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O papel da adsorcao de proteinas na osseointegracao
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Resumo

A interface formada por tecidos e biomateriais tem grande importancia em aplicacdes biomédicas, tais como o desenvolvimento de
biomateriais para implantes dentarios. A adsorcdo de proteinas desempenha um papel importante na interacdo entre biomaterial e
tecidos. Ap6s a implantacdo ocorre interacdo essencial de proteinas com superficies de implantes dentarios a qual pode afetar a posterior
adesdo, migracao e diferenciacdo das células. A adsor¢do de proteinas € um processo dinamico acionado por fatores chave (parametros
pertinentes as proteinas, volume e superficie do titanio, condi¢cdes do paciente). Este estudo tem por objetivo discutir a influéncia da
adsorcédo de proteinas na osseointegracao.

Descritores: Adsorcdo; Sinais Direcionadores de Proteinas; Osseointegracdo; Implantes Dentérios.

Abstract

The interface formed by tissues and biomaterials has great importance in biomedical applications such as the development of
biomaterials for dental implants. The protein-adsorption plays important roles in the interaction between tissues and biomaterial. Upon
implantation occurs essential interaction of proteins with dental implant surfaces which may affect the subsequent adhesion, migration,
and differentiation of cells. The adsorption of proteins is a dynamic process that is driven by key factors (protein parameters, titanium
bulk and surface, patient conditions). This study aims to discuss the influence of protein-adsorption on osseointegration.

Descriptors: Adsorption; Protein Sorting Signals; Osseointegration; Dental Implants.

Resumen

La interfaz formada entre el tejido y biomateriales es muy importante en aplicaciones biomédicas tales como el desarrollo de
biomateriales para implantes dentales. La adsorcidn de proteinas en la superficie del implante juega un papel importante en la interaccion
entre el biomaterial y los tejidos. Después de la instalacion ocurre la interaccion esencial de las proteinas con superficies de implantes
dentales que pueden afectar la adhesion posterior, la migracion y la diferenciacion de las células. La adsorcion de proteinas es un
proceso dinamico impulsado por factores clave (parametros referentes a las proteinas, el volumen y la superficie de titanio, la condicion
del paciente). Este estudio tiene como objetivo discutir la influencia de la adsorcion de proteinas en la oseointegracion.

Descriptores: Adsorcion; Sinais Direcionadores de Proteinas; Oseointegracion; Implantes Dentales.
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INTRODUCAO

A superficie de um biomaterial constitui
plataforma para a migracéo e crescimento celulares. Na
regido de interface, isto é, zona de interacdo entre a
superficie do material e 0 meio biolégico em que é
instalado, mecanismos bioldgicos, fisicos e quimicos
irdo modular a adsorcdo de proteinas, cuja natureza e
quantidade irdo responder diretamente pela adesao,
migracéo e proliferacdo celular subsequente™?.

Desta forma, no contato entre o biomaterial e os
fluidos fisioldgicos, a camada de proteinas adsorvida
ird alterar a interface de modo a prepara-la para a
colonizacdo celular futura®, além de induzir interacées
indiretas entre as células e o material®.

A adsorcdo de proteinas € um processo que
ocorre em questdo de segundos ap6s o contato do
biomaterial com os tecidos, com formacdo de
monocamada em cerca de 20-30 minutos. Apos a
formacdo de uma monocamada de proteina na
superficie do material as células podem se aderir e
proliferar em um periodo de 1 a 24 horas®. Numerosas
proteinas existem no organismo Vivo e sua competitiva
adsorcdo, desnaturacdo nas superficies e participacao
na coagulacao sanguinea estdo diretamente envolvidos,
e de forma critica’, com a biocompatibilidade e o
desempenho do material®®.

De um modo geral a adsor¢do pode ser definida
como a reacdo entre moléculas adsorvidas (proteinas) e
sitios ativos do adsorvente  (superficie do
biomaterial)®’. Em condicdes de alta concentracdo de
proteinas 0 mecanismo ¢ irreversivel e ocorre em dois
passos: em um primeiro momento a proteina adsorve
na superficie do material e, a seguir, sofre alteracdo da
sua conformacéo estrutural de modo irreversivel, com
consequente desnaturacdo da proteina. Em situacdes de
baixa concentracdo a adsorcdo quase sempre se mostra
reversivel®. Importante destacar que muitas alteracdes
estruturais das proteinas podem responder por
consequéncias bioldgicas adversas®.

A importancia da adsor¢do de proteinas no
processo de osseointegracdo resulta principalmente da
tendéncia inerente que as proteinas tém de se
depositarem na superficie do titanio como um
adsorvato fortemente ligado, e da influéncia decisiva
que estes depositos tém nas interacdes subsequentes
entre as células e o implante.

Tanto as propriedades particulares de superficie
como as propriedades especificas das proteinas
determinam a organizacdo da camada adsorvida e, a
natureza desta camada por sua vez, ira jogar papel
crucial na intensidade da resposta celular (adeséo,
migracédo e proliferacdo) as superficies adsorvidas e no
processo de osseointegracdo. Sabe-se que as células so6
irdo aderir e se proliferar sobre uma superficie
recoberta por proteinas adsorvidas®.
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MONOCAMADA DE PROTEINA

Estudos de Brash e Lyman'® buscaram
informac@es relacionadas a interacdo de proteinas do
sangue com superficies hidrofobicas ndo carregadas.
Seus resultados mostraram que em condicOes estaticas
as proteinas tendem a ser rapidamente adsorvidas em
uma monocamada. Observacdes semelhantes foram
feitas por Young et al."*, e a aproximacdo do modelo
classico de Langmuir®? foi utilizado para ajustar dados
de adsorcdo de proteinas™. Assim, a quantidade de
proteina adsorvida por unidade de area em relacdo a
concentracdo de equilibrio de proteina em solucédo
origina uma curva que cresce monotonicamente com o
aumento da concentracdo de proteina no fluido, até que
um platé seja alcangado. A concentracdo atingida pelo
platd é referente a concentragdo da monocamada
(Figura 1)**.

Quantidade de proteina adsorvida (pg/cmz)

Concentracao de equilibrio de proteina em solugédo (mg/ml)

Figura 1. Isoterma de Langmuir'***

Segundo o isoterma de Langmuir a constante de
equilibrio de adsorcdo € dada pela razdo entre a
constante de dessorcdo e a constante de adsorcao.
Quanto maior a constante de equilibrio de adsorcéo,
menor € a interacdo entre as proteinas adsorvidas e as
superficies™.

Nogueira®™® lembra que algumas limitacdes sdo
apontadas para o modelo de monocamada para
adsorcdo de proteinas em superficies solidas. A
primeira restricdo refere-se a propria equacdo de
Langmuir, que é deduzida, no caso ideal, para a
adsorcdo de gases em sélidos™. A segunda diz respeito
ao desconhecimento da area superficial real disponivel
para que a adsorcdo aconteca, ja que a superficie do
material geralmente ndo é regular. Também a
orientagdo estrutural da proteina também ndo é
conhecida. Qutra restricdo do modelo é que ndo sédo
consideradas interacOes laterais entre as moléculas
adsorvidas, principalmente para altos valores de
proteina adsorvida por unidade de &rea do material®.

Para Horbett’, no entanto, mesmo com
limitacdes, 0 modelo da monocamada parece ajustar de
modo adequado os dados de adsorcdo, além de
apresentar valores muito préximos aos valores de
monocamada esperados.

Para que a adsorcdo de proteinas ocorra se fazem
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necessarias determinadas condicBes termodinamicas: a
variacdo da energia livre de Gibbs precisa se mostrar
negativa (Figura 2) indicando que o processo atingiu o
patamar mais estavel e com menor energia’°.

AG‘ads. = AHads. - TASads.< 0

Figura 2. Equacéo de Gibbs para céalculo da
variacao de energia livre®

Por esta equacdo, a variacdo da energia livre é
dada pela variagdo da entalpia (AH,gs ), temperatura (T)
e entropia (TASas).

Biopolimeros complexos, as proteinas sao
constituidas por quatro niveis estruturais: primario,
secundario, terciario e quaternario. O nivel primério
compreende a sequéncia linear especifica dos 20 L-
aminoacidos codificados pelo DNA celular, unidos por
ligacOes peptidicas. A organizacao desta cadeia
polipeptidica primaria em a-helices, folhas-b e “loops”
irdo determinar o nivel secundario. A conformacéo
local de algumas regides da cadeia polipeptidica em
ahélice, Bpregueada ¢ dobras P caracterizam o nivel
secundario. Os elementos da estrutura secundaria por
sua vez irdo se organizar para formar o nivel terciario
em um arranjo tridimensional da cadeia polipeptidica,
inclusive com interacBes entre aminoacidos mais
distantes. O nivel quaternario compreende o arranjo
tridimensional de diferentes cadeias polipeptidicas,
cada uma com um terminal inicial N-terminal e um
terminal final C-terminal, carregados, respectivamente,
positiva e negativamente™,

Sempre que uma proteina é adsorvida a
superficie de um biomaterial mecanismos para
diminuicdo da energia deflagram dessorcao, difuséo
superficial ou relaxacdo estrutural da proteina'®, com
alteracdes na forma, dimensdo e area de contato das
proteinas em relacdo a sua conformacdo antes da
adsorcdo. Se estas alteracdes forem permanentes, diz-
se que a proteina foi desnaturada (Figura 3)***.

H;0 libertada

paraa solugdo
| |u / \
T, .~ t .

Superficie do Material

Figura 3. Processo de adsorcéo de proteina®**

Pelo modelo de adsorcdo esquematizado na
Figura 3, a partir da concentracdo da proteina na
solucdo, modulada pelas taxas de reacdo direta e
inversa, ocorre adsorcdo de determinada concentracéo
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da proteina, a qual, por sua vez modulada pela taxa de
reacdo final, culmina na concentracdo de adsorcdo
irreversivel®>>**. Quando a superficie do material entra
em contato com varias proteinas ao mesmo tempo o
processo de adsorcdo é mais complexo, uma vez que
h& competicdo entre as diferentes proteinas na reacéo
com a superficie. Proteinas de menor peso molecular
serdo adsorvidas inicialmente e substituidas por
proteinas com maior afinidade e com maior peso
molecular posteriormente, caracterizando o Efeito de
Vroman (Figura 4)*>*.

A
BEsamsssscnneinnas

Superficie Superficie

Figura 4. Efeito de Vroman®**

Importante observar que propriedades do meio
bioldgico tais como pH, temperatura e forca idnica
desempenham papel essencial na singularidade
estrutural da proteina, isto é, na localizacdo ordenada e
preferencial de residuos polares na superficie e
apolares no interior da molécula®®. Fora destas
condi¢cbes as proteinas se mostram vulneraveis a
desnaturacdo. Proteinas desnaturadas, com maior
numero de residuos hidrofobicos de aminoacidos,
podem assim apresentar maior afinidade do que
proteinas nativas as superficies dos materiais®.

PROPRIEDADES DE SUPERFICIE DO MATERIAL

O processo de osseointegracdo € o resultado da
somatoria de diversos fatores associados ao paciente,
ao procedimento cirdrgico e a reabilitacdo protética®™
7 Os fatores relacionados ao hospedeiro incluem a
condicdo  sistémica  (presenca de  alteracdes
metabdlicas), seu estilo de vida (consumo de drogas
licitas e ilicitas), condicéo local (qualidade/quantidade
0ssea, perfil de higiene bucal e hdbitos parafuncionais).
As variaveis pertinentes a condicdo cirargica estdo
relacionadas a habilidade do profissional (técnica e
instrumentacdo), trauma cirurgico local, protocolo
cirargico equivocado e antibioticoterapia ineficaz ou
ausente (episodio infeccioso no pos-operatorio). Por
fim, os fatores relacionados a reabilitacdo protética
dizem respeito sobretudo ao planejamento incorreto,
sobrecarga oclusal e as condi¢c6es de carregamento.

Para Busquim® o tratamento de superficie retne
um leque de objetivos: reduzir o tempo de
carregamento apos a cirurgia, acelerar o crescimento e
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a maturacdo Ossea para permitir o0 carregamento
imediato, aumentar a estabilidade primaria, garantir o
sucesso dos implantes quando instalados em regides
que apresentam condicdes Osseas deficientes, obter o
crescimento 6sseo diretamente na superficie do
implante, obter maior area possivel de osseointegracéo,
obter contato osso-implante sem a interposicdo de
camadas  protéicas  amorfas, atrair  células
osteoblasticas, pré-osteoblasticas e mesenquimais,
atrair proteinas de ligacdo especificas para células
osteogénicas (fibronectina) e obter maior concentracéo
possivel de proteinas de ligacédo celular.

Segundo  Kirst-Post®®,  particularmente  as
técnicas de texturizacdo tém sido desenvolvidas com
diferentes pardmetros e protocolos, produzindo
superficies implantares capazes de biomodular os
fendmenos de sinalizacdo celular, atuando, assim, nas
interacdes célula-matriz-substrato.

Visto que a imobilizacdo de proteinas na
superficie dos implantes dentarios € um processo
dependente das propriedades fisico-quimicas e
parametros energéticos de superficie, Sevastyanov'’
destaca as seguintes propriedades como
potencializadoras do mecanismo de adsorgéo:
composicdo da superficie (polar/apoiar, acido/base,
ponte de hidrogénio, cargas ibnicas, biomoléculas
imobilizadas); movimentos moleculares de superficie
(extremidades de cadeias poliméricas, aneis e sua
flexibilidade); topografia da superficie (aspereza,
porosidade, imperfeicdes e microbolhas de gas);
dominios (distribuicbes e tamanhos); tendéncia a
biodegradacéo/ erosdo/ corrosao e estrutura cristalina/
amorfa da superficie.

A afinidade da superficie do implante dentario
por sangue, isto €, sua hemocompatibilidade, implica
no favorecimento da adesdo plaguetaria e
trombogenicidade, ativagao da cascata de coagulacdo e
do sistema complemento, em relacdo direta com a
hidrofilia do titanio™®?*,

A trombogenicidade, por exemplo, aumenta com
0 aumento da contribuicdo polar da energia livre (yP)
de superficie?*?,

Xiong et al.** defendem que a energia de
superficie é o parametro determinante na proliferacéo
celular e ndo a cristalinidade ou micro-rugosidade da
superficie.

Horbett® lembra que a sensibilidade das
interacbes entre plaquetas e proteinas adsorvidas se
deve a expressdo de glicoproteinas pela membrana
plaquetaria que funcionam como receptores de
proteinas de adesdo para proteinas especificas do
plasma. A adsorcdo de proteinas a superficie em
grande  concentracdo, aliada as  alteracOes
conformacionais apés a adsorcdo, parecem acentuar e
regular as interacdes entre os receptores de adesao e as
proteinas®®. Protefnas com formas intensamente
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deformadas ndo sdo propicias a ligacdo celular,
disparando inclusive os mecanismos de rejeicdo ao
material: inflamacdo e até mesmo mutacdo
tecidual®?’.

FORMACAO DO COAGULO DE FIBRINA

Sabe-se que durante a coagulacdo sanguinea,
logo apos a formacdo do botdo plaquetério, a rede de
fibrina se organiza e inicia sua acdo estabilizadora
sobre o coagulo primario. Duas vias caracterizam essa
fase: via intrinseca (ou via do fator de contato) e via
extrinseca (ou via do fator tecidual), embora ocorra a
participacdo de fatores de contato e tecidual nas duas
vias simultaneamente. O que ativa a via extrinseca € a
exposicdo do fator tecidual ao espago intravascular
apos a lesdo do endotélio/trauma ou pela liberagcdo de
citocinas. O fator tecidual liga-se ao fator VII ativado
(Fator V1la) que corresponde a 1% de todo fator VII
circulante. O complexo fator tecidual/fator Vlla ativara
os fatores IX e X, e este o Fator V, formando um
complexo que tem como resultado final a formacéo de
pequena quantidade de trombina a partir da
protrombina. Sob acédo do fator Va a protrombina tem
duas ligacOes peptidicas quebradas. A protrombina €
constituida por uma Unica cadeia polipeptidica com
aproximadamente 608 aminoacidos e trés cadeias de
oligossacarideos®. A trombina formada sera capaz de
ativar plaquetas, fator VIII, fator V e fator XI. Sobre a
superficie da plaqueta ativada o complexo Fator
VIlla/Fator IXa ativara o fator X com eficiéncia 50
vezes maior que o complexo Fator Tecidual/Fator
Vlla. Como resultado o Fator Xa ira se ligar ao Fator
Va em outro local da superficie plaquetaria formando o
complexo protrombinase, gerador de grandes
quantidades de trombina a partir do Fator Xa. A
trombina formada convertera fibrinogénio em fibrina,
por meio da quebra seletiva de ligagbes Arg-Gly”,
promovendo a ativacdo plaquetéria e ativando o fator
X111, que responde pela polimerizacdo da fibrina e pela
maior resisténcia do codgulo. Outra via de coagulacéo
sanguinea envolve o fator XII, cininogénio de alto peso
molecular, precalicreina e fator XI com posterior
ativacdo do fator IX. O papel desempenhado por esta
via € bastante discutido j& que a deficiéncia do fator
XI1 ndo provoca alteracdo na coagulacdo, ao contrario
da deficiéncia do fator XI, a qual pode ocasionar
episddios moderados de sangramento®. Roberts et al.*
acreditam que a deficiéncia do fator Xl ocasiona
alteracbes da coagulacdo com pequeno impacto
clinico.

Para a formacdo do coagulo de fibrina,
inicialmente mondmeros se polimerizam em longos
filamentos que se ligam entre si por fracas pontes de
hidrogénio, formando um fragil reticulado. Na
sequéncia, o fator estabilizador de fibrina atua de modo
enzimatico formando pontes covalentes entre 0s
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monomeros de fibrina e entre as cadeias poliméricas
adjacentes, assegurando resisténcia a malha de fibrina
formada, sustentando as etapas seguintes de agregacéo
e proliferacdo celular*®? %,

DISCUSSAO

Titénio e suas ligas, gracgas as suas propriedades
mecanicas, fisicas e bioldgicas, tém historico de uso
bem sucedido e documentado na Implantodontia.
Existem quatro graus de titanio comercialmente puro
utilizados na Odontologia (graus I, II, 11l e 1V) e um
grau de liga de titanio (grau V). A condicdo de
superficie, independente do grau do titénio ou liga, é
similar, altamente ativa e extremamente bem tolerada
pelos tecidos bucais®*.

Quando a superficie de implantes usinados é
exposta aos meios oxidantes o titanio forma uma
camada superficial e espontanea, densa, continua, com
grande estabilidade e altamente aderente®’.

Esta camada, ao entrar em contato com o meio
biolégico o protegera da influéncia toxica da
dissolucdo de elementos do substrato metélico®. Por
outro lado, também serd atapetada por uma
monocamada de proteinas, responsaveis por ligacdes
cruciais com as células formadoras dos tecidos
reparacionais. Podemos assim afirmar que a
osseointegracdo esta primariamente relacionada com o
filme de Oxido formado sobre a superficie do titanio e
as proteinas sobre ele adsorvidas® como resposta,
principalmente, a similaridade elétrica do titdnio com a
agua do meio biolégico, em funcdo da elevada
molhabilidade de superficie®’.

O o6xido de titanio pode ser encontrado em trés
formas cristalogréaficas, o anatasio (tetragonal), o rutilo
(tetragonal) e a brookita (ortorrdmbico)*®*!, mas o tipo
de o6xido em implantes cirargicos é essencialmente
amorfo®*,

O filme de 6xido de titanio nativo formado sobre
implantes usinados apresenta espessura entre 1,5 e 17
nm. Além disso, para uma larga faixa de pH,
composi¢gdo de eletrolitos e fluidos corporais, este
filme apresenta alta integridade estrutural e
estabilidade quimica®*****“  Quando este 6xido é
exposto aos tecidos vivos ocorre um aumento em sua
espessura da ordem de 200nm®.

Mish® adverte que, a despeito da presenca de
uma camada de oxido termodinamicamente estavel na
superficie do titanio, a interacdo entre o implante
dentario e o hospedeiro se dara ao longo de varios
anos, acompanhada da liberacdo de produtos de
corrosdo. Williams*® alerta que o filme 6xido néo
mostra suficiente estabilidade para resistir ao desgaste
e abrasdo em sistemas de suporte sob carga. Solar et
al.’” acrescentam que titdnio e suas ligas so
susceptiveis a alteracbes Oxidas causadas por
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micromovimento mecanico.

A literatura tem documentado altas taxas de
sucesso clinico a longo prazo para implantes dentarios
de titdnio para implantes dentarios de titdnio com
camadas de Oxido nativas*™* em funcdo do sitio
implantar (maxila ou mandibula), da qualidade 0ssea
(osso do tipo Il ou IV) e do comprimento dos
implantes (longos ou outros)®*®°. Assim, situacdes
clinicas podem exigir implantes com tratamento de
superficie para acelerar o processo inicial de
osseointegracao 24%°3°°,

Serrdo et a em estudo clinico com 122
implantes instalados em 53 pacientes, em situagdes de
implante com superficie tratada ou ndo-tratada em
leitos Gsseos com ou sem enxerto observaram que 0
leito Gsseo receptor teve maior influéncia no sucesso
da instalacdo dos implantes do que a superficie dos
implantes.

Tratamentos da superficie dos implantes
dentarios sdo capazes de afetar fortemente a adsorcao
de proteinas e, por conseguinte, potencializar a relacéo
de interacdo com o meio biolégico®. Isto se da pelos
efeitos dos varios tipos de tratamento sobre a cinética
de atracdo, tipos de ions e proteinas atraidas, suas
concentragbes na  superficie e forma de
imobilizacdo/conformacdo  dessas  proteinas na
superficie tratada®’. Interaccbes ndo covalentes, tais
como ligacGes de hidrogénio, forcas electrostaticas,
interac¢Oes hidrofobicas e forcas de Van der Waals
também precisam ser consideradas™.

Implantes dentarios, a exemplo dos biomateriais
de modo geral, devem ser considerados bem mais que
meros substitutos anatbmicos e funcionais, pois
assumem no organismo a posicao de plataformas para
diferenciacdo celular e decorrente neoformacdo de
tecidos. A compreensdo dos aspectos bioquimico-
moleculares e biomecanicos envolvidos no processo de
reparacdo’>*®*% e consequentemente no melhor
desempenho dos implantes dentarios permite a sintese
de dispositivos que tragam mais rapida recuperagdo ao
paciente, com ganho na qualidade de vida®.

|57

CONCLUSAO

O tipo e a quantidade de proteinas adsorvidas
apos a instalacdo do implante dentario fornecem uma
das condicbes mais importantes relacionadas ao
sucesso clinico, ja que respondem pela mediacdo da
adesdo subsequente, proliferacdo e diferenciacdo de
células, assim como pela deposicdo de tecido
mineralizado.

Parametros ligados a propria proteina (tamanho,
estrutura, concentragdo), ao implante (volume e
superficie) e ao paciente (idade, condiccdes locais e
sistémicas) controlam a dindmica do mecanismo de
adsorcdo das proteinas em contato com os tecidos
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vivos. Por essa razdo, a natureza desse processo € de
grande importancia ndo sé para melhor compreenséao
do processo de osseointegracdo, como também para a
sintese de novos implantes que assegurem a cronologia
da formacdao 6ssea periimplantar.
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