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CRESCIMENTO E ADESIVIDADE CELULAR A TRES TIPOS DE
SUPERFICIES DE IMPLANTES DE TITANIO C.P.



1 INTRODUCAO

O objeto de pesquisa centra-se no estudo dos implantes dentarios e no

aperfeicoamento da ciéncia nesta area de conhecimento.

O implante dentario tem sido largamente estudado por varios autores e pesquisadores
da area odontologica, devido a sua importancia na reabilitagdo oral de pacientes edéntulos

parciais ou totais.

Os cilindros de titdnio sdo empregados em substitui¢@o as raizes dentarias, que apos
um periodo de espera e ocorrida a osseointegragdo, proteses sdo confeccionadas e instaladas

visando uma recuperagao estética e funcional destes pacientes.

Os implantes enddsseos permitem uma reabilitagdo bucal sem desgastes dentarios, o

que se revela uma grande vantagem sobre as proteses fixas convencionais.

Ao realizarmos uma implantagdo com cilindro de titdnio, o que se espera e deseja ¢
um maior contato possivel de células especializadas na superficie do metal que promovam

uma osseointegragdo — contato direto osso-implante.

O titanio é usado tanto na forma pura (99,75% puro) c.p. (comercialmente puro) e
como em liga Ti-6A1-4V (Ti — 90%, Al — 6%, V — 4%). Basicamente, o titdnio € um metal
nio-nobre, protegido por uma camada passiva de Dioxido de Titdnio que se forma

espontaneamente no ar ou na égua.

SPIKERMANN (2000) referiu-se a essa camada como sendo biologicamente inerte,
cuja espessura cresce 10A em milésimos de segundos, pode aumentar para 100A dentro de um

minuto. Pode alcangar 2000A ap6s longos periodos de tempo.

Segundo McQUEEN et al (1982), podem alcangar 2000A depois de 6 anos ‘in situ’
sob condigdes normais clinicas. Se a camada de oxido for danificada, ela se regenera em
segundos. Quimicamente, a camada de oxido consiste de varios Oxidos (TiO,, TiO, Ti,0s),

mas o TiO, parece predominar.



ALBREKTSSON et al (1981 e 1984), HANSSON, ALBREKTSSON,
BRANEMARK (1983), através de pesquisas histolégicas demonstram a excelente
incorporagao dos implantes de titanio e o intimo contato entre a superficie do titanio e 0 0sso
perimplantar. Por essa razdo, a interface Titdnio-Osso pode transferir com sucesso forgas
compressiva e de cisalhamento impostas na cavidade bucal, mas somente se a configura¢do do
implante proporcionar retencdo mecanica. A degradagdo do titdnio ‘in vivo’ é minima devido

a camada protetora de oxido.

ALBREKTSSON et al (1981), propuseram que o contato celular pode ser dependente
da superficie do implante. Os autores afirmam que ha numerosas maneiras experimentais de

alterar a superficie do metal e conseqiientemente, aumentar a capacidade de ligagdo ao 0sso.

Na confecg¢@o do implante € imperativo que além da biocompatibilidade do material,
tamanho e forma (Topografia), seja considerada a microestrutura de sua superficie (Textura

Superficial).

Sabe-se que, uma das mais importantes condi¢des limitrofes, para o sucesso ou
fracasso de implante, € promovida pelas propriedades de sua superficie (manufatura, meétodos
de esterilizagdo, limpeza e contaminantes), durante as quais poderdo ocorrer mudangas na

energia de superficie critica com relagdo a bioadesividade.

Em sintese, justifica-se a realizacdo deste trabalho, em procurar o melhor tipo de

superficie para um sistema de implantes endosseos, considerando sua macro e microestrutura.

Macroscopicamente, sabemos que o implante com superficie rosqueavel oferece uma

melhor retengdo em fungdo de sua maior superficie de contato com o tecido 0sseo.

Microscopicamente, dentre os trés tipos de tratamento de superficie citados,
esperamos um melhor crescimento e adesividade celular na superficie jateada com esferas de

vidro. Isto certamente definira sua escolha para o novo sistema de implantes de titanio c.p.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Definir o melhor tipo de superficie para um sistema de implantes endosseos que esta
sendo desenvolvido pelo CEPID (Centro de Estudo de Pesquisa em Implantes Dentarios) e o
Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),

através da cultura de fibroblastos e osteoblastos.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar o comportamento celular. Crescimento de fibroblastos e osteoblastos em
trés tipos de superficie de implantes de titanio c.p. (superficie lisa, jateada,

rosqueavel).

e Analisar a adesividade das células citadas acima aos trés tipos de superficie de

titanio c.p.

e Comparar o comportamento celular (crescimento e adesividade) dos fibroblastos

e dos osteoblastos aos trés tipos de superficie.



3 REVISAO DA LITERATURA

E sabido que a topografia da superficie € capaz de modificar o comportamento
celular, mas infelizmente a literatura ndo tem dado a devida atengdo sobre a possibilidade da
superficie do implante promover respostas desejaveis nas cé€lulas e tecidos que entram em

contato com o metal.

Existem trés tipos distintos de tecidos (epitélio, conjuntivo gengival, 0sso) envolvidos
nos implantes osseointegrados, o que torna bastante complexa a inser¢ao de células nos

mesmaos.

O Internation Team for Implantology, do Instituto Straumann, desenvolveu um
sistema de implante, de um estagio, com uma superficie de plasma de titanio pulverizado.
BABBUSH, KENT, MISIEK (1986), descreveu o sistema detalhadamente. A cobertura com
plasma de titanio pulverizado promove um contato Osseo direto (osteointegra¢do). Esta
cobertura aumentou a area de superficie de 200 mm? para 1.200 mm?’, portanto maximizou a
area de contato em 6 vezes, resultando em uma excelente estabilizagdo primaria e boa

distribuigdo de forgas.

SPIKERMANN (2000) corrobora ao que foi dito acima, estimando que este processo
leve a um aumento de 6 a 10 vezes da area de superficie do corpo do implante. Ainda descreve
a técnica de revestimento com plasma “spray” de titanio. Ela envolve for¢ar um gas nobre que
¢ dividido em ions e elétrons (plasma), por meio de um arco intensamente aquecido (15.000 —
20.000 °C) e uma velocidade muito alta (3.000 m/s). o material de revestimento (particulas de
po de titanio na forma de Hidreto de Titanio) € colocado no “spray” de gas extremamente
quente usando argdnio. O hidreto se decompde no vapor do gas quente e pequenas goticulas
de metal sdo projetadas no corpo do implante que estd a uma distancia de 15 — 20 cm. As
particulas de titdnio exibem o tamanho de 5-100 pum soldam-se firmemente ao corpo do
implante por essa técnica de “spray” de plasma. A camada resultante apresenta uma espessura
de aproximadamente 30-50 pm. Ela consiste de uma série de formas arredondadas e

interconectadas e € extremamente porosa.
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Varios sistemas de implantes tém incorporado textura, rugosidade ou poros nas suas
superficies, buscando assim uma maior area de contato (superficie) que promova um maior
potencial para a inser¢do celular, e o crescimento tecidual no interior destas irregularidades

para estabilizar mecanicamente o implante.

THOMAS & COOK (1985), estudando implantes com varios modulos de
elasticidade fabricados de 6xido de aluminio, carbono e polimetilmetacrilto, relataram que
aposi¢do Ossea direta a superficie do implante foi muito maior nas superficies rugosas do que

nas lisas.

Superficies lisas e rugosas foram colocadas em meios de culturas por RICH &
HARRIS (1981). Os fibroblastos acumularam-se mais ao redor das superficies lisas, enquanto
os macrofagos preferiram as superficies rugosas. A este fendmeno os autores chamaram de
“rugofilia”. Esta tendéncia de células da linhagem dos monodcitos serem atraidas para as
superficies rugosas € preocupante, pois sabemos que os osteoclastos sdo derivados destas

células.

Segundo BRUNNETTE (1988) as superficies podem afetar diretamente a forma e a
fungao celular. As células crescem com maior intensidade ao redor de substratos rugosos do
que nos lisos. O nimero, crescimento, secre¢do de proteinases e expressao fenotipica sao
afetados pelo formato celular. Portanto, a topografia da superficie de um implante possui o

potencial de selecionar certas populagdes celulares em detrimento de outras.

CARTER (1981), sugeriu o termo “Haptotaxia” para descrever a dire¢ao do
movimento celular que ocorre com resultado de gradientes do substrato. As células em um
gradiente adesivo se movem em dire¢do do aumento de aderéncia, ou seja, em dire¢do a

concentragdo mais alta do adesivo.

A haptotaxia, provavelmente desempenha um papel no comportamento celular da
interface tecido-implante. Células, ‘in vivo’, aderem-se umas as outras e a matriz extracelular.
A colocagdo de um implante produz um possivel gradiente adesivo. E esperado que células se
acumulem e se adiram ao implante, quando o material for mais adesivo do que as outras

células ou a matriz extracelular. Contrariamente, espera-se que as células prefiram se aderir



entre si ou a matriz extracelular, quando o material possuir uma baixa energia superficial. Esta

situagdo, freqiientemente, resulta na formag@o de capsula fibrosa.

A orientagdo por contato refere-se a tendéncia das células se locomoverem em uma
determinada dire¢do em fun¢do da forma do substrato, por exemplo, culturas de fibroblastos

adquirem orientagdo paralela as ranhuras superficiais.

WEISS apud RICH & HARRIS (1981) foi o pioneiro em investigar um outro
fendbmeno que parece ocorrer nas interagdes célula-implante: “o efeito dois-centro”. Uma
ponte celular é formada, ‘in vitro’, com um disco agindo como um centro e a parede do
recipiente da cultura celular como o outro. Sugere ainda, que macromoléculas do exsudato
celular ficam orientadas paralelamente ao longo eixo das ranhuras da superficie dos implantes,

e estas moléculas orientam a locomogao das células sobre o metal.

Os varios fendmenos de comportamento celular que foram abordados;
primeiramente, ‘in vitro’, incluindo a orientagdo por contato, rugofilia, efeito dois-centro e

haptotaxia, parecem também possiveis de ocorréncia ‘in vivo’.

A orientagdo por contato alinha as células e fibras colagenas com as pequenas
ranhuras que foram produzidas na manufatura do implante. A rugofilia descreve a tendéncia
de macrofagos preferirem as superficies rugosas. O efeito dois-centro pode explicar a
orientagdo das células do tecido conjuntivo gengival e das fibras inseridas aos poros da
superficie. A haptotaxia pode ser envolvida na formagdo de capsulas ao redor dos implantes

com baixa energia de superficie.

MICHAELS et al (1989), avaliaram a aderéncia celular sobre superficie de titanio
com varios graus de rugosidade, preparados do seguinte modo: polidas com pasta diamantada
de Imm (superficies lisas) e lixadas com papel de silica com granulagdo 600 ou jateados com
esfera de vidro (superficies rugosas). As amostras foram limpas em solvente, lavadas,
passivadas e enxaguadas em agua deionizada. Posteriormente foram incubadas, por mais de 2
horas em meio apropriado com fibroblastos de ligamento periodontal humano ou
osteoblastos de calvaria de ratos. Os autores concluiram que células diferentes apresentaram
respostas variadas a rugosidade superficial, e esta, portanto, pode influenciar a resposta ao

implante.



KELLER, GROTENDORST, DOUGHERTY (1989), avaliaram a aderéncia celular
sobre o titanio c.p.. Discos de titanio c.p. foram polidos com papel metalografico ou pasta
diamantada. Em seguida, os discos foram limpos em solventes, lavados e passivados em acido
nitrico a 30% e novamente lavados em agua destilada. E entdo esterilizados em 3 diferentes
maneiras: autoclave, oOxido de etileno ou imersdo em alcool etilico a 100%. Fibroblastos
humanos foram encubados por mais de uma hora. O nimero de células que ndo aderiram foi
quantificado e a porcentagem de células aderidas foi entdo calculada. Como de controle,
foram usados plasticos tratados para cultura e aderéncia celular. A aderéncia celular foi mais
baixa nas superficies esterilizadas em oOxido etileno (76%), contudo, nao foi significantemente
distinta daquelas nas superficies esterilizadas em autoclave (82%) ou alcool etilico (75%).
Segundo os autores, os procedimentos de esterilizagdo tém potencial para afetar a resposta

biolégica dos implantes.

“BOWERS et al (1992) apud MAGINI (1997), investigaram a
influéncia das rugosidades de superficie do titdnio na aderéncia de células
osteoblasticas. Discos de titdnio c.p. foram preparados para produzir dois tipos
de superficie: regular e irregular. As superficies irregulares foram polidas com
papel metalografico de granulagdo 600 seguidas de jateamento com oOxido de
aluminio com particulas de 50 pm ou condicionadas pelo ataque acido com
3.5% de HF, 25% de HNO; por 1.5 a 10 minutos. As superficiecs com
morfologia regular foram produzidas pela aplicagdo de papel metalografico de
granulagdo 60 ou 120. O grupo controle foi polido com papel de granulagdao 600
para realizar a medida da rugosidade no perfilémetro. Todas as amostras foram
limpas em solventes lavadas em agua destilada, passivadas com acido nitrico.
lavagem final com agua destilada, secas a vacuo e esterilizadas pelo uso do
perfilébmetro para determinar a rugosidade superficial pelo meio de cultura com
as c¢lulas de calvaria de ratos para verificar a adesdo celular ¢ pela microscopia
cletrénica de varredura para analisar as caracteristicas morfologicas das c¢lulas
em relagdo aos diferentes tipos de superficic ¢ intervalos de tempo. Os
resultados sugeriram que o tipo de rugosidade da superficie de titanio c.p.
modifica a resposta biologica inicial e a aderéncia celular. A superficic com
morfologia irregular produzida pelo jatcamento pareceu ser mais atrativa para
a aderéncia celular do que a superficie rugosa produzida pelo polimento com
papel metalografico ou pelo condicionamento acido™.

“BAIER et al (1982) demonstraram os cfeitos degradativos da
esterilizagdo convencional original no metal de titdnio por produzir uma
camada superficial espessa e por diminuir a energia de superficie. Os autores
demonstraram que a esterilizagdo por descarga incandescente por freqiiéncia de
radio, por 3 a 5 minutos, produziu uma energia de superficic extremamentc alta
com o minimo de contaminantes em amostras com superficies lisas. Neste
trabalho, foi investigada a formagdo de uma pelicula bioldgica ¢ sua influéncia
na bioadesdo. Os autores concluiram que as qualidades da superficie do material
do implante sdo essencialmente criticas na determinagdo da configuragido
assimilada dos biofilmes mais precoces™.



4 MATERIAIS E METODOS

Um teste piloto definira as dimensdes e o nimero de medidas em cada corpo de prova

de titanio puro (99,75%).

quimica

abaixo:

Teremos no total 48 corpos de prova com 3 (trés) tipos de superficies, quais sejam:

1. 16 com superficie lisa-polida
2. 16 com superficie lisa jateada com esfera de vidro
3. 16 com superficie em rosca (rosqueavel)

Obs.: O Departamento de Engenharia de Biomateriais da UFSC nao dispoe de
tecnologia para um bom padrao de rugosidade nas superficies rosqueaveis do

titdnio, mas consegue produzi-las nas superficies lisas do mesmo.

Todos os corpos de prova serdao usinados com titdnio grau I, com composi¢dao

controlada. O tratamento superficial sera realizado, seguindo o protocolo descrito

. Lavagem com Tricloroetileno por 10 minutos em ultra-som;

2 Lavagem em Alcool absoluto por 10 minutos em ultra-som;
3. Lavagem em Alcool absoluto por 10 minutos em ultra-som;
4. Remogdo das rebarbas de usinagem (utilizando uma lupa com aumento

maximo de 40 vezes)

5. Jato com esfera de vidro;

6.  Lavagem com Tricloroetileno por 10 minutos em ultra-som,
7. Lavagem com Alcool absoluto por 10 minutos em ultra-som;
8. Lavagem com Alcool absoluto por 10 minutos em ultra-som;

9. Imersdo em acido sulfurico 10% por 10 minutos em ultra-som;
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10. Trés lavagens com agua deionizada e bidestilada;

11. Lavagem com Tricloroetileno por 10 minutos em ultra-som;
12.  Lavagem com Alcool absoluto por 10 minutos em ultra-som;
13.  Lavagem com Alcool absoluto por 10 minutos em ultra-som;
14.  Secagem ao ar;

15. Passivag@o em estufa a 180°C por 30 minutos;

16. Colocagdo dos implantes em ampolas de vidro contendo Lauril a 2% ou Alcool

Etilico a 10%;

17.  Esterilizagdo em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Os doadores de tecidos 0sseo e conjuntivo gengival para as culturas ainda ndo foram
definidos, podendo ser humanos, ratos, coelhos, cdes ou macacos. Porém a coleta sera nas

dependéncias da Universidade Federal de Santa Catarina.

Este material coletado sera imediatamente acondicionado em recipiente contendo o
meio de cultura nutriente HAM F-10 (1 ml) + Soro Fisiologico 0,9% (1 ml) + Solugao
Antibiotica de Penicilina/Estreptomicina (0,5 ml), para transporte até o Laboratorio e Clinica
Médica Neurogéne. Esta presta assessoria na area de biologia celular e adequadamente
estruturado, contendo estufa 37°, microscopio o6tico e fluxo laminar para desenvolvimento das

culturas e posterior analise do crescimento/inser¢des celulares.

Assim sendo, no laboratorio ele sera preparado (dissecado) e incluido em 56 tubos

FALCON estéreis, marca SARSTED, com meio de cultura, acima citado, assim distribuidos:

= 8 com corpo de prova (titanio) superficie lisa — cultura de tecido conjuntivo

gengival (fibroblastos);

= 8 com corpo de prova (titanio) superficie lisa — cultura de tecido Osseo

(osteoblastos);



_.
N

® 8 com corpo de prova (titanio) superficie jateada — cultura de tecido conjuntivo

gengival (fibroblastos),

®= 8 com corpo de prova (titanio) superficie jateada — cultura de tecido Osseo

(osteoblastos);

= 8 com corpo de prova (titdnio) superficie rosqueavel — cultura de tecido

conjuntivo gengival (fibroblastos);

= 8 com corpo de prova (titanio) superficie rosqueavel — cultura de tecido Osseo

(osteoblastos);

" 4 tubos FALCON (controle) com cultura de tecido conjuntivo gengival

(fibroblastos);
®= 4 tubos FALCON (controle) com cultura de tecido 6sseo (osteoblastos).

O material necessario para o desenvolvimento de culturas sera adquirido junto a
PEDEMED ou LABTRADE distribuidoras da Empresa CultiLab — Materiais para Cultura de
Células Ltda.

Passado o periodo de observagdo (aproximadamente 30 dias) para o crescimento e
inser¢des celulares no titanio, parte-se para a leitura dos resultados, ou seja, uma analise
quantitativa, em termos de medi¢gdes, em principio, 5 (cinco) em cada corpo de prova. Estas
medigoes serdo realizadas em locais fixos, pré-estabelecidos, visando leitura mais facil e real

dos resultados obtidos.

Para afericdo dos resultados, os dados serdo analisados utilizando-se teste estatistico
de analise de variancia (ANOVA), acrescido de estatistica descritiva para comparar 0 numero

de insergoes de fibroblastos e osteoblastos em cada grupo



5 CRONOGRAMA

ANO/MES 2000 ANO/MES 2001
MIJT|[J|A|[S|O|N|DJ|]IJ MIAM|T|J|A|S|O|N|D
ATIVIDADE AJUJU|G|E|U|O|E|A AIB[A|U|U|G|{E|U|O|E
I INJL|O|T|T|V|Z]|N RIR|I|N|L|O|T|T]|V]|Z
PLANEJAMENTO |® Escolha do assunto X
" Plano de trabalho X
® Determinagdo da metodologia X
*® Contato com o Orientador XX [X XX X |X|X|X X X |X X |X|X |X|X|X|X
" Apresentagdo do Projeto X
® Aplicagdo do teste piloto X X
® Reformulagdo do teste piloto X X
COLETA ® Pesquisa bibliografica e ficharios XX X |[X X [X[|X|X
DE-DADOS ® Tabulagdes dos Dados XXX
. ® Analise critica XX X
ANSLIBE: *® Interpretagdo dos resultados e X [X|X
conclusdes
. ® Redagfio provisoria X XXX |X XX
RENACAD ® Redagdo definitiva X |X|X|X
® Revisdo do manuscrito X
® Corregdes X
" Revisdo da parte referencial . . X |X
REVISAO ® Revisdo final P X
® Digitagéo final L N - X
® Entrega banca B . S VN S e N | X
® Defesa X




6 ORCAMENTO

MATERIAL VALOR*

Papel A4 R$ 50,00
Disquete computador R$ 50,00
Cartucho para impressora R$ 100,00
Maio de obra do laboratorio Neurogene (56 R$1.680,00
culturas)

Tubos FALCON (56) RS 280,00
Meios de cultura (56) R$ 190,00
Penicilina / Estreptomicina R$ 240,00
Soro fetal bovino RS 420,00
3 caixas agulhas descartaveis BD-25x7 RS 6,00
3 caixas seringas descartaveis (10ml) R$ 35,00
3 caixas de laminas de bisturi — n° 24 R$ 28,00
| caixa de seringa de insulina R$ 75,00
2 litros de tricloroetileno R$ 28,00
2 litros de alcool absoluto RS 11,00
2 litros de acido sulfurico 10% R$ 24.00
2 litros de agua deionizada destilada R$ 28,00
2 litros de alcool etilico 10% R$ 4,00
TOTAL RS 3.249,00

* Levantamento executado em junho/2000.
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