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Objetivo: o presente estudo teve como objetivo avaliar, através de
experimentos in vitro utilizando cultura celular, a capacidade de adesdo
das células do ligamento periodontal de ratos sobre as superficies de
titanio polidas e tratadas por nitretagdo idnica (plasma).

Método: foram utilizados discos de titanio grau Il ASTM F86 nas
dimensdes de 15mm de didmetro por 1,5mm de espessura, 0s quais
receberam diferentes tratamentos de superficie em 2 grupos distintos:
polido e nitretado a plasma por gaiola catddica. As células foram
isoladas do ligamento periodontal de ratos e cultivadas em meio de
cultura a-MEM contendo antibidticos e suplementado com 10% de FBS,
por 72 horas, em atmosfera Umida com 5% de CO2 a 37°C. No
subcultivo as células foram cultivadas sobre os discos de titanio em
uma placa de 24 pocos, na densidade de 1 x 10* células por pogo,
incluindo-se controles positivos sem os discos de titanio. Apds 24 horas
de cultivo, as células foram submetidas a contagem em cdmara de
Neubauer.

Resultados: os resultados mostraram que a média de adesdo celular foi
maior na superficie controle (0,62+0,22) do que nos grupos polido
(0,4610,14) e nitretado (0,33%0,10). Foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos controle e nitretado
(p=0,04), porém n3o se observou diferenga na adesdo celular entre os
grupos polido e nitretado.

Conclusdo: a capacidade de adesdo das células do ligamento
periodontal de rato a superficies de titdnio ndo sofreu influéncia do
tratamento de superficie dado ao material.

DESCRITORES

Ligamento periodontal; Adesdo celular; Titanio.

ABSTRACT

Objective: the present study aims to evaluate, through experiments in
vitro, the adhesion capacity of rats periodontal ligament cells on
polishing and treated by ionic nitriding (plasma) titanium surfaces.
Method: degree Il titanium discs (ASTM F86), 15mm of diameter for
1,5mm of thickness, which had received different treatments from
surface in 2 distinct groups (polished and cathodic cage plasma
nitriding) were used. The cells were isolated from periodontal ligament
of rats and cultivated in a-MEM contend antibiotic and supplemented
with 10% of FBS, for 72 hours, in humid atmosphere with 5% of CO2 at
379C. In the subculture the cells were cultivated on titanium discs in 24-
well cell culture plates, with a density of 1 x 10* cells per well, including
wells with no discs (control). After 24 hours of cultivation, the cells
were counted in a Neubauer chamber.

Results: the results had shown that the mean adhesion was greater on
the control surface (0.62+0.22) than on polished (0.46+0.14) and
nitriding (0.33+0.10) surfaces. Statistical significant difference was
observed between the groups control and cathodic cage plasma
nitriding (p=0.04), nevertheless no diference was found between
polished and nitriding groups.

Conclusion: the adhesion capacity of rat periodontal ligament cells on
the titanium surfaces was not influenced by the different surface
treatments given to the material, since none of these contributed
positively in the process of cellular adhesion.

Periodontal ligament; Cell adhesion; Titanium.
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INTRODU

As caracteristicas do ligamento periodontal
proporcionam muitos beneficios na interface entre o
osso e superficie dos dentes naturais. A possibilidade da
presenca do ligamento periodontal entre o osso e a
superficie do implante dentario poderia trazer grandes
vantagens, uma vez que o implante se comportaria como
um dente natural”.

Logo apds a insercdo do implante inicia-se o
processo de cicatrizagdo tecidual. Sabe-se que as células
residentes no ligamento periodontal sdo capazes de
formar cemento e promover a inser¢do de novas fibras
coldgenas sobre superficies radiculares expostas2 e que,
se por qualquer razdo as células do ligamento
periodontal também forem incluidas no processo de
cicatrizagdo apds a colocagdo do implante de titanio no
0sso, hd possibilidade de formagdo de cemento e
ligamento periodontal em torno dos implantes3'8.

Estudos experimentais tém demonstrado que
alteragBes nas caracteristicas superficiais do titdnio
podem influenciar a resposta bioldgica ao redor do
biomaterial e, como conseqiéncia, o sucesso da
interagao céIuIa—superﬁcieg’w. Na busca por superficies
que contribuam para essa interacdo e supram a
necessidade de obter uma boa adesdo, e
conseqiientemente uma maior proliferagdo e formagdo
tecidual, varias pesquisas tém sido desenvolvidas,
modificando estas superficies por variados processos“’la.

Dentre estes, destaca-se a nitretagdo idnica ou
nitretagdo por plasma, que consiste em ionizar um gds ou
mistura gasosa contendo nitrogénio, através de uma
descarga luminescente gerada por uma diferenga de
potencial entre a amostra (catodo) e o anodo, em uma
atmosfera a baixa pressdo. Os ions produzidos no plasma
sdo acelerados em dire¢do a amostra, chocando-se com
ela e fornecendo energia suficiente para aquecé-la até a
temperatura de nitretagéo“. O conceito basico no uso da
nitretagdo i6nica para melhorar as propriedades
superficiais de uma liga de titdnio é fundamentado na
possibilidade de formar nitretos ou carbetos abaixo da
superficie da liga. Os nitretos e carbetos de titanio sdo
materiais duros que melhoram as propriedades
tribolégicas da superficie, ou seja, aumentam a
resisténcia ao desgaste e a dureza superﬁciaIB,
favorecendo a adesdo e proliferagdo celular a superficie
do material. Estes achados foram comprovados em
estudos in vitro utilizando células pré-osteoblasticas
MC3T3" e Osteo-1"**°.

Considerando que a nitretagao a plasma, assim
como outros tratamentos de superficie, influencia o
processo de interagdo célula-superficie, o presente
estudo buscou avaliar a capacidade de adesdo das células
do ligamento periodontal de ratos as superficies de
titanio polidas (P) e nitretadas por plasma (N).

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte - UFRN (parecer 102/08) e foi dividido em duas
etapas. Primeiramente foi realizado o preparo das
amostras através do tratamento de superficie das placas
de titanio. Em seguida foi realizado um ensaio in vitro
com células isoladas do ligamento periodontal de ratos e
cultivadas sobre as placas de titanio tratadas e pogos
sem discos de titdnio como controle positivo do
crescimento celular (superficie plastica).

Preparo das amostras

As amostras de titanio foram preparadas
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segundo protocolo previamente estabelecido™. Em
seguida foram esterilizadas por radiagdo gama (dose 25
kGy), liberada a uma dose média de 8,993 kGy/h (2h
46minutos a uma distdncia de 50mm), em irradiador
GAMMACELL 220 Excel (MDS Nordion, Ca).

Obtengdo e cultivo das células do ligamento
periodontal de ratos

Para obten¢do do ligamento periodontal dois
ratos albinos, machos, saudaveis, da linhagem Wistar
com quatro meses de idade, pesando aproximadamente
250 gramas, foram sacrificados com dose letal de
anestésico (Ketamina) administrado por via
intramuscular. Os animais foram dissecados para
remocdo dos incisivos em uma camara de fluxo laminar e
sob  condigbes assépticas, segundo  protocolo
estabelecido™. Os dentes foram imediatamente
mantidos em um meio bésico a-MEM contendo 50 mg/L
de Sulfato de Gentamicina e 2 mg/L de Anfotericina B
(Cultilab, Brasil).

O ligamento periodontal foi removido através da
raspagem delicada da superficie radicular com o uso de
uma ldmina de bisturi e encubado em solugdo de
tripsina/EDTA (0,25% de Tripsina contendo 1 mM de
EDTA — Cultilab/Brasil) por 10 minutos. Em seguida, foi
adicionado o meio a-MEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino — FBS (Cultilab, Brasil) com o objetivo
de inativar a tripsina. A suspensdo foi centrifugada a
1200 rpm durante 8 minutos e sobrenadante retirado, as
células ressuspensas e cultivadas.

As células foram cultivadas em pogos de placas
de cultura contendo o meio basico o-MEM
suplementado com 10% de FBS. As culturas foram
mantidas a 372C em 5% de CO, até atingirem 70 — 90%
de confluéncia, com troca de meio a cada 3 dias.

Cultivo nos discos de Titanio

As células do ligamento periodontal foram
cultivadas em placas de 24 pocgos (TTP®), na densidade
de 1 x 10° células por pogo. Foram utilizados 12 discos de
titdnio, 6 de cada grupo (polido e nitretado). A mesma
densidade celular foi cultivada em seis pogos sem disco,
tendo a superficie plastica de poliestireno como controle
positivo.

Viabilidade e Adesdo celular
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superficies de titanio (grupo polido e grupo nitretado) e a
superficie de plastico (grupo controle), no periodo de 24
horas apds o plagueamento. O numero de células
colhidas de cada pogo foi obtido pela contagem de
células vidveis através do uso da cdamara de Neubauer e o
método da exclusdo de células coradas pelo Azul de
Trypan, obedecendo-se a seguinte equagdao matematica:
Numero total de células contadas x diluicdo x 10%/
Numero de quadrados da Camara de Neubauer usados
para contagem.

Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise nao
paramétrica. As diferencas entre os grupos foram
comparadas pelo teste Mann Whitney U, sendo
considerado estatisticamente significante um valor de
p<0.05.

RESULTADOS

A comparagdo da adesdo de células do
ligamento periodontal de ratos as trés superficies
distintas mostrou que a média de adesdo foi maior na
superficie controle (Tabela 1). Quando os grupos foram
comparados entre si, foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as superficies
controle e nitretado. Ndo foi encontrada diferenca
estatistica quando se comparou a superficie controle (C)
com o grupo polido (P) e na comparagdo entre o grupo
polido (P) e o grupo nitretado (N).

Tabela 1. Andlise da adesdo de células do ligamento
periodontal de ratos as diferentes superficies estudadas.

Células do ligamento periodontal

Média £ dp
Controle (C) 0,62 +0,227°
Polido (P) 0,46 + 0,14*¢
Nitretado (N) 0,33 £0,10™°

?p=0,12; °p=0,04; “p=0,21 (Mann Whitney U)

A literatura revela que o ligamento periodontal
é uma fonte autdgena de células indiferenciadas, com
capacidade de expansdo e habilidade de se
diferenciarem em varios tipos celulares™. Um estudo
com ligamento periodontal humano®® demonstrou que
as células-tronco deste tecido mantém a capacidade
proliferativa mesmo apds terem sido submetidas a um
protocolo de criopreservagdo, o que amplia a
potencialidade do seu uso em processos de regeneragao
tecidual, associadas a biomateriais.

O implante dentario é aceito amplamente e esta
consolidado como um recurso precioso na reabilitacio

em mais de 90% dos casos’'. Entretanto, evidéncias de
formagdo do ligamento periodontal ao redor dos
implantes dentarios tém sido investigadas em estudos in
vivo e in vitro.

Um estudo piloto investigou a capacidade de
células do ligamento periodontal de caes formarem uma
nova inser¢do do ligamento periodontal quando
utilizadas sobre a superficie de implantes de titanio®. Os
espécimes com células cultivadas foram implantados nas
mandibulas dos cdes e, apds trés meses de cicatrizagdo, o
exame histolégico revelou uma camada com tecido
semelhante ao cemento, com insercdo de fibras
colagenas em algumas superficies dos implantes. Estes
resultados demonstraram que as células estudadas
podem formar tecidos semelhantes a um verdadeiro
ligamento periodontal ao redor do titanio.

A formagdo de cemento com inser¢do de fibras
também foi demonstrada em experimentos utilizando
implantes de titdnio com uma superficie daspera.
Implantes foram colocados em contato com raizes de
dentes naturais em modelo in vivo e parte das superficies
dos implantes foi mantida em contato com as raizes
retidas, enquanto outra parte manteve contato ésseo. Os
resultados revelaram que alguns dos implantes foram
envolvidos por uma camada de cemento com insergdo de
fibras ao redor de suas superficies. Células originarias do
ligamento periodontal de raizes retidas migraram para a
superficie do implante e formaram um novo ligamento
periodontal interposto em ambas as interfaces titanio-
osso e titanio-dentina’. Outros estudos in vivo
semelhantes também utilizaram o contato com dentes,
raizes residuais ou germes dentadrios como fonte de
células do ligamento periodontal através da migragdo
para as superficies de titanio™®. A capacidade de adesdo,
proliferagdo e diferenciagao destas células contribui para
a formagdo de um selamento biolégico entre os
implantes e os tecidos adjacentesg.

No presente experimento foi analisada a
capacidade de adesdo in vitro das células do ligamento
periodontal de ratos a superficies de titanio polidas e
nitretadas a plasma. A superficie plastica de poliestireno
foi usada como controle positivo da adesdo celular, pois
é superficie padrdo no cultivo de células. Os resultados
mostraram diferenca estatistica apenas entre as
superficies controle (C) e nitretada a plasma (T) (p=0,04),
0 que poderia sugerir que a superficie polida (P) teve
melhores resultados de adesdo das células do ligamento
periodontal, como visto na literatura (3,22-24). A adesdo
celular é uma das etapas mais importantes na interagao
com o biomaterial, uma vez que a qualidade desta ira
influenciar a morfologia e a capacidade de proliferacao e
diferenciagao da célula®.

Estudos que avaliaram as caracteristicas da
superficie do titanio’®”  atribuiram a  adesdo
osteoblastos-biomaterial especialmente a molhabilidade
e a superficie hidrofilica, que permite melhores
condi¢des para a adesdo celular quando comparadas a
superficie hidrofébica. A avaliacdo de superficies de
titAnio nitretadas a bplasmal?  <esuindo o mesmo
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superficies com caracteristicas hidrofilicas, o que
favorece os eventos celulares iniciais, facilitando a
adesdo e proliferagdo celular.

A andlise estatistica dos resultados de adesdo
celular entre as superficies polida (P) e nitretada (T), ndo
mostrou diferenga entre os grupos (p=0,021), o que pode
sugerir que o tratamento de superficie utilizado no
presente estudo ndo teve influéncia sobre a adesdo de
células do ligamento periodontal de ratos. Estes
resultados diferem de outros estudos encontrados na
literatura que compararam o efeito de varias superficies
de titanio e observaram que os melhores resultados
foram encontrados nas superficies texturizadaszg'zg,
incluindo também os que utilizaram o mesmo tipo de
tratamento — nitretagdo idnicat>>16%°, Todavia, ¢é
importante considerar que estes estudos foram
realizados com linhagens celulares imortalizadas que
exibem potencial para expressar caracteristicas
fenotipicas de osteoblastos.

Estudos posteriores avaliando a capacidade de
diferenciacdo de células obtidas do ligamento
periodontal em contato com o titanio poderdo contribuir
para a compreensdao do processo de osseointegra¢ao;
além disso, estudos moleculares para avaliar os tipos de
ligagGes envolvidos na adesdo, poderdo ser importantes
para esclarecer o mecanismo pelo qual as células se
ligam as diferentes superficies.

Os resultados do presente experimento
sugeriram que a adesdo células do ligamento periodontal
de ratos as superficies dos discos de titanio foram
similares a superficie controle, porém ndo se observou
diferenca na adesdo celular entre os grupos polido e
nitretado. Assim, conclui-se que os tratamentos
utilizados nas superficies de Ti ndo influenciaram
positivamente a capacidade de adesdo desse tipo de
célula estudado.
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