de placas de Ti foram avaliadas. A concentracdo atdomica relativa foi calculada a
partir da altura relativa dos picos, apds a correcdo por fatores tabulados de
sensibilidade.

O MEV pode rapidamente ter a sua fungdo alterada, substituindo-se a
emissao do feixe de elétrons (raios catddicos) pela emissdo de raios-X. Detectores
especiais irdo receber a energia resultante do deslocamento de elétrons primarios
de seus orbitais.

As amostras, constituidas apenas pelas placas estéreis, sem qualquer
tratamento quimico e sem células, foram colocadas no porta amostras, levadas para
a camara do aparelho tendo sua composicdes elementares avaliadas. Amostras a
serem submetidas a microscopia eletrénica de varredura, via de regra, e na fase
final da sua preparacdo recebem uma cobertura de pé de ouro (metalizacao), cuja
finalidade é aumentar a condutancia da amostra. Nesse experimento, devido ao fato
das amostra serem metdlicas, portanto, boas condutoras, ndo houve necessidade

dessa etapa.

4.4.3. Microscopia de forgca atomica

As superficies foram avaliadas por meio de microscopia de forca atbmica
operada em modo contato, utilizando um equipamento SPM-9600 (Shimadzu,
Japdo) com um scanner apresentando dimensdo de varredura maxima de 125u x
125u). As amostras foram colocadas nas moedas metélicas (porta-amostra),
aderidas por meio de fita dupla-face. Ponteiras de nitreto de silicio (Si3N4) piramidais
com uma constante de mola de aproximadamente 0,15 N/m foram utilizadas. A forga
aplicada e a velocidade de varredura nas amostras durante o procedimento foram
determinadas de acordo com cada situagdo, mas nunca excedendo 20 nN. A

resolucéo adotada foi de 512 x 512 linhas em uma é&rea de varredura de 50u X 50u.
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Repetidos procedimentos de varredura (incluindo tragco-retraco e variagbes de
angulo) foram realizados na mesma regido no intuito de confirmar que nenhuma
alteracdo morfoldgica estivesse ocorrendo durante o procedimento de analise. As
imagens foram processadas e as caracteristicas nanoestruturais foram aferidas
utilizando os softwares de aquisi¢cdo e andlise que acompanham os equipamentos,
sendo realizada andlise de superficie e determinacdo da média aritmética da
rugosidade (Ra), altura maxima (Rz), rugosidade média dos 10 pontos
representativos da amostra (Rzjis), raiz quadratica meédia da rugosidade (Rq), altura

média (Rp) e profundidade média (Rv).

4.4.4. Angulo de contato

Para a avaliacdo do angulo de contato, foram utilizadas gotas de éagua
destilada (20uL). Como o diametro das placas é de 6mm, o volume foi calculado
para que a agua ocupasse inteiramente a superficie da placa, sem entretanto,
transbordar. Antes do descarte da agua, a ponteira era aproximada, cerca de dois
centimetros das placas. A mensuracdo dos angulos de contato foi realizada pela
técnica da projecdo, que consiste em projetar em um anteparo, as curvaturas
estabelecidas no contato liquido/superficie. A seguir utiliza-se um gonidémetro
medindo-se os angulos. Tal procedimento, realizado em triplicata, mostrou diferentes

angulacdes para as placas lisas e rugosas.

4.5. Exposicao dos neutrofilos as superficies de Ti

ApoOs a separacao dos neutrofilos, como descrito anteriormente, 0s mesmos
foram colocados em contato direto com as placas de Ti, lisas e rugosas (Fig. 17) por
tempos de 5 min., 15 min., 30 min., 1,0 h e 2,0 h, utiizando se uma ponteira
carregada com 130 uL de amostra contendo 1.88 x 10° neutréfilos em suspenséo.
Para a obtencdo da mesma quantidade de células a serem colocadas em contato
com as placas, (cento e oitenta e oito mil), as células eram ressuspensas apos a
contagem e calculo do rendimento. As células foram mantidas interagindo com as

superficies pelos tempos acima mencionados.
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' Fi. 7 - Placas de Ti lisas A) ‘ rgas (). -
No fluxo laminar, os neutréfilos em suspenséo eram colocados sobre as placas de Ti.

4.6. Analise das células

4.6.1. Microscopia eletronica de varredura

Apébs a exposicdo dos neutréfilos as superficies de Ti, as amostras foram
cobertas com uma solucdo fixadora de Karnovsky (paraformaldeido a 2%,
glutaraldeido a 2% e sacarose a 3%), seguido de tamponamento (solucdo de
cacodilato de sodio 0,1 mol/L, pH 6,4 a 7,4). Esse é um método rotineiramente
utilizado no preparo de amostras a serem analisadas pela MEV. A seguir, as
amostras foram colocadas no porta amostras por meio de fita dupla face, colocadas
em um suporte e submetidas a analisa por MEV para avaliacédo das superficies de Ti
e das células nessas superficies.

Foram utilizados dois instrumentos para analise por MEV (JEOL JSM 840A)
do laboratério de microscopia eletrénica da UnB e JEOL JSM 6340F do instituto de
quimica da Unicamp. Esta analise foi importante na obtengédo de imagens, tanto da
microtopografia das superficies implantares, quanto da morfologia das células. Em
sintese, a rotina de preparo das amostras para analise por MEV inicia com a fixacdo
do material, ponto critico (CPD), ap6s a desidratacdo de rotina, culminando com a
metalizacdo das superficies a serem avaliadas. A secagem ao ponto critico € um
procedimento realizado apdés a desidratagcdo, e recomendado para amostras
delicadas como células, por exemplo pois, elas sofreriam deformacdes durante a
secagem ao ar. O ponto critico de uma substancia refere-se a certas condicdes de
temperatura e pressdo que a mesma deve ser submetida para que suas fases

liguida e gasosa co-existam simultaneamente. Substancias como gés carbdnico
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(CO,) e certos fluorocarbonos tém seu ponto critico proximos as condigdes normais
de temperatura e pressdo, comumente empregadas neste processo. No caso do
CO,, por exemplo, seu ponto critico é cerca de 80Kg/cm? a 30 °C. Em esséncia, a
amostra depois de desidratada € colocada em uma camara que pode ser
herméticamente fechada, dotada de uma janela, com uma conexdo fechada por
véalvula a uma bala de CO,, e outra para o exterior. A pressdao na camara €
gradativamente aumentada até que se atinja o ponto critico. Durante a desidratacao
e, especialmente na secagem ao ponto critico, as amostras podem ser colocadas
em gaiolas especiais para evitar sua perda.

Apols exposicdo as superficies de Ti, os neutrofilos foram fixados em
glutaraldeido a 2%, tamponado em cacodilato de sédio a 0.1% (pH 7.4), pés- fixado
em tetroxido de 6ésmio a 1%, desidratado em concentracdo crescente de etanol,
secados (CPD) e montados em porta amostra de aluminio e jateados com ouro. As
alteracdes morfolégicas dos neutrofilos foram observadas utilizando-se um
microscopio eletrénico de varredura (JEOL, JSM 6340F Hitachi Co. Toquio, Japao).
O microscoépio foi operado em uma voltagem com aceleracdo de 3KV e aumentos
variando entre 600 a 12.000x.

Um total de cento e doze células foram delineadas e a area das células
aderidas a cada uma das superficies foi calculada utilizando-se o software ImageJ
1.41 (National Institute of Health, USA).

4.6.2. Remocdao das células: forcag

O método denominado “for¢a g”, desenvolvido no laboratério de Bioquimica e
Quimica de Proteinas LBQP, e utilizado nesta pesquisa, tem como finalidade medir a
forca necessaria para deslocar ou retirar os neutréfilos aderidos as diferentes placas
de Ti apds os tempos estabelecidos no trabalho.

ApoOs interacdo das células com as superficies lisas e rugosas, as mesmas
foram removidas das placas de Ti sob condi¢cbes controladas de centrifugacao, de
forma a se manter constante a forca g sobre a superficie. As células removidas
foram contadas em camara de Neubauer, e foram analisadas por citometria de fluxo
quanto a presenca de marcadores de membrana. A seguir descreveremos O
equipamento, materiais e técnica de utilizagdo do método “forga g”.

Retira-se a tampa de um tubo eppendorf de 600uL e recorta-se 0 mesmo

cerca de cinco milimetros do seu fundo. Coloca-se o disco de Ti no eppendorf na
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regido recortada com sua entrada voltada para baixo (Fig. 18) e com a superficie de
interesse do disco voltada para o fundo cortado do eppendorf. Logo apos, 0s
neutrofilos, ressuspensos em 130 yuL de HBSS contendo Ca e Mg séo pipetados e
colocados sobre a placa, na superficie exposta pelo fundo do tubo (que teve sua
extremidade removida), preenchendo o espag¢o compreendido entre a placa e o nivel
estabelecido pelo corte realizado na ponta do eppendorf (Fig. 18).

Todo o procedimento € realizado sob condicdes estéreis em fluxo laminar.

Fig. 18 - Eppendorf com placa e células em suspenséo, (130pL)

Apés o0 tempo de contato estabelecido no experimento, 0 conjunto
eppendorf/placa é invertido num tubo tipo falcon de 15mL contendo mais 150uL de
HBSS (Fig. 19).
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Fig. 19 - Eppendorf de 600pL invertido dentro do falcon de 15mL.

Essa montagem foi levada para uma centrifuga himac CR 20B2 (Hitachi,
Toquio, Japao) rotor tipo “swing” e submetida a centrifugagdo com os seguintes
parametros: temperatura 22°C, rotacdo 1.300 rpm, altura da amostra de 2cm,
resultando em uma forca g igual a 290, durante 20 minutos, e ac/dc 2 m/s?. Com tal
procedimento foi possivel comparar o numero de células que se desprenderam de
cada superficie quando submetidas a uma forca constante, bem como suas
caracteristicas morfo-funcionais. As células removidas foram coletadas, contadas em
camara de Neubauer e a comparacdo estatistica entre as duas superficies nos
diversos tempos foi feita utilizando-se o teste t de Student. As células removidas
foram também analizadas por citometria de fluxo para comparacdo do tamanho,
granulosidade e expressdo dos receptores de adesdo CD-62L e CD-11b, como
descrito a seguir. Foi possivel obter-se, portanto, uma andlise qualitativa indireta da
forca de adeséo as diferentes superficies.

Apés a realizacdo de diversos testes, modificando os valores da RPM, altura
da amostra e tempo de centrifugacao, a otimizacdo do método nos permitiu concluir,
estarem as células melhor aderidas as superficies rugosas. Os resultados
inicialmente utilizados e experimentalmente testados sdo mostrados na tabela que
se segue. Tendo sido escolhidos 0s seguintes parametros: velocidade igual a 1.300
rom, tempo de centrifugacdo 20 minutos e altura das amostras, 2cm. Assim, 0S
“debris” resultantes da ruptura celular, em funcdo de uma alta rotacdo e/ou tempo
prolongado, ou mesmo altura das amostras, puderam ser evitados, e células

morfologicamente normais eram removidas das placas pelo método descrito. Por
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outro lado, baixas rotacfes, durante um curto periodo de tempo, mostraram-se

insuficientes na remocao das células.

Velocidade Tempo Temperatura Altura da Aceleracao
em RPM amostra Desaceleracéo
1840 30 min 22 (°c) 4,0 cm 5 m/s?
1500 25 min 22 (°c) 4,0 cm 5 m/s?
1300* 20* min 22 (°c) 2,0* cm 2 m/s**
1000 15 min 22 (°c) 2,0 cm 2 m/s?

Tabela 2 - Variagdo na RPM, tempo e altura das amostras

Parametros utilizados nos demais experimentos marcados com asterisco (*).

4.6.3. Receptores de adesdo de membrana nas superficies dos
neutroéfilos

Trabalhou-se nesse estudo com os marcadores de adesédo CD-62L e CD-11b,
pelo fato dos mesmos serem, respectivamente, relacionados com o processo de
rolagem e adesao firme dos neutréfilos ao endotélio, fato ja descrito na literatura
(Ratner, 1993; Crocket-Torabi,1998).

As superficies dos neutréfilos foram avaliadas em relagdo a quantidade de L-
selectina (CD-62L) e integrina am, subunidade (CD-11b), ap6s o contato dos
neutréfilos com as superficies de Ti, por diferentes periodos. Os neutrofilos (1.88 x
10> células) foram colocados em contato com as placas de Ti, da maneira ja
descrita, pelos periodos de 5 min,16 min,30 min 60 min e 120 min. Apés cada um
desses tempos, as células foram removidas por centrifugacdo (290g por 20 min.) e
expostas a cada um dos conjugados (diluicdo final de 1:70 v/v para cada marcador)
anti-CD-62L FITC e anti-CD-11b R-PE por cinco minutos, a temperatura de 25°C. A
fluorescéncia foi detectada por citometria de fluxo (FACsCalibur, BD Becton
Dickinson, Mountain View, Ca, USA), previamente calibrado com feixes
fluorescentes disponiveis comercialmente, com uma coleta tipica de 5.000 eventos
por amostra. Um software (CellQuest TM), que controla a aquisicdo de dados foi
também utilizado na andlise. Neutréfilos isolados foram definidos por suas
caracteristicas morfométricas no foward-scatter (dispersédo frontal - FSC) x side
scatter (disperséo lateral - SSC) plots de densidade. Neutréfilos incubados em PMA
(13-acetato de forbol éster 12-miristato), 100ng/mL por duas horas, foram utilizados
como controle positivo. A andlise estatistica comparando as diferentes superficies e

os diferentes tempos foi realizada utilizando-se o teste ANOVA.
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4.6.4. Microscopia de fluorescéncia

As placas de Ti utilizadas no experimento foram colocadas em laminas de
vidro e, logo apés a interacdo com os neutrdfilos, durante os tempos de 5, 30, 60 e
120 minutos, foram analisadas por microscopia de fluorescéncia, em um microscoépio
Axiophot Carl Zeiss, Program Axio Vision.

Foram utilizados os marcadores: Dapi, Faloidina e anti CD-62L, com a
finalidade de evidenciar, respectivamente, 0 nucleo, a actina do citoesqueleto e
receptores de adesdo de membrana. Numero total de placas: 48, sendo 24 lisas e
24 rugosas. Nessa etapa do experimento, duas placas de Ti foram fixadas em cada
lamina de vidro, com a finalidade de reduzir espaco no fluxo laminar e permitir mais
agilidade no momento da colocacéo simultanea dos diversos marcadores utilizados.

Finalmente as placas de vidro foram colocadas em placas de Petri, utilizando-
se o0 protocolo de rotina para os marcadores, e em triplicata.

Como as placas de Ti sdo mais espessas que as laminas de vidro, foram
utilizadas brocas diamantadas esféricas n°1015 KG Sorensen, SP, Brasil, criando-se
dois orificios circulares em cada na lamina, colocando-se as placas de Ti, as quais
eram fixadas com resina fotopolimerizavel, na regido inferior do conjunto.

A B
1 s e

Fig. 20 — Esquema mostrando lamina de vidro com placas de Ti (A e B)

Devido a coincidéncia no comprimento de onda na fluorescéncia da Faloidina
e do CD-62L, esta fase do experimento foi realizada em duas etapas, sendo um
conjunto de placas de Ti com as amostras marcado com Dapi e Faloidina e outro,
com Dapi e CD-62-L.

Placas Lisas (Total de 24 placas)

Marcadores Tempos de interacdo neutréfilos/placas de Ti Triplicata
Dapi + CD-62L 5min. 30min. 60min. 120min. 3X
Dapi + Faloidina 5min. 30min. 60min. 120min. 3X

Tabela 3 — Marcadores e tempo de interagdo dos neutrofilos - placas lisas

Placas Rugosas (Total de 24 placas)

Marcadores Tempos de interagdo neutrofilos/placas de Ti Triplicata
Dapi + CD-62L 5min. 30min. 60min. 120min. 3X
Dapi + Faloidina 5min. 30min. 60min. 120min. 3X

Tabela 4 - Marcadores e tempo de interagao dos neutroéfilos - placas rugosas
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5. Resultados

5.1. Microscopia eletrénica de varredura das superficies de Ti

Superficies lisas e rugosas exibem diferentes topografias quando examinadas
por MEV, cuja analise revelou as seguintes caracteristicas das superficies
estudadas:

As superficies lisas apresentaram finas ranhuras decorrentes do processo de
usinagem que antecede o polimento das mesmas, enquanto as superficies rugosas
apresentaram uma topografia mais texturizada, com profundas e estreitas
indentagbes (Fig. 21 e 22). Estes resultados foram também confirmados por dados
quantitativos da MFA (Figs. 28-31).

Placas lisas
O aumento de 160x mostra que, mesmo apdés o polimento, as superficies

polidas apés a usinagem exibem ranhuras e pequenas irregularidades (Fig. 21).

=S R
V Placa lisa, 160 x.

y ,. ,
Fig. 21 - ME
Com um aumento maior, as placas lisas mostram uma superficie que exibe
ranhuras mais evidentes do processo de usinagem, em aspecto de linhas

concéntricas (Fig. 22).
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Fig. 22 - MEV Placa lisa, 1.400x.

Placas rugosas

Em aumento de 160x, as placas rugosas exibem uma visivel diferenca na sua
rugosidade superficial, comparadas as placas lisas. Estas placas receberam o
tratamento SLA, fazendo com que as mesmas adquirissem o aspecto rugoso (Fig.
23). Os tratamentos realizados nas superficies das placas de Ti promovem uma

texturizacao uniforme nas superficies.

g 25 VeV Plac rugman. 1600

O aumento de 1400x mostra com mais evidéncia o resultado do efeito do
jateamento com areia, seguido de ataque acido, nessas superficies (Fig. 24). E com
essas distintas superficies, cujas diferencas topogréaficas foram também confirmadas
no trabalho, pela microscopia de for¢ca atbmica, que posteriormente, os neutréfilos
irdo interagir e serdo avaliados quanto a morfologia e expressao de receptores de
adeséo.
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Flg 24 - MEV Placa rugosa 1.400x.
5.2. Andlise elementar por disperséo por raios-X

Trés placas lisas e trés rugosas foram avaliadas nessa etapa do trabalho. Os
resultados de cada conjunto, constituido por placas com superficies com o mesmo
tipo de tratamento, foram semelhantes. As figuras e graficos abaixo, sao
representativos das médias das composicOes elementares das placas avaliadas. A
analise por EDX mostrou apenas o elemento Ti como o componente mais abundante
e 0 carbono como um contaminante minoritario nas superficies lisas. As superficies
rugosas exibiram a mesma composicdo, exceto pela presenca de diminuta
guantidade de contaminantes como C, Si, Cl e Na; como mostrado nos Graficos (25
e 26)

Counts

R JIR

B e 5 A S S S B S B B B B B B S B

0 2 B 6 8
Energy (keV)

Fig. 25 - Grafico EDX - Composic¢édo quimica elementar - placa lisa.

O grafico acima exibe o elemento Ti em quantidade que demonstra a sua presen¢a dominante na
amostra, bem como, a inevitavel presenca de tragos de C.
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Fig. 26 - Grafico EDX - Composicéo quimica elementar - placa rugosa.

O gréfico acima mostra, além do Ti, pequena quantidade dos elementos quimicos, Cl, Na, Si e C.
5.3. Angulo de contato

O angulo de contato, hidrofilicidade, ou espalhamento da agua destilada em
contato com a superficie lisa foi de 45,20 graus e de 30,10 graus nas placas com
superficie rugosa (Fig. 27) Esse resultado est4 de acordo com trabalhos prévios
encontrados na literatura. E conhecido que o espalhamento ou hidrofilicidade
encontra-se aumentado nas superficies rugosas, com relacdo as lisas
(BiolinScientific, 2009).

Fig. 27 - Angulo de contato. Placa rugosa 30,10° e placa lisa 45,20°.
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5.4. Microscopia de forca atdbmica

A avaliacdo pela microscopia de forca atdmica mostrou diferencas
topograficas entre as placas com superficie lisa e rugosa, conforme apresentado nas
figuras que se seguem, nos varios parametros considerados, em especial, a altura
maxima (Rz).

A média aritmética da rugosidade (Rzjis), avaliando-se dez pontos em cada
amostra e a altura maxima (Rz), dentre outros parametreos considerados na analise
por MFA, mostrou que as placas lisas e rugosas apresentam grandes diferencas
topogréficas em suas superficies. Resultado que corrobora os achados da MEV,
(Figs. 28-32 e tabela 5).

1.39
[um]

0.00

0.00
20.00 um 50.00 x 50.00 um
Lisa1

Fig. 28 - Placa lisa 2D Fig. 29 - Placa lisa 3D

50.00x50.00 [um] Z 0.00 - 1390.71 [nm]

Lisa-1

Imagens topograficas representativas obtidas por microscopia de for¢ca atdmica a partir das duas
superficies sob investigagdo. Imagens processadas pelo software SPM-9600 off-line e mostradas em
2D e 3D.

Obervar que a altura maxima (Rz), nas figuras 28 e 29, é de 1.39um.
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0.00

50.00x50.00 [um] Z 0.00 - 4776.32 [nm]

~0.00
20.00 um 50.00 x 50.00 um SLAss
9A4

Fig. 31 - Placa rugosa 3D
Fig. 30 - Placa rugosa 2D

Imagens topogréficas representativas obtidas por microscopia de forca atdmica a partir das duas
superficies sob investigagdo. Imagens processadas pelo software SPM-9600 off-line e mostradas em
2D e 3D.

Observar que nas figuras 30 e 31, a altura maxima (Rz), é de 4.78 pm.

Média Lisa 1264,7 612,7 167,1 576,5 688,2
Média SLA 555,4 79457  3753,5 750,4 3839,0  4106,7

Tabela 5 - Pardmetros de rugosidade calculados por MFA.

Ver figura na seqléncia. rugosidade (Ra), altura maxima (Rz), rugosidade média dos 10 pontos
representativos da amostra (Rzjis), raiz quadratica média da rugosidade (Rq), altura média (Rp) e
profundidade média (Rv).
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Fig. 32 — Gréfico das medidas de rugosidade obtidas por MFA

De acordo com os seis parametros analisados a partir de imagens obtidas em modo de operagao
contato e de aquisicdo topogréfica. Parametros marcados com (*) mostraram diferenc¢a significativa
(p<0.05) entre a placa lisa e a placa rugosa.

5.5. Remocdao das células

Os neutrdfilos foram incubados por diferentes tempos (5min., 30min., 1h e
2h), nas duas superficies. ApGs a colocacdo das células em contato com as duas
superficies pelos tempos referidos, as células foram removidas por centrifugacao e
analisadas por citometria de fluxo e por microscopia Optica. Iniciamos o processo de
otimizacdo da técnica de remocao das células das superficies de Ti (forca g), com o
valor da RPM igual 1840, utilizando os parametros relacionados a esse valor (tabela
2). Observou-se, nesse caso, que somente células ndo viaveis e um grande nimero
de “debris” celulares estavam presentes. Ao utilizarmos os parametros relacionados
a RPM igual a 1500, “debris” celulares foram ainda observados (aproximadamente a
metade da condicdo anterior) e poucas células viaveis foram encontradas.
Diminuindo-se o valor da RPM para 1300, os “debris” celulares ndo mais
apareceram e obtivemos um numero expressivo de células. Ainda assim, testou-se
uma RPM igual a 1000, juntamente com seus parametros, verificando que um
namero insignificante de células eram removidas, aproximadamente 5% da condigéo
anterior, considerada na pesquisa. Os dados referentes a contagem de células
recuperadas em cada tempo foram submetidos ao teste t de Student cujo resultado

indicou que o numero de células removidas das superficies lisas foi
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significativamente maior que nas rugosas nos tempos iniciais (P<0.05), como
mostrado na figura (Fig. 33). Foi observado um significante decréscimo (p<0.05) de
células removidas comparando-se os tempos de 5 minutos ao de 30 minutos nas
superficies idénticas e uma adesao constante depois desse mesmo tempo (30 min.),

em ambos 0s contatos.

Remocgéo de ceélulas das placas
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Fig. 33 - Nimero de células removidas das placas x tempo de incubacéo.

As células foram incubadas nos tempos entre cinco e cento e vinte minutos, nas diferentes
superficies e removidas por centrifugacdo. Os dados mostram significante diferenca (marcadas por *;
p < 0.05) entre as placas lisas e rugosas aos cinco e aos trinta minutos. Houve ainda, significante
decréscimo no niimero de células removidas entre 0s cinco e os trinta minutos nas duas superficies.

5.6. Receptores de adesdo de membrana nas superficies dos
neutrofilos

Como os neutrdfilos mostraram diferentes for¢cas de adesdo ao interagir com
as superficies de Ti lisas e rugosas, foram monitoradas a exposicdo de duas
moléculas de adesado na superficie celular: CD-62L, um marcador da adesao fraca,
normalmente presente em neutréfilos quiescentes, e removida apds adesdo ou
ativacdo por PMA e CD-11b, um marcador da adeséo firme, integrante do complexo
Mac-1, normalmente exposto na superficie celular apés ativacéo por PMA. Os dados
foram obtidos por citometria de fluxo e submetidos ao teste ANOVA.

Os neutréfilos removidos das placas por centrifugacédo, incubados com
marcadores de moléculas de adesdo e submetidos a citometria de fluxo mostraram
que a exposicdo dessas moléculas de adesdo é desencadeada, de forma
semelhante, independente da rugosidade da placa utilizada. A interacdo com as

diferentes placas induziu expressédo de CD-62L em um numero maior de células
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comparado ao controle positivo e menor que o controle negativo. (Fig. 34). O
namero de células apresentando CD-11b foi menor, comparado aos controles
negativo e positivo em ambas as superficies de Ti (Fig. 36). A média da intensidade
de fluorescéncia (indicador indireto da quantidade de moléculas expostas) de CD-
62L (Fig. 34) e CD-11b (Fig. 36), nas superficies celulares, ndo foi significativamente
diferente, comparando-se a interagdo com placas ao controle negativo, sendo porém
observado maior quantidade de CD-62L e menor de CD-11b, comparando-se a

interacdo com placas ao PMA.

Porcentagem de células com CD62L
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—e—Controle —a—PMA —— Superficie Rugosa —— Superficie Lisa

Fig. 34 - Porcentagem de células com CD-62L x tempo de incubac&o.
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Intensidade de fluorescénciado CD62L
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Fig. 35 - Intensidade de CD-62L x tempo de incubacéo.

Exposicao de CD-62L em neutrdfilos. Percentagem de células apresentando CD-62L(grafico superior)
e fluorescéncia média por células (gréfico inferior) apds ativacdo com PMA, e contato com superficies
de Ti lisas e rugosas nos periodos entre cinco e trinta minutos. Anti CD-62L foi usado para detectar,
por citometria de fluxo, a expresséo de L-selectina na superficie celular.N&o houve influéncia do
tempo na porcentagem de células (p=0,382), e na intensidade de CD-62L (p=0,156). Mas houve
significante diferenca na porcentagem de células (p=0,000) nas seguintes condi¢des: Controle versus
PMA, superficies lisas e rugosas; PMA versus superficie rugosa e lisa e na intensidade da
fluorescéncia (p=0,001) somente entre as condicdes PMA versus superficies lisas e rugosas.

Porcentagem de células com CD11b
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Fig. 36 - Porcentagem de células com CD-11b x tempo de incubacé&o.
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Intensidade de fluorescéncia do CD11b
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Fig. 37 - Intensidade de CD-11b x tempo de incubagéo.

Percentagem de células apresentando CD-11b (linhas) e intensidade média de fluorescéncia por
células (boxes) apoés ativagdo dos neutréfilos com PMA e interacdo com as superficies de Ti, lisas e
rugosas, por tempo compreendido entre cinco e cento e vinte minutos. Anti CD-11b foi usado para
detectar a expressdo da subunidade am da integrina. Nao houve influencia do tempo na presenca de
CD-11b (F4,32=0,866; p=0,459) ou na intensidade de fluorescéncia (F4,32=1,376; p=0.277). Houve
significante diferenca (F 3,8=30,803; p=0,000) entre as seguintes condi¢cdes: Controle versus
superficies lisas e rugosas; PMA versus superficies lisas e rugosas e na intensidade de fluorescéncia
(F 3,8=15,813; p=0,001) entre as condi¢bes: PMA versus controle, lisas e rugosas.

Nas figuras seguintes (38 a 46), observa-se o resultado da analise da
populacdo de neutréfilos por citometria de fluxo. Pode-se observar o resultado da
intensidade de fluorescéncia dos marcadores CD-62L (L-selectina) e CD-11b
(integrina am) expostos na membrana citoplasmatica. Foram consideradas as
seguintes condi¢des: neutrdfilos interagindo com as duas diferentes superficies, em
diferentes tempos de interacdo. Utilizou-se ainda um controle negativo (n-normal),
células em placas lisas, células em placas rugosas e células ativadas por PMA

(controle positivo).
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Fig. 38 - FACs controle negativo - 30 min.

Analise da populagéo de neutrdfilos por citometria de fluxo observando a intensidade de fluorescéncia
dos marcadores CD-62L(L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos na membrana citoplasmatica.

Neutréfilos sem ativacdo (controle negativo), analisados apés 30 minutos apresentando CD-62L e
CD-11b em niveis basais.
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Fig. 39 — FACs controle positivo- (PMA) 30 min.

Analise da populagéo de neutrdéfilos por citometria de fluxo observando a intensidade de fluorescéncia
dos marcadores CD-62L (L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos ha membrana citoplasmatica.
Neutréfilos expostos ao PMA (controle positivo) apds 30 minutos apresentaram diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia de CD-62L e elevacdo na intensidade de fluorescéncia de CD-11b em
comparacao ao controle negativo.
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Fig. 40 — FACs Placa lisa 30 min.

Avaliacdo da populagdo de neutrofilos por citometria de fluxo observando a intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD-62L(L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos na membrana
citoplasmatica. Neutrofilos expostos a placas lisas apés 30 minutos apresentaram uma pequena
elevacdo na intensidade de CD-62L e CD-11b em comparacdo ao controle negativo, porém, nao
significativa. J& comparadas ao controle positivo (PMA), as placas lisas demonstraram intensidades
aumentadas para CD-62L e diminuida para CD-11b, ambas significativas. Quando comparado a
placa rugosa no mesmo tempo, o comportamento foi semelhante.
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Fig. 41 — FACs — Placa rugosa 30 min.

Avaliacdo da populagdo de neutrofilos por citometria de fluxo observando a intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD-62L(L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos na membrana
citoplasmatica. Neutréfilos expostos a placas rugosas ap6s 30 minutos apresentou uma pequena
elevacdo na intensidade de CD-62L e CD-11b em comparacdo ao controle negativo, porém nao
significativa, ja no controle positivo (PMA), as placas rugosas demonstraram intensidades
aumentadas para CD-62L e diminuida para CD-11b, ambas significativas. Quando comparado a
placa lisas no mesmo tempo o comportamento foi semelhante.
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Fig. 42 - FACs controle negativo 2 horas.

Avaliacdo da populagdo de neutrofilos por citometria de fluxo observando a intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD-62L (L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos na membrana
citoplasmatica. Neutréfilos sem ativacdo (controle negativo), apés 120 minutos apresentando CD-62L
e CD-11b em niveis basais. Ndo houve diferencas significativas entre os tempos.
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Fig. 43 - FACs controle positivo (PMA) 2 horas.

Avaliacdo da populagdo de neutrofilos por citometria de fluxo observando a intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD-62L(L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos na membrana
citoplasmatica. Neutrdfilos expostos ao PMA (controle positivo) apdés 120 minutos apresentaram
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia de CD-62L e elevacéo na intensidade de fluorescéncia de
CD-11b em comparacéo ao controle negativo. Nao houve diferengas significativas entre os tempos.
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Fig. 44 — FACs Placa lisa 2 horas

Avaliacdo da populagdo de neutrofilos por citometria de fluxo observando a intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD-62L (L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos na membrana
citoplasmatica. Neutréfilos expostos a placas lisas apdés 120 minutos apresentaram uma pequena
elevacdo na intensidade de CD-62L e CD-11b em comparacdo ao controle negativo, porém nao
significativa, ja no controle positivo (PMA), as placas lisas demonstraram intensidades aumentadas
para CD-62L e diminuida para CD-11b, ambas significativas. Quando comparado a placa rugosas no
mesmo tempo o comportamento foi semelhante. N&o houve diferencas significativas entre os tempos.
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Fig. 45 - FACs Placarugosa 2 horas

Avaliacdo da populagdo de neutrofilos por citometria de fluxo observando a intensidade de
fluorescéncia dos marcadores CD-62L(L-selectina) e CD-11b (integrina am) expostos ha membrana
citoplasmatica. Neutrofilos expostos a placas rugosas ap6s 120 minutos apresentaram uma pequena
elevacdo na intensidade de CD-62L e CD-11b em comparacdo ao controle negativo, porém nao
significativa, j& no controle positivo (PMA), as placas rugosas demonstraram intensidades
aumentadas para CD-62L e diminuida para CD-11b, ambas significativas. Quando comparado a

placa lisas no mesmo tempo, o comportamento foi semelhante. Ndo houve diferencas significativas
entre 0s tempos.
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5.7. Microscopia de fluorescéncia

Nessa parte do experimento, os neutrofilos foram caracterizados com o Dapi
(marcador nuclear), Faloidina (marcador de actina) e a presen¢ca de marcadores de
adesao fraca (CD-62L) localizados em suas membranas.

Aspectos morfolégicos revelaram a relacdo entre a formacéo de filamentos
actinicos e projecbes da membrana plasmatica. Conforme mostrado a seguir
(Figuras 42, AB e C).

A DETe]

Faloidina
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Sobreposicao

Fig. 46 - Ades&o de neutrofilos em substrato metalico liso (Ti) — 5 min

Diversas células apresentam aspecto tipico de proje¢cdes na membrana plasmatica (setas), sugerindo
a interacdo entre as moléculas da superficie celular e o substrato metélico liso. Sédo facilmente
identificaveis nestas células as proje¢fes da membrana plasmatica guiada pelos microfilamentos
formando os pontos de adesao focal. Estas estruturas sdo sempre presentes em células aderentes e
€ amplamente documentadas na literatura cientifica (Kate et al., 2008; Kevin et al., 2009). Os
aspectos morfolégicos dos microfilamentos observados nessas células, fortemente sugerem um
processo inicial de associagéo entre as células e o substrato metélico da superficie lisa que antecede
as mudancas morfoldgicas apresentadas por diversos tipos aderidos as superficies. Fig. 46A -
nacleos marcados (azul Dapi), Fig. 46B — actina (verde Faloidina/488). Fig. 46C — sobreposicao.
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Sobreposicao

Fig. 47 - Adesé&o de neutrofilos em substrato metalico rugoso (Ti) =5 min

As células apresentam aspecto arredondando, sem projecdes visiveis da membrana plasmética,
sugerindo a ndo interacdo entre as moléculas da superficie celular e o substrato metalico rugoso. Nos
processos de adesdo entre células e diversas superficies de contato, os microfilamentos apresentam
posicionamento e distribui¢do tipicos nos pontos de adesdo focal, que séo proje¢Ges da membrana
plasmética nas regides de interacéo entre as extremidades das células e a superficie de contato. Tais
aspectos estruturais ndo sado identificados nestas imagens. Fig. 47A - nlcleos marcados (azul Dapi),
Fig. 47B — actina (verde Faloidina/488). Fig. 47C — sobreposicéo.

5.8. Analise morfoldgica dos neutréfilos

Neutrofilos exibem morfologias distintas nas duas superficies. Como o0s
polimorfonucleares neutrofilos (PMN) representam a maior populacdo dentre os
leucécitos nas respostas inflamatérias disparadas pelos biomateriais (Barbosa et al.,
2004; Eriksson et al. 2001c), e como foi observada diferenca na forca de adesao a
cada uma das superficies, foi estudada a morfologia dessas células, nas superficies
lisas e rugosas, apos diferentes tempos de interacdo. A caracterizacdo morfologica
das células nas superficies de Ti foi realizada com auxilio da MEV.

Células aderidas foram observadas em ambas as superficies em todos os
tempos analisados. Aos quinze minutos a maioria das células exibiu uma morfologia
achatada com um leve espalhamento. Entretanto, células aderidas as superficies
rugosas apresentaram claramente uma alta proporgcéao de villi e dobras, comparada
aos PNM nas superficies lisas, o que pode ser notado ao se comparar as figuras
48C e 48D. Além do mais, ceélulas nas superficies rugosas (Fig. 48D), seta,

caracterizam-se pela presenca de invaginagcbes (aproximadamente 80-20nm de
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didmetro), os quais aumentam em numero apés uma hora de interacdo (Fig. 48F,
seta). Essas invaginacfes sdo também observadas em menor propor¢éo nas células
expostas as superficies lisas (Fig. 48C, setas), provavelmante relacionadas com a
captacdo de moléculas do meio. E preciso analisar esse resultado pois, nos tempos
iniciais, a morfologia celular € grandemente influenciada pela superficie rugosa, a
qual , propicia maior imbricamento e acomodacado das células. J& a microscopia de
fluorescéncia mostra maior complexidade das células interagindo com suparficies
lisas, nos mesmos periodos iniciais. Duas horas apos a interacdo, as caracteristicas
morfolégicas dos PMN aderidos as supeficies lisas versus rugosas mostraram-se
muito diferentes (Fig. 51). Enquanto a maioria das células nas superficies lisas
apresentaram uma morfologia achatada, porém, com menor numero de
pseuddpodes, as células aderidas as superficies rugosas estavam espalhadas,
exibindo maior nimero de pseuddpodes, e extensa area de adesao ao Ti, conforme
pode ser observado ao se comparar as figuras 49A e 49B. Para quantificar a area de
adesado dos PMN em ambas as superficies, um total de cento e doze células foram
delineadas (Figs. 49Ai e 49Bi) e a area medida. PMN aderidos as superficies
rugosas apresentaram area de adesdo ou espalhamento quatro vezes maior,
comparada as células aderidas as superficies lisas (média + MEV de 132.57 +
5.66pm? e 32.36 + 0.78um? respectivamente, P<0.01), (Fig. 46C). Além do que,
essas células apresentaram proeminentes alteracdes na forma (Figs. 49B e 49Bi) e
extensas projecdes nas superficies citoplasmaticas (Fig. 51B, setas). O numero
dessas projecdes foi claramente maior nos PMN aderidos as superficies rugosas
(Fig. 48), em comparacdo com as células nas superficies lisas (Fig. 48), as quais
apresentam grandes projeces nas superficies, apenas ocasionalmente (Fig.56). A
morfologia dos neutréfilos apds duas horas de interacdo, entretanto, ndo reflete uma
forca de adesdo diferenciada das células com as superficies, como mostrado na
(Fig. 28).
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Fig. 48N-\LM|croscopia eletrdnica de varredura: polimorfonucle
Microscopia eletrénica de varredura de polimorfonucleares neutréfilos humanos (PMN) aderidos as
superficies de Ti lisas (A,C,E) e rugosas (B,D,F) apés diferentes tempos de contato. Aos quinze
minutos (C,D) e uma hora (E,F), PMNs nas superficies rugosas (D,F) grande namero de vilosidades
nas superficies e dobras, comparado &s células aderidas &s superficies lisas (C,E). Notar a presenca
de pequenas invagina¢des nas superficies das células (C,D,F, setas). O nimero dessas invagina¢cdes
€ maior nos PMNs nas superficies rugosas(D), comparado as células nas superficies lisas (C)
estando claramente aumentados nas superficies rugosas (F). A area mostrada em maior aumento (F)
apresenta invagina¢des em maior aumento. PMNs foram isolados (ver material e métodos), expostos
as superficies de Ti e preparados para a MEV. Barra, 1um (A-F); 200nm (inset). Invaginacdes
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Fig. 49 - Area de adesdo dos PMN em ambas as superficies.
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Fig. 50 - Gréfico da area de adesdo celular nas superficies lisas e rugosas.

Polimorfonucleares humanos (PMNs) nas superficies rugosas apresentam maior area de adesao do
que nas superficies lisas apdés duas horas de interacdo. Células achatadas e arredondadas
predominam respectivamente nas superficies rugosas (B e Bi) e lisas (A e Ai). Em Ai e Bi, as células
estdo delineadas em vermelho. (C) A &rea da superficie de ades&o por um2 é significativamente
maior em células nas superficies rugosas, comparado com as lisas (P < 0.01). PMNs foram isolados,
expostos as superficies de Ti e preparados para a MEV. Um total de 112 células foram medidas
usando um software imageJ e os dados foram comparados pelo método de Mann Whitney “U”. Barra,

10pm.
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Fig. 51 - Projegée do ci
Projecdes citoplasmaticas de polimorfonucleares neutréfilos induzidas pelas superficies de Ti. Células
aderidas a superficies rugosas (B) apresentam maior propor¢céo de projecdes citoplasmaticas (setas),
comparado com células interagindo com superficies lisas (A). PMNs foram isolados, expostos as
placas de Ti e preparados para a MEV. Tempo de contato, 2h. Barra, 1um.
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As figuras 52 e 53, embora exibidas em menor aumento, mostram que nesse
tempo inicial de interagdo (5 min.) as células demonstraram estar aparentemente
melhor estimuladas na superficie rugosa. Entretanto a microscopia de fluorecencia
mostra nessa fase, uma montagem citoesquelética mais complexa na superficie lisa

(Fig. 46). Observar também nas figuras a diferenca na texturizacéo das superficies.

&

UNICAMP ] ) X1,800  10pm W|')'n|...‘...;r
Fig. 52 - MEV Morfologia celular: placa lisa, tempo 0 e  Fig. 53 - MEV Morfologia celular: placa rugosa, tempo
1700x. 0 e 1800x.

UNICAMP SEI 3.0kV X1,700 10um WD 8.8mm

A (Fig. 52) mostra a presenca de trés neutrdéfilos interagindo com a superficie de Ti. Nesta fase pode-se
notar a caracteristica da superficie lisa, com neutrdfilos exibindo formas néo esféricas e fase inicial do
processo de ativagéao.

A (Fig. 53) exibe alguns neutréfilos interagindo com a superficie rugosa possivelmente ainda nao ativados.
Considerar o tempo de contato e o pequeno aumento da imagem.

Nas figuras 54 a 57 podemos observar a morfologia das células interagindo
com as duas superficies de Ti por 2h. Os neutréfilos apresentam nesse momento,
uma morfologia bem mais complexa se comparado os tempos de interacao
anteriormente considerados. As células, em ambas as placas, apresentam-se em um
estado mais avancado de ativagdo, exibindo lamelas, uropddios, filipodios e, nos
maiores aumentos (Fig. 56 e 57) nota-se também invagina¢cdes. Embora presentes
nas células em ambas as placas, as caracteristicas morfoldgicas sdo aparentemente
mais visiveis nas placas rugosas. Importante notar que na placa lisa ha vérias
células exibindo diferentes morfologias, nesse momento, representado por formas

distintas. O padrdo morfoldgico das células, nas superficie rugosa é mais regular.
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- MEV Morfologia celular: placa lisa, tempo 2h  Fig. 55 - MEV Morfologia celular: placa rugosa, tempo
e 1800x. 2h e 1800x.

Fig. 54

i : J o b 4
UNICAMP SEI 3.0kV  X4,000 1,um_ WD 8.8mm UK MP SEI 3.0kV  X5,000 mm_ WD 8.9mm

Fig. 56 - MEV Morfologia celular: placa lisa, tempo 2h  Fig. 57 - MEV Morfologia celular: placa rugosa, tempo
e 5000x. 2h e 5000x.

A Fig. 54 mostra diversos neutréfilos em fases distintas de ativagcdo. Algumas exibem o espalhamento do
seu citoplasma de forma irradiada e bastante simétrica. Outras mostram a fase inicial de emisséo de
pseuddpodes. Uma delas, destaca-se das demais ao exibir pseudépodes bem definidos porém , no
mesmo sentido e em dire¢cdes opostas. As superficies lisas aparentemente dificultam a adesé&o celular.
Este fendmeno é conhecido como “contact guidance”, e de importancia no tratamento das superficies pois,
objetiva direcionar a migragéo das células.

A Fig. 55 podemos observar vérios neutrofilos em uma semelhante e adiantada fase de ativagdo. Os seus
pseuddpodes irradiam-se espacialmente.

As Figs. 56-57 representam respectivamente as figuras 54 e 55 em maior aumento.
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6. Discussao

Sabe-se que os implantes osteointegrados foram pesquisados no inicio da
década de 50, na Suécia, por Branemark e colaboradores e introduzidos no mercado
em 1965. Eram fabricados em liga de titdnio, vanadio e aluminio (TiAl6V4),
passando atualmente a serem fabricados em Ti comercialmente puro, devido a
indiscutivel biocompatibilidade desse elemento. Apesar do sucesso cientificamente
comprovado dos implantes, a superficie, inicialmente lisa, dos implantes Branemark,
vem sendo modificada por diversos tipos de tratamento, cujo objetivo € aumentar a
sua rugosidade superficial. A topografia da superficie e as interagbes das células
com os implantes determinam a previsibilidade da interacdo entre os tecidos e o
implante. Embora a influéncia das caracteristicas das diversas superficies na
sobrevida dos implantes ao longo do tempo, tenham sido estudadas por varios
autores (Albrektsson, 1983; Branemark, 1993; Nygren, 1997; Testori et al., 2003)
nao se sabe até o momento, qual o melhor tratamento e / ou topografia.

Como os neutrdfilos sdo as primeiras células de defesa a entrar interagir com
os implantes, imediatamente apds a sua colocagdo, nessa pesquisa optamos pelo
estudo dessa célula. A avaliagdo das suas reacdes iniciais no processo inflamatorio
e a caracterizacdo da sua morfologia e adesao, poderao acrescentar dados quanto a
ainda indefinida, escolha da topografia das superficies dos biomateriais. Trabalhos
anteriores, ja citados nessa pesquisa, rotineiramente avaliam respostas celulares na
presenca de sangue total, considerando a influéncia de moléculas adsorvidas as
superficies, durante a colocacdo dos implantes, além de outros componentes
plasmaticos. Entretanto, o contato direto entre neutrofilos e Ti, sem interveniéncia do
“cross-talk” entre células e mediadores do processo inflamatorio, indica mecanismos
de modulacdo de atividade neutrofilica ainda obscuros, no processo de adesao e
ativacao celulares.

A escolha de uma superficie lisa e outra rugosa, nos permitiu avaliar
caracteristicas de dois tratamentos distintos. Como poucas sdo ainda as pesquisas
em relacdo a células de defesa em direto contato com superficies de Ti, objetivamos
nessa pequisa o estudo dessas interacdes. O tratamento com o jato de areia,
seguido do ataque acido, é um dos tratamentos mais usuais e vem sendo utilizado
h&d quatro décadas. A analise das duas superficies pela MEV nos permitiu
comprovar, qualitativamente, as diferencas nas topografias, enquanto pela MFA, tais
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diferencas foram corroboradas e quantificadas. A EDX mostrou uma composi¢cao
elemental semelhante entre as superficies, mostrando a eficacia do duplo ataque
acido na eliminacdo de contaminantes. E sabido que determinados tratamentos
podem agregar contaminantes as superficies, causando danos aos tecidos
periimplantares. Nesse estudo, foi possivel constatar que as diferencas de
comportamento celular entre as duas superficies devem-se a diferencas de textura e
ndo de composicdo elementar. A pesquisa, corrobora trabalhos anteriormente
descritos na literatura (Tang, 1993; Einhorn, 1995; Albrektsson, 1983) que
apresentam claras evidéncias da melhor performance das superficies rugosas
comparadas as lisas, sugerindo, no entanto, mecanismos ainda ndo descritos nos
referidos artigos.

Foram ainda avaliados os angulos de contato, ou molhabilidade, entre as
diferentes placas. Essa andlise mostrou resultados distintos, comprovando que as
superficies rugosas apresentam maior molhabilidade, representada pelo menor
angulo de contato liquido/superficie, ou seja, sdo mais hidrofilicas. A determinacéo
dos angulos de contato evidenciou uma caracteristica que possivelmente influencia
a adesdo e a morfologia de células nessas superficies. Esse resultado esta de
acordo com trabalhos anteriores e, € conhecido que o escoamento da agua ou
hidrofilicidade estd aumentado em superficies rugosas. E importante enfatizar a
hidrofilicidade na funcdo celular. O angulo de contato parece, portanto, um
parametro a ser considerado na constru¢do das superficies de novos biomateriais
como, por exemplo, superficies super hidrofilicas e/ou super hidrofébicas
recentemente desenvolvidas (Dahlgren, 1983).

Uma das caracteristicas morfolégicas marcantes na interacao dos neutrofilos
com as placas lisas e rugosas, foi a imediata formacao de lamelas (Fig. 48A). As
modificacdes, culminando com o surgimento de filipddios irradiando-se do corpo
celular, apos duas horas da interacdo, continuam como caracteristica de sucessivas
modificacbes nas duas placas. Em todos os tempos de contato, porém, as
alteracdes morfolégicas sdo mais evidentes nas placas rugosas, incluindo a
presenca de invaginacdes, o que lhes confere ser, mais competentes na ativacao
dessas ceélulas. Como a adesdo € uma caracteristica importante na funcéo
neutrofilica, antecedendo a migracao e fagocitose, a mesma mostrou-se um aspecto
relevante, antecedendo a formacédo de vilosidades que conferem a essas células,

maior area de espalhamento.
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Uma vez que se comprovou a nitida diferenca de textura entre as placas e
que neutrdéfilos realizam processo de adesdo, avaliou-se no presente estudo a
diferenca de adeséo entre os dois tipos de placa e a diferenca de adesdo em funcao
do tempo de interacdo entre as células e a placa. Observou-se que a adesao €&
significativamente maior nas placas rugosas que nas lisas nos primeiros 30 minutos
e que a adesdo aumenta ao longo do tempo nesse mesmo periodo.

Como a adesao sofre provavel influéncia da topografia da placa mesmo na
auséncia de outros componentes bioquimicos, avaliou-se a morfologia das células
também comparando-se as duas superficies e ao longo do tempo. Observa-se que
as diferencas morfoldgicas entre as células nas placas lisas x rugosas, nao ocorrem
somente nos tempos de 5 e 30 min. Ha também notaveis diferencas na variacdo dos
tempos entre 60 e 120 min, sendo entretanto, mais nitidas ap6s 30 min. Ao longo do
tempo, as caracteristicas morfoldégicas parecem se diferenciar progressivamente
tanto nas superficies lisas quanto nas rugosas, sendo as carateristicas (grau de
complexidade) mais marcantes nas superficies rugosas em todos o0s tempos
analisados, excetuando-se 0s tempos iniciais onde € maior o imbricamento e a
acomodacéo celular.

Dessa forma, parece haver alguma coincidéncia entre o comportamento de
adesdo e as alteracdes morfologicas para 0os momentos iniciais apos a interacéo
(até 30 minutos). JA para os momentos subsequentes tal paralelismo ndo se
observa, pois as alteracdes morfolégicas continuam a progredir embora a forca de
adesdo permaneca constante, diferentemente do que afirmam autores que
correlacionam diretamente as alteragcdes morfoldégicas a adesdo (Einhorn, 1995;
Martin, 1995).

Apesar de terem sido observadas diferencas morfolégicas e de adesédo entre
as superficies e ao longo do tempo, as diferencas morfolégicas ndo parecem ter o
mesmo comportamento que a adesado, sugerindo mecanismos de adesdo que
estejam relacionados ndo somente a interacdes fisicas por imbricamento da célula
na superficie, mas também interacbes em nivel molecular independentes de
manifestagéo morfoldgica.

Pensando em avaliar possiveis moléculas de interacdo que explicassem tais
diferencas, optou-se por estudar a presenca de dois marcadores caracteristicos do

processo de adesao de neutrofilos, CD-62L e CD-11b.
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A citometria de fluxo foi um método utilizado na pesquisa, sendo uma técnica
que permite ndo apenas a contagem de células, como também separa- las por
tamanho ou granulosidade, além de caracterizar populacdes de células em relacdo a
marcadores fluorescentes. Utilizando os marcadores de adesdo de superficie das
membranas celulares, CD-62L e CD-11b, relacionados respectivamente com o
processo de rolagem e adeséo firme dos neutrdfilos, as células foram expostas ao
conjugado anti-CD-62L (FITC) e anti CD-11b (R-PE).

Neutrdéfilos sdo células efetoras do processo inflamatorio, ativadas por varios
mediadores. A quimiotaxia é o primeiro sinal da ativacao fisioldgica dos neutrdfilos.
Esse evento comeca com a rolagem dos neutréfilos no endotélio das vénulas pés
capilares, onde had uma diminuicdo da sua velocidade em funcdo de moléculas de
adesao fraca (selectinas).

E oportuno lembrar que, in vivo, os neutréfilos, apds a marginacdo e durante o
processo de rolagem, expressam L-selectinas, cujo ligante (PSGL-1) é expresso
pelo endotélio, e responsavel desaceleracdo neutrofilica. A préxima etapa do
processo € representada pela adesdo firme, com participacdo das integrinas,
culminando com a transmigragéo desses granuldcitos. E preciso portanto, inquerir
sobre outros possiveis mecanismos ou vias, pelas quais essa célula liga-se tao
prontamente, in vitro, ao Ti. Em experimentos anteriores, utilizando-se sangue total,
diversos autores demonstraram a importancia do fibrinogénio, IgG e albumina e
outros componentes na adesédo celular. Na interacdo direta neutréfilo/superficie de
Ti, excetuando a presenca das proteinas anteriormente mencionadas, que outros
fatores, relacionados as superficies ou estimulo celular estariam envolvidos na
adesdo?

A ligacdo dos neutrofilos ao endotélio pode ser rompida pelo movimento de
rolagem, por acdo do fluxo sanguineo ou por clivagem proteolitica por uma
metaloprotease liberada por neutréfilos e linfocitos. A ativagdo do neutréfilo esta
associada com a expressdo diminuida de L-selectina e, com 0 aumento na
expressdo do complexo Mac-1 (amB2, CD-11b/CD-18). A ligacéo da L-selectina com
o seu ligante PSGL-1 promove a sinalizagcdo em cascata, resultando na exposicéo
das integrinas (Albrektsson, 1983). Véarios ativadores, como PMA, fMLP, LPS e IL-1,
induzem a adesé&o dos neutrofilos por exposigdo a Mac-1 (Branemark, 1993).

Um fato que nos chama a atencdo nossos resultados é que, embora a forca

de adesé&o dos neutrofilos as placas rugosas, nos tempos iniciais do contato (5 min.
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e 30 min.), (Fig.33), seja maior, comparado as lisas, a expressdo de L-selectinas,
constitutivamente presentes nas superficies celulares e removidas durante a
ativacdo, nao foi menor. Isso nos leva a pensar que, possivelmente, a maior adesao
das células as superficies rugosas, talvez esteja relacionada a um possivel maior
imbricamento dessas células as superficies mais texturizadas e/ou a influéncia de
outras moléculas de adeséao.

A interacdo com as diferentes placas induziu expressédo de CD-62L em um
namero maior de células comparado ao controle positivo e menor que o controle
negativo. Nota-se, portanto, alguma remocao de CD-62L, ainda que indistinta, em
relacdo a textura da placa e em funcdo do tempo. Tal constatagcdo confirma a
ativacdo pela interacdo com o titanio, e nos informa que esse ndo seria o
mecanismo responsavel pela diferente adesao entre as placas.

O numero de células apresentando CD-11b foi menor em ambas as
superficies de Ti comparado aos controles negativo e positivo. A média da
intensidade de fluorescéncia (indicador indireto da quantidade de moléculas
expostas) de CD-11b nas superficies celulares néo foi significativamente diferente,
comparando-se o contato com placas ao controle negativo, sendo porém observado
menor quantidade de CD-11b, comparando-se a interacdo com placas ao PMA.
Como seria de se esperar, a exposi¢ao constitutiva de CD-11b nas membranas tanto
de células quiescentes quanto de células ativadas revelou populacées que diferiam
apenas em relacdo a intensidade média de fluorescéncia para os controles positivo e
negativo. Ja a observacdo de uma populacdo reduzida apresentando tal
componente consequiente a exposicdo a qualquer uma das superficies de titanio
sugere um mecanismo que envolva clivagem, enzimatica ou mecanica, dessas
moléculas de adeséao.

Os marcadores utilizados, CD-62L e CD-11b mostraram um comportamento
em relacdo as placas de titdnio que independe do tempo (nos intervalos estudados)
e independe da topografia da placa, apesar de revelar alteracdes quantitativas
comuns as placas e aos tempos estudados. Dessa forma, também néo explicam as
alteracdes de forca de adeséo e de morfologia discutidas anteriormente.

Nesse estudo foram abordados os eventos iniciais da interagdo célula-
implante. Véarias pesquisas tém estudado a relagdo entre células e superficies
implantares, em termos de semanas ou meses, enquanto pouco é conhecido sobre

0S eventos iniciais nas interacdes celulares (Borregaard, 1994; Nusbacher, 1978).
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Imediatamente ap0s o contato dos neutréfilos com as diferentes placas de Ti, as
células sdo removidas mais facilmente das superficies lisas que das rugosas porém,
apos trinta minutos, a quantidade de células removidas diminui e as diferencas
tornam-se menos evidentes. Finalmente, a partir de sessenta minutos, o nimero de
células removidas é bastante semelhante entre as superficies. Tanto as L-selectinas
quanto CD-11b, foram detectadas como presentes em uma populagédo reduzida de
neutrofilos expostos ao titanio, porém tal mecanismo de adesédo independe da
topografia da placa e do tempo de exposicdo. Como a adesdo € importante
sucessora de uma cascata de eventos, essa pesquisa concentra-se em avaliar a
morfologia de células interagindo com tais superficies. E preciso considerar sempre
0 aspecto multidisciplinar nas pesquisas, no campo da implantodontia.

A microscopia de fluorescéncia foi relevante no trabalho pois, o processo da
adesao celular, in vivo, esta relacionado diretamente com a polimerizacdo da actina
do citoesqueleto (Kate et al., 2008; Kevin et al.; Jun-Sub et al.; Kristin et al., 2009).
Embora, nos tempos iniciais do experimento (cinco e trinta minutos), haja uma
montagem do citoesqueleto, mais expressiva nas células interagindo com as placas
lisas, esse fato ndo estad correlacionado com maior adesdo ao substrato liso. A
adesd@o dos neutrdfilos, mais firmemente ao substrato rugoso, especialmente nos
tempos iniciais da interacdo célula/substrato, provavelmente € devido ao maior
imbricamento a superficie rugosa e possivel concentracdo de contatos focais
(Prerna et al.; Chinten et al., 2008; Kevin et al., 2009).
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7. Conclusdes

Os resultados permitem concluir que os PMNs aderem diferentemente as
superficies de Ti com diferentes topografias na auséncia de outros componentes
celulares ou plasméticos. Os neutrofilos nessas condi¢cdes apresentam consistentes
caracteristicas morfologicas, tipicas de células ativadas e que, as superficies
rugosas sao mais efetivas na inducdo da adesdo, comparadas as superficies lisas,
como mostrado nos periodos de tempo iniciais. Embora as células estejam mais
aderidas as superficies rugosas nos tempos iniciais do experimento (forca g), o
citoesqueleto actinico encontra-se em um estagio mais avancado de polimerizacédo
nas células interagindo com as superficies lisas. Esse fato provavelmente esta
relacionado com o imbricamento das células na superficie rugosa. O padrdo das
alteracdes morfolégicas é progressivo ao longo de todo o tempo estudado em
ambas as superficies, embora o0 mesmo néo esteja relacionado com caracteristicas
de adesédo. Além do mais, ficou demonstrado que a exposicdo de L-selectina e CD-
11b é influenciada pela interacdo dos neutréfilos com o Ti, mas ndo pela diferenca
entre a textura das superficies. O processo de adesao pode ocorrer independente de
outras células ou mediadores plasmaticos. Mais estudos serdo necessarios para
determinar as vias que levam as diferencas iniciais de forcas de adeséo entre as
células expostas a superficies diferentemente tratadas e as alteracdes morfologicas
observadas durante todo o processo de adesao estudado. Proteinas de adesdo sao
produzidas e expressas por essas células em direto contato com superficies de Ti,
lisas e rugosas.

Finalmente, ndo ha relacdo entre forca de adesdo, complexidade na
montagem do citoesqueleto e morfologia celular, na interacdo dos neutréfilos com
superficies de Ti lisas e rugosas nas condi¢cdes estudadas.
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8. Perspectivas

Avancos na ciéncia dos materiais tém beneficiado o desenvolvimento da

bioengenharia e nanotecnologia das superficies, portanto, a compreensao dos

mecanismos celulares e moleculares reguladores das interacbes das células e

implantes devera propiciar melhorias na topografia dos futuros implantes. Um

enfoque multidisciplinar, envolvendo a engenharia de materiais, biologia celular e

molecular, além da bioquimica, devera sempre nortear as pesquisas no campo da

implantodontia e ciéncia dos biomateriais.

O presente estudo levantou pontos que demandam elucidagdo por pesquisas

futuras, como, por exemplo:

>

Diferentes niveis de texturizacdo afetariam de maneira diferente a adesao
de neutréfilos? Outros estudos quantificando, talvez por MFA como este, a
texturizacao por diferentes técnicas poderiam comparar tais caracteristicas
a dindmica de adesao de neutrofilos

Que mecanismos levaram a adesao diferenciada nos tempos iniciais entre
as duas superficies estudadas?

Que mecanismos levaram as alteragcbes morfologicas diferenciadas entre
as duas superficies, mesmo quando a forca de adeséo ja era similar?

Na auséncia de outras células e proteinas plasmaticas, quais receptores e
vias de ativagdo estdo envolvidos no contato direto e interagdo entre
células e implantes?

Qual a influéncia a longo prazo, dos eventos iniciais do processo
inflamatorio, diferentemente desencadeados por distintas superficies, na
sobrevida dos implantes?

A avaliacdo qualitativa de mediadores quimicos do processo inflamatério,
elaborado por células interagindo com diferentes substratos, podera

direcionar estudos ja em fase de projeto em novas pesquisas.
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