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In vitro proliferation of fibroblasts on chemically modified titanium surfaces
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar a proliferacao /2 viiro
de fibroblastos sobre superficies de titanio (Ti) quimicamente
modificadas e sobre superficies lisas. Placas de Ti foram ataca-
das com acido fluoridrico e suas superficies caracterizadas com
microscopio eletrénico de varredura (Jeol, modelo JSM-5800)
e rugosimetro (Mitutoyo, modelo SJ 201P - rugosidade média
(Ra): 0.84 +=0.00 um). Fibroblastos (VERO) foram cultivados
em triplicata (40.000 células/poco) sobre as superficies experi-
mentais de Ti (rugosas) e controles (lisas, Ra: 0.13 =0.00 um)
por 1, 2, 7 e 14 dias. A proliferacao celular foi avaliada pelo
método do MTT. Os resultados da absorbancia (média = DP)
sobre as superficies lisas foram 0.08 +0.02; 0.11 +£0.00; 0.78
+0.05 e 1.46 £0.02, e sobre as superficies rugosas foram
0.05 =0.01;0.06 =0.01; 0.61 =0.04 € 1.34 £0.13), respec-
tivamente nos quatro periodos estudados. Os resultados no
ensaio do MTT foram estatisticamente diferentes nos periodos
de dois ([p= 0.011) e sete dias (p= 0.014) de cultura, porém
nao foram encontradas diferencas apos 14 dias (p= 0.197).
Em conclusao, os fibroblastos inicialmente proliferaram mais
lentamente nas superficies de Ti tratadas quimicamente do
que nas superficies lisas, porém esta diferenca nao foi observa-
da apos 14 dias de cultura.

UNITERMOS: titanio; implante dentario; técnica de cul-
tura de células; fibroblastos. R Periodontia 2006; 17:00-00.
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INTRODUCAO

O implante dentario € aceito amplamente e esta
consolidado como um recurso precioso na reabilitagdo
oral. A chave para o seu sucesso é a osseointegracao,
fenémeno que acontece em mais de 90% dos casos
(ELLINGSEN, 1998). Aiém da interacdo osso-implante, &
também fundamental que os tecidos moles promovam
um selamento bioldgico eficaz para a manutencao do
implante em longo prazo (LINDHE & BERGLUNDH,
2005).

AINSErcao transmucosa que ocorre Nos implantes
dentarios os toma diferentes de outros dispositivos (como
os ortopédicos, por exemplo), pois além da capacidade
em suportar cargas, os implantes dentarios permane-
cem parcialmente expostos ao ambiente bucal (MISCH,
2000). A insercao transmucosa € composta de duas
partes: uma barreira de epitélio juncional, na regiao mais
coronaria, e uma zona de tecido conjuntivo subjacente,
que contém feixes de fibras coldgenas, e onde encon-
tra-se um grande ndmero de fibroblastos (MOON ez a),
1999).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a adesao e
proliferacao dos fibroblastos podem ser influenciadas
pelas caracteristicas superficiais dos implantes
(BRUNETTE, 1988; HORMIA et a/1991), embora a real
influéncia de pequenas variacoes de rugosidade pareca
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merecer mais investigacoes (MUSTAFA ez al, 1998).

O objetivo deste trabalho foi estudar a proliferacao /i vitro
de fibroblastos sobre superficies de titanio quimicamente
modificadas.

MATERIAIS E METODOS

Uma chapa de Tigrau 2 (Ti Brasil, S&o Paulo, Brasil) com 250
x 250 mm de tamanho e 1.1 mm de espessura foi cortada
em amostras de 8 x 8 mm de lado e submetida a tratamento
quimico com solucdo acida, em capela a temperatura ambiente,
em duas etapas descritas a seguir: primeira etapa — acido
fluoridrico (HF) a 4% em volume por 60 segundos e segunda
etapa: HF a 4% em volume e H,O, a 8% em volume por
15 segundos. A fungao da segunda etapa era apenas promover
a estabilizacao da camada de 6xido superficial (KAWAHARA,
1995).

Todas as amostras foram submetidas a um processo de lim-
peza metalografica em banho ultra-sonico, conforme a seguinte
seqUéndia: acetona pro-analise (PA), alcool 70% e agua destilada,
respectivamente, por 15 minutos cada. Posteriormente, foram
levadas a estufa por 24 horas, a 37° C e finaimente esterilizadas
em autoclave modelo 2340 MK (Tuttnauer, Sao Paulo, Brasil) a
1219 C por 20 minutos, em 103 kPa.

Caracterizacao da superficie de titanio

As morfologias das superficies foram observadas em Mi-
croscopio Eletrénico de Varredura (MEV - Jeol, JSM-5800, MA,
EUA), operando a 20 kV, 80 uA e distancia de trabalho de 13
mm, através de imagens de elétrons secundarios (SE). Trés ima-
gens aleatdrias, de trés amostras distintas, foram obtidas por
operador “cego”. Foram utilizados aumentos de 200 e 1000
Vezes.

Arugosidade superficial foi quantificada em um rugosimetro
de superficie (Mitutoyo SJ 201F Miyazaki, Japao). Os valores
de rugosidade foram obtidos de trés amostras distintas.
Cinco medidas foram efetuadas em cada amostra, ao longo de
linhas horizontais de 4 mm, para obtencdo da Ra (rugosidade
média).

Cultura de fibroblasto (linhagem VERO)

Foram utilizadas no experimento células VERO, uma linha-
gem de fibroblastos de origem animal. Inicialmente, as células
foram descongeladas de maneira padrao, em banho-maria. O
material descongelado era colocado em tubo para centrifuga,
com meio total suplementado (MTS - DMEM suplementado com
soro fetal bovino a 10%, Gibco, NY, EUA), e centrifugado (2000
rpm) por cinco minutos. Apods a retirada do sobrenadante, eram
acrescidos 5 ml de MTS. Esta solucao era plagueada em garrafas
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de 25 cm? (Falcon, NJ, EUA), até atingir a confluéncia (cerca de
dois ou trés dias).

ApPOGs a confluéncia, era promovida a digestdo enzimatica,
para remocao das células da garrafa. Era utilizada uma solucao
composta de tripsina a 0.2% e verseno a 0.02% por trés minu-
tos. Apos a inibicdo da tripsina com MTS, as células eram
ressuspendidas em novo MTS. Amostras de 10 ul desta mistura
eram transferidas para um hemocitdmetro (Housser Scientific
Company, PA, EUA), observadas em microscopio de contraste
de fase e contadas. As células eram transferidas para placas de
24 pocos (Falcon, NJ, USA) e cultivadas em triplicata (40.000
células/poco) em MTS, trocado a cada dois dias, sobre as super-
ficies experimentais de Ti (rugosas) ou controles (pogos com
laminulas de vidro) por 1, 2, 7 e 14 dias.

A proliferacao celular foi avaliada indiretamente pelo método
do MTT, que avalia colorimetricamente a capacidade redutora
mitocondrial de células vivas. Foi utilizado um leitor de microplacas
(espectrofotdbmetro CE3021, Cecil, Cambridge, Inglaterra) utili-
zando o comprimento de onda de 570 nm. Pogos com MTS sem
células foram utilizados como controle negativo. Quatro horas
antes do término de cada periodo o sobrenadante era removido
dos pogos, que eram lavados duas vezes com PBS, para remogao
de células ndo aderidas. Eram colocados 300 ul de MTS mais
10 ul de MTT, de uma solucdo de 5 mg/ml. Apds quatro horas,
a formacdo dos cristais de formazana era verificada em
microscopio de contraste de fase. As amaostras de Ti e as laminas
eram entao removidas e colocadas em outra placa (vazia) de
24 pocos. Eram acrescidos 200ul de DMSQO para a solubilizacao
dos cristais de formazana formados. Apds este procedimento,
era realizada a leitura da densidade de cor de cada po¢o. Os
resultados do MTT eram apresentados pela média (+desvio pa-
drao) das trés amostras de cada superficie estudadas nos quatro
periodos.

Andlise estatistica
Os valores de rugosidade e de MTT, das duas superficies,
foram comparados utilizando-se o teste t para amostras inde-
pendentes. Foi estabelecido o valor de p em 0.05.

RESULTADOS

Afigura 1 mostra o aspecto micrografico obtido no MEV
(modo SE) da superficie de Ti estudada. Nota-se a presenca de
picos e depressées em uma superficie aparentemente rugosa,
porém regular e homogénea (figura 1). Estas caracteristicas
podem ser melhor observadas em maior aumento (figura 2).

Os valores de rugosidade encontrados foram de 0.84 (+0.00)
para a superficie de Ti e de 0.13 (=0.00) para a superficie lisa
(controle). A diferenca encontrada foi considerada estatisticamen-
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Figura 1. Micrografia eletronica da superficie de Ti modificada quimicamente pelo HF a 4%, em
modo SE. Aumento original: 200 x.

te significativa (p< 0.001) (tabela 1).

ApOs a verificacao dos cristais de formazana formados nas
superficies controle (figura 3), eram realizadas a solubilizacdo e a
leitura da densidade de cor de cada poco. Os valores da
absorbancia proporcionais a proliferagao celular, sobre as super-
ficies controle e de Ti, foram estudas nos quatro periodos. Os
resultados da absorbandia (média =+ DP) sobre as superficies lisas
foram 0.08 =0.02; 0.11 =0.00; 0.78 £0.05 e 1.46 +£0.02, e
sobre as superficies rugosas foram 0.05 =0.01; 0.06 =0.01;
0.61 +0.04 e 1.34 £0.13, respectivamente nos quatro periodos
estudados. Os valores encontrados apos um dia de cultura nao
apresentaram uma diferenca significativa (p= 0.101), porém a
diferenca no ensaio do MTT nos periodos de dois (p= 0.011) e
sete dias (p= 0,014 foi estatisticamente significativa. Aos 14 dias
de cultura, porém, a diferenca encontrada na proliferacéo celular
nao foi significativa ([p= 0.197) (tabela 1).

DISCUSSAO

No presente trabalho, foram estudados os efeitos de uma
superficie de Tirugosa na proliferacao de fibroblastos de origem
animal. Estudar o comportamento dos fibroblastos é fundamental,
pois estas células estao envolvidas com a formacao e a renovagao
do tecido conjuntivo, que no implante é responsavel, junto com
o epitélio, pela barreira tecidual protetora ao tecido ¢sseo
subjacente (MISCH, 2000).

A cultura celular permite estudos em nivel celular de maneira
bastante controlada (BACHLE & KOHAL, 2004). As vantagens
da utilizacao de cultura de células em pesquisas com implantes
sd0 a natureza homogénea deste modelo e o curso temporal
bem definido dos eventos (ARAUJO eral 2001). Em relacéo as
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Figura 2. Micrografia eletronica em maior aumento da superficie de Ti mostrada na figura
anterior. Modo SE. Aumento original: 1000 x.

linhagens celulares, os beneficios incluem custos reduzidos, a
reprodutibilidade em multiplas culturas e a reducdo da morbidade
e mortalidade celular. Porém, é importante lembrar que o com-
portamento de células orais (osteoblastos, fibroblastos, etc) pare-
ce ser diferente do comportamento de células de outras regides
do corpo (KASPERK et a 1995; PALAIOLOGOU et &/ 2001),
assim como células de cultura primaria parecem diferir de células
de linhagem (MAILHOT & BORKE, 1998). Ainda assim, linhagens
celulares sao frequentemente usadas para estudar os efeitos de
diferentes topografias superficiais de implantes (BACHLE &
KOHAL, 2004). A utilizacdo destas células parece se justificar for-
temente quando os beneficios citados sdo observados mais aten-
tamente.

Tem sido sugerido que alteracoes na morfologia superficial
de implantes de Ti possam seletivamente favorecer a adesdo,
tanto de células epiteliais como de fibroblastos, potencializando,
assim, a formacdo de um selamento bioldgico entre os implantes
e os tecidos adjacentes (DONLEY & GILLETTE, 1991). Os
fibroblastos sao células predominantes no ligamento periodontal
€ No tecido conjuntivo gengival, e tem um papelimportante no
funcionamento e na regeneracao destes tecidos. A adesao des-
tas células a proteinas da matriz extracelular da-se através da
expressdo de integrina pelos fibroblastos. E importante destacar
que a “estabilidade celular”, conferida pelas integrinas, € profun-
damente necessaria para manter a integridade estrutural dos te-
cidos (DONLEY & GILLETTE, 1991) e para controlar os movi-
mentos dos fibroblastos (GUMBINER, 1996). Portanto, uma con-
sideracao importante na produgao de implantes dentarios € a
criacdo de superficies que promovam uma forte adesao com as
células epiteliais, do tecido conjuntivo e do 0sso (GROESSNER-
SCHREIBER et al, 2003).
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Figure 3. Fotomicrografia dos cristais de formazana formados com a colocagio de MTT nos pogos
apds 14 dias de cultura (superficie controle). Microscdpio de contraste de fase. Aumento original:
40x.

Sabe-se que os tratamentos superficiais, assim como o pro-
cesso de esterilizacao dos implantes, podem afetar o comporta-
mento celular (ELLINGSEN, 1998). No presente estudo, foi ob-
servado que a proliferacao dos fibroblastos foi menor no Ti (ru-
goso) aos dois e sete dias. Estes achados confirmam estudos
anteriores /n vitro que indicaram que a orientacao e a proliferacao
de células em superficies de Ti podem ser influenciadas pela to-
pografia superficial (SAUBERLICH era/, 1999). GUY eral/(1993)
encontraram uma menor adesao e proliferacao de fibroblastos
em superficies mais rugosas. KONONEN et a/(1992) inclusive
sugerem que superficies lisas devam ser preferiveis as rugosas na
regido adjacente aos tecidos moles. Porém, estes achados ndo
foram confirmados em estudo /7 vivo, utilizando caes. Os auto-
res demonstraram que a adesao de tecidos moles nao foi influ-
enciada pela rugosidade da superficie de Ti (ABRAHAMSSON et
al 2002). De fato, no presente estudo, a proliferacao aos 14 dias
foi semelhante nas duas superficies estudadas (rugosa e lisa).
Portanto, as diferengas que existem no comportamento dos
fibroblastos em diferentes superficies parecem acontecer princi-
palmente nas fases iniciais, Nao contra-indicando o uso de qual-
quer superficie em longo prazo. Porém, é sempre importante
lembrar que a grande variedade dos tratamentos superficiais re-

Tabela 1 |

VOL. 17 - N° 01 - MARCO 2007

alizados nos diferentes trabalhos, assim como as diferencas nos
tipos celulares e periodos de cultura, tornam dificil a comparagao
com outros trabalhos. Por isso, conforme sugeriram BACHLE &
KOHAL (2004), pode ser fundamental no futuro a conducao de
estudos /n vitro em condicoes e protocolos padronizados de
modo a possibilitar a comparagao dos resultados.

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que os
fibroblastos VERO proliferaram mais lentamente nas superficies
de titanio rugosas do que nas superficies lisas, porém esta dife-
renca nao foi observada apods 14 dias de cultura.

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the in vitro proliferation
of fibroblasts on chemically modified titanium (Ti) surfaces and
on smooth surfaces. Plates of Tiwere treated with hydrofluoric
acid and characterized by scanning electronic microscope (Jeol,
model JSM-5800) and profilometer (Mitutoyo, model SJ 201P —
average roughness (Ra): 0.84 =0.00 um). Fibroblasts (VERO)
were cultivated in triplicate (40.000 cells/well) on experimental Ti
surfaces (rough) and on control surfaces (smooth, Ra: 0.13
+0.00 um) for 1, 2, 7 and 14 days. Cellular proliferation was
evaluated by MTT. The results of absorbance (average =+ standard
deviation) on smooth surfaces were 0.08 =0.02; 0.11 £0.00;
0.78 =0.05 and 1.46 =0.02, and on rough surfaces were 0.05
+0.01; 0.06 =0.01; 0.61 =0.04 and 1.34 =0.13, respectively
inthe 4 periods of time. The results of MTT assay for treated and
control surfaces were significantly differentin 2 (p= 0.011) and 7
(o= 0.014) days of culture, but no difference was found after 14
days (p= 0.197). In conclusion, fibroblasts initially proliferated
slower on chemically modified Ti surfaces than on smooth
surfaces, but this difference was not observed after 14 days of
culture.

UNITERMS: titanium; dental implantation; cell culture
technique; fibroblasts.

Superficies Ra (n= 15)

1 dia (n= 3)
0,05 = 0,01
0,08 = 0,02

*0.84 = 0,00
*0.13 = 0.00

Ti (rugosa)

Controle (lisa)

VALORES (MEDIA +DESVIO PADRAO) DA RUGOSIDADE MEDIA (RA) E DA ABSORBANCIA (A/CM?), NOS QUATRO PERIODOS ESTUDADOS, PARA A SUPERFICIE DE TI QUIMICAMENTE
MODIFICADA E PARA A SUPERFICIE CONTROLE (LISA)

Absorbancia (MTT)
*2 dias (n= 3) *7 dias (n= 3)
0,06 = 0,01 0,61 = 0,04
0,11 = 0,00 0,78 = 0,05

14 dias (n= 3)
1,34 = 0,13
1,46 = 0,02

*Diferenca estatisticamente significativa (p< 0.05)
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