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RESUMO

O titanio (Ti) é o material mais utilizado em implantes intradsseos. Varias
tecnologias sdo desenvolvidas para aprimorar sua superficie, na tentativa de
promover melhor e mais rapida osseointegragao tal como o enriquecimento do
titdnio por usinagem com descargas elétricas (EDM). Neste trabalho, foram
utilizados 135 discos de liga titanio (Ti6Al4V) comercial puro grau IV ASTM B348
Grau V, distribuidos em 3 grupos: T1- discos de Ti6al4V, T2- disco de Ti6al4V
usinado e modificado por EDM e T3- disco de Ti6al4V usinado e dopado com
Ca10(P0O4)6 (OH)2(Hidroxiapatita). Foram realizados testes de MTT, dosagem
de proteina total, fosfatase alcalina e vermelho de alizarina. Foi constatado que
as diferentes superficies implantares proporcionam condi¢des favoraveis para o
crescimento celular e proliferacdo. N&o houve diferenca significativa na dosagem
de proteina total e fosfatase alcalina entre os grupos. A superficie T3 apresentou

maior grau de mineralizagao, quando comparada as superficies T1 e T2.

Palavras-chave: Osseointegracdo, EDM, hidroxiapatita, osteoblastos, titanio.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ALP- Fosfatase alcalina, uma enzima;

EDM- Técnica alternativa de enriquecimento de titanio por equipamento de
usinagem de por descargas elétricas;

HA- Hidroxiapatita;

MC3T3- Linha celular precursora de osteoblastos derivada da calvaria de
camundongo;
RA- Rugosidade de superficie dos discos;

Ti6Al4V- Liga titanio comercial pura de Titanio.
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1. INTRODUGAO

O osso € um tecido vivo, vascularizado e dinamico, que sofre mudancgas
ao longo de toda vida do individuo. O processo continuo de remodelagéo
proporciona um mecanismo de cura sem cicatrizes e de regeneragao do tecido
0sseo danificado (DAVIES, 2007).

A bioengenharia segue constantemente na busca por materiais e
substancias capazes de produzir uma associacdo mais estavel entre células
Osseas e ligas metalicas com intuito de reconstruir ou mesmo amenizar defeitos
existentes no corpo humano. Na odontologia, tal fenbmeno é chamado de
osseointegracdo (BRANEMARK, 1969).

Osseointegragéo é definida por Branemark (1969) como a justaposi¢ao
do tecido Osseo sobre o implante analisada em microscopia o6tica, sem a
interposicao de tecido conjuntivo ou fibroso entre o implante e o tecido 6sseo sob
carga funcional.

Entender como o material influencia e como ¢é influenciado pela resposta
biolégica resultante deste contato material/sistema bioldgico, constitui a questao-
chave nas aplicagcées de biomateriais (LAUSMAA,1996). A biocompatibilidade
de um material esta altamente relacionada ao comportamento das células em
contato e, em particular, a adesao celular na sua superficie (BRACERAS, 2005).

Dentre os materiais, o titanio (Ti) € o mais utilizado em implantes
intradsseos (HANSSON et al., 1983). A sua superficie possui a capacidade de
receber diferentes tipos de tratamento com o objetivo de melhorar a qualidade
da interface e, como defendem alguns pesquisadores, diminuir o tempo n&o
funcional do implante (AMARANTE; LIMA., 2001; CARVALHO et al., 2001).

As caracteristicas da superficie dos implantes revelam-se importantes
uma vez que € nessa zona que ocorrem as reagdes bioldgicas que conduzem,
quando as condigdes sao favoraveis, a osseointegragdao (MASSARO, 2002;
SADER, 2005)

Na tentativa de melhorar a quantidade e qualidade da interface osso-
implante, numerosas modificagdes de superficie tém sido propostas, sendo
muitas destas baseadas na teoria de que uma melhor e mais rapida

osseointegracdo pode ser alcangada por alguma alteragdo da topografia ou
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rugosidade do implante (KLOKKEVOLD et al, 1997) que otimizam
respectivamente biomecanica e adesao celular.

As superficies rugosas sao produzidas a partir de processos de subtragéo
incluindo o condicionamento acido de superficie, jateamento, 0 mecanismo de
promogao da rugosidade superficial produzido por laser e a aplicagcdo de
revestimentos de hidroxiapatita (SCHWARTZ & BOYAN, 1994; SPIEKERMANN
et al., 2000).

Raslan e colaboradores (2012) desenvolveram uma técnica alternativa de
enriquecimento do titanio utilizando um equipamento de usinagem por descargas
elétricas. O fluido dielétrico normalmente empregado é substituido por solugdes
aquosas enriquecidas com fosforo, calcio ou ambos. Dois eletrodos, um eletrodo
ferramenta, confeccionado em cobre ou grafita, e o outro eletrodo é a pega,
TisAlsV. Ao passar corrente elétrica nos eletrodos submersos no fluido, gera-se
um canal de plasma que, apos a sua dissipagao, eleva a temperatura para
valores superiores a 15.000°C. Os ions Ca*, P*, H" alojados no canal de plasma
sdo inseridos na superficie da liga TisAl4V. Também ocorre um processo de
solidificagédo, favorecendo a formacgéo de rutilo (TiOz2), perovskita (CaOsTi) ou
hidroxiapatita (Ca10(POa4)s (OH)). Elementos quimicos do eletrodo, como carbono
ou cobre, sao também transferidos para a peca (Santos et al., 2016).

Essa proposta de modificagao superficial baseia-se na capacidade desta
superficie enriquecida quimicamente de favorecer os processos iniciais de
cicatrizagao e interagao entre as células, pois quando em contato com o sangue
ocorre a formagao de uma camada glicoprotéica de 2-5 nm de espessura,
contendo macromoléculas (fibronectina, laminina, epibolina, epinectina,
osteopontina, colageno e vitronectina) capazes de promover a aderéncia celular.
Estas vao promover a liberagao de citocinas e fatores de crescimento, tais como,
interferon -gama, TNF-alfa, RUNX-2, Osteocalcina BMP-2, sialoproteina dssea,
que modulam a atividade celular circunjacente determinando a eventual taxa de
aposicao 6ssea. Ainda, uma superficie ideal visa suscitar o perfeito controle de
adsorgao proteica e adesao celular, assim como propiciar condi¢des ideais para
o crescimento, diferenciacdo e sintese proteica celular subsequente
(Wennerberg et al., 1998; Annunziata & Guida, 2015).
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Essa técnica de enriquecimento foi recentemente desenvolvida e
patenteada, dessa maneira, o objetivo deste estudo foi analisar os aspectos
bioldgicos por meio de testes in vitro em relagdo a biocompatibilidade desse
material e células désseas para avaliar a capacidade dessa tecnologia em

favorecer a osseointegragao.
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2. JUSTIFICATIVA
2.1 Justificativa da Iniciagao
Este presente estudo contribuiu para integrar as atividades de pesquisa
com 0O ensino e propiciou a troca de experiéncias entre professores das diversas
areas envolvidas, ressaltando o carater interdisciplinar do projeto. Dessa
maneira, introduziu o académico de Odontologia no meio de pesquisa,
possibilitando o acesso a novos conhecimentos de forma critica e inovadora,
ampliou os conhecimentos técnicos, promovendo uma formacgao profissional de
qualidade, bem como propiciou para uma boa atuagao clinica futura. Além disso,
o estudo representou a importancia da pesquisa aplicada para desenvolvimento
de novos materiais, gerando produtos com impacto econédmicos e repercussao
social.
Adicionalmente a bolsa de auxilio a pesquisa oferecida proporcionou a
participacdo em congressos, seminarios, jornadas académicas contribuindo para
expandir o conhecimento na area de pesquisa e também gerou produgao

cientifica.

2.2 Justificativa do Trabalho

A busca por materiais que apresentem biocompatibilidade entre células
Osseas e liga metdlicas € cada vez maior, na implantodontia, os implantes
dentarios endo-0sseos tém sido utilizados, com notoério sucesso, ha mais de 25
anos, sendo que o titdnio (Ti) € o material mais utilizado para esse fim.
(HANSSON et al., 1983).

Na tentativa de melhorar a osseointegracdo numerosas modificagdes de
superficie tém sido propostas, neste sentido, a técnica de modificagao superficial
de enriquecimento do titanio por descargas elétrica, desenvolvida por Raslan e
colaboradores (2012), foi recentemente desenvolvida e patenteada. Para a
implementagdo dessa tecnologia no campo da implantodontia, € necessario
realizar testes in-vitro e in vivo para avaliagao da biocompatibilidade com células

o0sseas, como também do potencial osseoindutor desse material.



14

3. OBJETIVOS

v Analise do crescimento, proliferagao celular de osteoblastos in vitro
sobre as diversas superficies de discos de titanio tratados por EDM.

v Avaliagdo da viabilidade celular das culturas em relagcdo as
variagoes de superficie dos diversos grupos de discos de titanio tratados por
EDM.

v Dosagem de proteina total e de fosfatase alcalina, para avaliagéo
dos niveis de fatores de crescimento Osseos e da atividade da enzima,
respectivamente, para analise do potencial de formacgéao éssea.

v Detecgdo de acumulos de calcio para analise da formagao de

matriz mineralizada.
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4. METODOLOGIA

4.1 Analise e caracterizagao dos discos de titanio

Foram utilizados 135 discos de liga titanio (Ti6Al4V) comercial puro grau
IV ASTM B348 Grau V, modificados de acordo com o grupo de tratamento
proposto, fornecidos e caracterizados pelo Laboratério de Tribologia e Materiais
LTM / FEMEC/UFU, cortados com 4 mm de espessura e 12 mm de diametro.

A composigao e o protocolo de tratamentos térmicos para obtencdo dos
discos estao descritos nas patentes BR1020120305232 e BR1320140041121.

Foram analisados 3 tipos diferentes de superficies:

1. T1 — discos de Ti6al4V

2. T2- Disco de Ti6al4V usinado (Técnica de EDM)

3. T3- Disco de Ti6al4V usinado e dopado com Ca10(PO4)6

(OH)2(Hidroxiapatita)

Os discos de titanio foram usinados e analisados por Microscopia
Eletronica de varredura (MEV), Microscopia de Forga Atémica (MFA) e
Espectroscopia Fotoelétrica de Raios X (EFRX) pela equipe do Laboratério de
Tribologia e Materiais LTM/FEMEC/UFU para identificar os seguintes
parametros:

e Rugosidade da superficie: A rugosidade de superficie dos discos (Ra)
foi avaliada utilizando um rugosimetro (Prazis Rug-03, Arotec, Sdo Paulo).

e Topografia das superficies: Foi utilizada Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) para analisar a topografia das superficies.

e Analise da composi¢ao quimica da superficie: Os discos de cada grupo
foram submetidos a avaliagao de elementos quimicos presentes na superficie.
Para tanto, as superficies foram analisadas por um Espectrofotdmetro

Sequencial de Fluorescéncia de Raios X.

4.2 Cultura de osteoblastos sobre os discos de titanio

Células pré-osteoblaticas da linhagem MC3T3-E1 foram cultivadas em
garrafas de cultura de 75 cm3 com 10 mL de meio de cultura a-MEM, 10% de
soro fetal bovino e 2,2 mL de penicilina-estreptomicina. Durante todo o tempo de

cultivo as células estiveram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada,
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contendo 5% de CO2 e os meios trocados a cada 2-3 dias. Apds confluéncia, as
células removidas dos frascos de cultura por meio de tratamento com EDTA a 1
mM e tripsina a 0,25% e contadas em camara de Neubauer. Em seguida,
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm, contadas e plaqueadas sobre os discos
de titanio, na densidade de 3,5 x 104 células/pogo, em placas de poliestireno de
24 pocgos e cultivadas em meio osteogénico por periodos de 7, 14 e 21 dias. O
meio de crescimento foi trocado trés vezes por semana e a progressdo da
cultura, avaliada por microscopia de fase.

Foram avaliados os parametros: viabilidade celular, medida da atividade
de ALP (normalizada pela proteina total) e da Fosfatase Alcalina e formacao de

matriz mineralizada.

4.3 Viabilidade celular (Ensaio de MTT)

As culturas celulares foram testadas quanto a viabilidade celular utilizando
o0 ensaio MTT. Este ensaio avaliou a capacidade de células metabolicamente
ativas de reduzirem o MTT, convertendo os sais amarelos de tetrazolium (3-(4,5-
Dimetiltiazol- 2-yl)-2,5difeniltetrazol brometo) em cristais de formazan, de cor
purpura e, portanto, na capacidade que tém as células viaveis de clivar o anel
tetrazolico presente no MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol2-yl)-2,5-difeniltetrazol brometo)
pela agdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocéndria ativa, formando
cristais de formazan. Para isso, nos periodos de 7, 14 e 21 dias, o sobrenadante
de cada poco foi removido, adicionado 10 pl da solugdo de MTT e posteriormente
adicionados 100 pl de DMSO a temperatura ambiente. Apds a solubilizacdo dos
cristais, a quantificacao foi realizada em leitor de microplacas ELX800 a 590 nm

e os resultados da densidade 6ptica obtidos e expressos em triplicata.

4.4 Dosagem de proteina total

O conteudo de proteina total apés 7, 14 e 21 dias em cultura, foi calculado
de acordo com o método de Lowry modificado. O meio de cultura sera removido
e congelado para dosagem dos fatores de crescimento por quimioluminescéncia.
Os pocos de cultura foram lavados trés vezes em tampao fosfato 0.1M a 37°C e
adicionados 2ml de lauryl sulfato de sdédio 0,1%. Apdés 30 minutos, 1 ml desta

solugao foi recolhida de cada pogo e misturado com 1ml de solugao de Lowry,
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permanecendo 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida adicionados
0,5ml de solugéo de fenol reagente de Folin e Ciocalteau. Este permaneceu por
30 minutos a temperatura ambiente para permitir o desenvolvimento de cor e
medida de absorbancia através de espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 660nm.

4.5 Dosagem de fosfatase alcalina (ALP)

Ensaios para visualizacdo da atividade de fosfatase alcalina in situ. O
meio de cultura foi removido nos periodos de 7, 14 e 21 dias, e 0s pogos lavados
com solugao de Hanks a 9,8 g/L e NaHCO3 a 350 mg/L, aquecida a 37 °C. Cada
poco incubado com 1 mL de solugao tampao Tris a 120 mM, pH 8,4 contendo
Fast red 1,8 mM, naftol-ASMX-fosfato a 0,9 mM e dimetilformamida 1:9. As
imagens macroscopicas das culturas foram obtidas digitalmente com camera

fotografica de alta resolugao.

4.6 Teste Vermelho de Alizarina (Deteccao de acumulos de calcio)

Em 7, 14 e 21 dias, as culturas da linhagem celular MC3T3-E1 crescidas
sobre os discos dos diferentes grupos foram lavadas em solugdo de Hanks,
fixadas em alcool etilico a 70% e coradas com vermelho de Alizarina a 2%, pH
4,2.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o
Programa GraphPad Prisma — Versdo 5.0. Ap6s verificagdo da distribuicdo
normal, foi utilizado o teste anova 1 way. Os valores foram considerados

estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Cultura celular

Figura 1: Cultura celular (MC3T3) observada em microscopia, em fase de pré-osteoblastica, em

proliferagéo.

5.2 Viabilidade celular (Ensaio de MTT)

Ap0s a solubilizagdo dos cristais, a quantificagéo foi realizada em leitor de
microplacas ELX800 a 590 nm e os resultados da densidade 6ptica foram obtidos
e expressos em triplicata Controle Ti 1,2,3 (Grupo T1) EDM 1, 2, 3 (Grupo T2);
HA 1, 2,3 (Grupo T3).

MTT 7 dias

Reducao do MTT
(Abs 590 nm)
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Figura 2: Teste de citotoxicidade no periodo de 7 dias

MTT 14 dias

Reducdo do MTT
{(Abs 590 nm)

0 T
HA

I
Titanio
Figura 3: Teste de citotoxicidade no periodo de 14 dias

MTT 21 dias

Reducao do MTT
(Abs 590 nm)

T T
HA EDM Titanio
Figura 4: Teste de citotoxicidade no periodo de 21 dias

Nos periodos de 7, 14 e 21 dias, os grupos com T1, T2 e T3 apresentaram
taxas proximas de metabolizagcdo do MTT. E possivel concluir que as superficies
nao apresentaram citotoxidade in vitro, uma vez que as células se mostraram

viaveis e metabolicamente ativas.
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5.3 Dosagem de proteina total
Analise em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 660nm, para

obter as medidas de absorbancia expressas em ftriplicatas: Controle Ti 1,2,3
(Grupo T1) EDM 1, 2, 3 (Grupo T2); HA 1, 2,3 (Grupo T3).

Proteina Total 7 dias

(Abs 660nm)
o o o
(X W »
1 1 1

e
—
]

T
HA EDM Titanio

Figura 5: Dosagem de proteina total no periodo de 7 dias.

Proteina Total 14 dias

(Abs 660nm)
el ©c o
¥ w b
1 1 1

=
—
1

]

L)
Titanio

0.0 |

T
HA

Figura 6: Dosagem de proteina total no periodo de 14 dias.
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Proteina Total 21 dias

o
T

e
=S
1

o
g

e
N
h

(Abs 660nm)

=
—
1

0.0 T

I
Titanio

Figura 7: Dosagem de proteina total no periodo de 21 dias.

Nos periodos de 7 e 14 dias os grupos com T1, T2 e T3 apresentaram
producao semelhante de proteina total. Ja com 21 dias o grupo T1 foi o de maior
valor seguido de T2 e, em seguida T3, porém, essa diferenga ainda n&o foi

significativa.

5.4 Dosagem de fosfatase alcalina (ALP)

Analise em espectrofotometro a 590nm, para medir a absorbancia
expressas em triplicatas: Controle Ti 1,2,3 (Grupo T1) EDM 1, 2, 3 (Grupo T2);
HA 1, 2,3 (Grupo T3).



Fosfatase Alcalina 7 dias
0.20-

0.15+

0.104

(Abs 660nm)

0.05-

0.00 T : T . : T
HA EDM Titanio

Figura 8: Quantificagao do teste de Fosfatase alcalina no periodo de 7 dias
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Figura 9: Quantificacdo do teste de Fosfatase alcalina no periodo de 14 dias
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Fosfatase Alcalina 21 dias
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Figura 10: Quantificagado do teste de Fosfatase alcalina no periodo de 21 dias

Nos periodos de 7 e 14 dias os grupos com T1, T2 e T3 apresentaram
atividade semelhante de fosfatase alcalina. Ja com 21 dias o grupo T3 foi o de
maior valor seguido de T2 e, em seguida T1, porém, essa diferenga nao foi

significativa.

5.5 Teste Vermelho de Alizarina (Detecg¢ao de acumulos de calcio)
As imagens do teste de vermelho de Alizarina foram obtidas digitalmente

com camera fotografica de alta resolucéao, utilizando o programa DM data 200 e

Microscoépio de medi¢cdo Mitutoyo TM Axiocam ErcSs ligado a um computador.

7 DIAS
Ti EDM HA

Figura 11: Imagens de superficies das diferentes superficies de titdnio apos testes de

Vermelho de Alizarina, no periodo de 7 dias.
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14 DIAS

Ti EDM HA

Figura 12: Teste Vermelho de Alizarina, 14 dias

21 DIAS
Ti EDM HA

Figura 13: Teste Vermelho de Alizarina, 21 dias

A formacéo de matriz mineralizada pelos osteoblastos foi maior no grupo
T3, discos com superficies dopadas com Hidroxiapatita, uma vez que houve
maior deposigéo de calcio, marcado em vermelho, nessa superficie. Enquanto

nos grupos T1 e T2 essa deposigao foi pouco relevante.
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6. DISCUSSAO

Implantes metalicos endo-6sseos tém se tornado uma alternativa muito
importante para a Implantodontia, sendo que a otimizacdo das propriedades da
interface osso/implante continua sendo um problema em aberto (GIAVARESI,
G.; et al.,2004). Um dos maiores e mais recentes avangos foi o condicionamento
das superficies, segundo diferentes técnicas, modificando a sua microestrutura
(COCHRAN D. A., 1999; ALBREKTSSON T, WENNERBERG A., 2004; GEURS
N., 2002).

Ha varios trabalhos, in vitro e in vivo, que atestam um crescimento mais
favoravel de células osteoblasticas e a correspondente formacédo de osso,
quando em contato com superficies que apresentam rugosidade moderada ou
usinadas comparativamente com superficies lisas ou extremamente rugosas
(CAPILLA M, OLID M, OLMEDO M 2007; COOPER L, 1999; AYBAR B., 2009)

Com este trabalho foi possivel verificar que as diferentes superficies
avaliadas (T1, T2 e T3) proporcionam condi¢des favoraveis para o crescimento
celular e proliferagao, sendo assim biocompativeis.

Também foi observado que implantes com a mesma macroestrutura, mas
com tratamentos de superficie distintos, como é o caso dos grupos estudados,
apresentaram poucas diferengas nos parametros avaliados. Embora a literatura
afirme que as modificagdes de superficie geram diferengas nesses parametros
como relatado por Schneider et al., isso néo foi observado em nosso estudo.

Diferentes autores tém demonstrado que os niveis de osseointegracao
estdo relacionados com o grau de rugosidade de superficie. O aumento da
rugosidade superficial favorece a interagdo mecanica entre as macromoléculas
da superficie do implante e 0 0ss0, 0 que resulta em um aumento na resisténcia
a compressao, tensao e cisalhamento. A rugosidade superficial, correlacionada
a uma alta energia de superficie, também estimula uma osseointegragao mais
rapida e forte pelo fato de as biomoléculas teciduais se adaptarem mais
firmemente a superficie do implante (SAKAKURA., 2003). Em nosso estudo, a
identificagao de cristais de calcio foi mais frequente no grupo T3 (Hidroxiapatita),
indicando influéncia de sua rugosidade e composicao neste parametro.

Susuki et al. (1997) avaliaram a atividade de remodelamento 6sseo em

implantes de titdnio com diferentes rugosidades de superficie. A analise
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histomorfométrica mostrou que o volume ésseo e o contato direto osso-implante
foi maior para os rugosos que para os usinados apdés 42 semanas de
implantagdo do teste de Vermelho de Alizarina, uma vez que o0 grupo com
hidroxiapatita, que apresenta uma microestrutura da superficie com maior
rugosidade, apresentou maior taxa de deposicao de matriz mineralizada.

Com relacdo a proliferagdo celular, alguns estudos encontrados na
literatura mostraram que superficies usinadas favorecem a proliferacéo celular
(MARTIN et al). Outros trabalhos observaram maior proliferagdo celular e
superficies submetidas a tratamento para promover rugosidades (DELIGIANNI,
2001; GUIZZARDI et al., 2004; ROUAHI et al., 2006), enquanto outros autores
concluiram que ndo poderiam afirmar claramente o efeito da rugosidade de

superficie em relagéo a proliferagédo celular (CASTELLANI et al., 1999).
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7. CONCLUSAO
As diferentes superficies avaliadas proporcionam condi¢gdes favoraveis
para o crescimento celular e proliferagdo. Entretanto, ndo houve diferenga da
producado de proteina total e fosfatase alcalina, entre as superficies avaliadas.
Sendo que a superficie T3 (hidroxiapatita) apresentou maior taxa de deposicao

de calcio, o que é favoravel a osseointegragao.
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