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RESUMO

Objetivos: Avaliar o comportamento celular de fibroblastos (HGF-hTERT) em superficies de
Zirconia texturizadas por laser Nd:YAG comparativamente com  superficies

convencionalmente texturizadas por jateamento e ataque acido.

Métodos: Prepararam-se discos de Zirconia e distribuiram-se aleatoriamente pelos grupos em
estudo (N=12): sem tratamento (Grupo A); jateamento e ataque &cido (Grupo B); texturizacédo
por laser Nd:YAG espacamento de 10 um/ 10 passagens (Grupo C); texturizacdo por laser
Nd:YAG espagamento de 20 um/1 passagem (Grupo D). Cultivaram-se HGF-hTERT nestas
superficies. A viabilidade celular foi avaliada aos 1, 3 e 7 dias usando um método a base de
resazurina. A morfologia e adeséao celulares foram analisadas por microscopia de fluorescéncia
e microscopia eletronica de varrimento (FEG-SEM) aos 1 e 3 dias. A producao de interleucina
6 (IL-6) e interleucina 1B (IL-1B) foi medida aos 1 e 3 dias por ensaios enzimaticos de
imunoabsorcdo (ELISA). Os resultados foram apresentados como média + desvio padréo.
Realizaram-se comparagdes entre grupos por ANOVA unidirecional e de medidas repetidas
(teste post-hoc de Tukey) usando um software de estatistica. A significancia foi definida como
p<0,05.

Resultados: A viabilidade celular aumentou ao longo do tempo para todos os grupos. Aos 1 e
7 dias verificaram-se valores de viabilidade significativamente superiores no Grupo C
comparativamente ao Grupo B (p<0,05). As imagens de microscopia revelaram adesdo em
ambos os tempos, com morfologia normal e prolongamentos celulares sobre as superficies de
todos os discos. Observou-se um maior numero de células aderidas nos Grupos C e D do que
nos outros grupos, em ambos os tempos. Nao foram observadas diferengas na producdo de IL-

6 e IL-1p entre os grupos em estudo (p>0,05).

Conclusoes: As superficies implantares de Zircénia texturizadas por laser parecem beneficiar
a resposta de fibroblastos comparativamente a superficies tratadas com jateamento e ataque

acido. Mais estudos devem ser realizados para validar esta técnica de texturizagéo.

Palavras-Chave: “fibroblastos gengivais humanos”, “Zirconia”, “laser”, “implantes dentarios”



ABSTRACT

Objectives: To evaluate fibroblast behavior (HGF-hTERT) in Zirconia Nd:YAG laser textured

surfaces compared to sandblasted and acid etched surfaces.

Methods: Zirconia discs were prepared and randomly distributed among the study groups (N
= 12): without treatment (Group A); sandblasting and acid etching (Group B); texturing by
Nd:YAG laser spacing of 10 um / 10 passages (Group C); texturing by Nd:YAG laser spacing
of 20 um/ 1 passage (Group D). HGF-hTERT were grown on these surfaces. Cell viability was
assessed at 1, 3 and 7 days using a resazurin-based method. Cell morphology and adhesion were
analyzed by fluorescence microscopy and scanning electron microscopy (FEG-SEM) at 1 and
3 days. The production of interleukin 6 (IL-6) and interleukin 1p (IL-1p) was measured at 1 and
3 days by enzyme immunosorbent assays (ELISA). The results were presented as mean *
standard deviation. Comparisons between groups were performed by unidirectional and a
repeated measures ANOVA (Tukey's post-hoc test) using statistical software. Significance was
defined as p <0.05.

Results: Cell viability increased over time for all groups. At 1 and 7 days, viability values were
significantly higher in Group C compared to Group B (p <0.05). Microscopy images revealed
adhesion at both times, with normal morphology and cellular extensions on the surfaces of all
discs. A greater number of adhered cells was observed in Groups C and D than in the other
groups, at both times. There were no differences in the production of IL-6 and IL-1p between
the study groups (p> 0.05).

Conclusions: Laser textured Zirconia implant surfaces appear to benefit the fibroblast response
compared to surfaces treated with sandblasting and acid etching. Further studies must be carried
out to validate this texturing technique.

Key words: “human gingival fibroblasts”, “Zirconia”, “laser”, “dental implants”
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INTRODUCAO

A presenca de zonas edéntulas origina problemas funcionais e estéticos, pelo que a sua
reabilitacdo recorrendo a implantes dentarios €, atualmente, uma opcdo de tratamento bem

fundamentada e aceite.®4

Existe registo da utilizacdo de implantes dentarios na reabilitacdo oral desde os primeiros
Egipcios e nas culturas da América do Sul Central.® Desde entdo, e gracas aos
desenvolvimentos tecnoldgicos e biologicos, o conhecimento nesta &rea avangou

consideravelmente, tendo vindo a ser cada vez mais estudada e aplicada.

No entanto, foi apenas na década de 60 que se deu 0 maior avanc¢o na terapia de implantes,
quando Branemark descreveu a ancoragem oOssea direta de implantes metélicos, tendo-se
posteriormente referido a este fendémeno como Osteointegracdo em 1977.% A primeira
definicdo para este conceito apenas foi publicada em 1981 por Thomas Albrektsson,
classificando a osteointegracdo como sendo um “contacto direto entre a superficie de um
implante e o osso, sob carga, a resolu¢do de microscopia otica”.*™® Este processo é a
consequéncia de uma cascata de eventos celulares e moleculares que ocorrem apds a preparagdo
do leito implantar e da colocacdo do implante, levando a aposi¢do de o0sso recém-formado
diretamente na superficie implantar, permitindo uma fixacdo rigida e clinicamente
assintomatica.(” Mais recentemente a osteointegracio foi definida por Albrektsson e
Sennerby® como uma “conexdo direta funcional e estrutural entre o osso vivo e a superficie

de um implante sobre carga”.

Dada a importancia da osteointegracdo no sucesso da terapia com implantes, tém vindo a
ser realizados uma grande quantidade de estudos com o objetivo de melhorar a quantidade,
rapidez e previsibilidade deste processo, recorrendo a procura de novos materiais e técnicas de

preparacdo de superficies implantares.®:3679)

No entanto, os tecidos peri-implantares ndo sdo apenas circundados por tecidos duros,
possuem também tecidos moles que desempenham um papel importante no sucesso da terapia
de implantes. Enquanto os tecidos duros tém como funcdo o estabelecer uma relagdo de
contacto com a superficie do implante, assegurando a sua estabilidade, os tecidos moles,
denominados “mucosa peri-implantar”, sdo formados durante a cicatrizacdo que ocorre apds a
colocacdo do implante e do pilar e ttm como funcdo isolar o osso/implante do meio oral,

protegendo-o da contaminacéo bacteriana, evitar a ocorréncia de recessao gengival, reabsorcéo



6ssea por inflamacdo e migracéo epitelial (sendo crucial ao limitar a proliferacdo do epitélio ao
longo da superficie implantar). &10-14

Em salde, os tecidos peri-implantares apresentam uma espessura de 3-4 mm desde a
margem gengival a crista 6ssea e possuem um nucleo de tecido conjuntivo (TC) composto
sobretudo por fibras de colagénio e elementos de matriz e com uma menor quantidade de
fibroblastos e vasos sanguineos, quando comparado com o TC em torno do dente. ® A mucosa
peri-implantar possui na sua porcdo externa (oral) um epitélio oral, coberto por epitélio
queratinizado; na por¢cdo da mucosa em contacto com o implante (pilar) encontram-se,
coronalmente, o epitélio sulcular e um fino epitélio de barreira, aderido a superficie do implante
(pilar) através de hemidesmossomas que ligam as células epiteliais a l1dmina basal, com uma
extensdo de 2 mm e, até 1-1,5 mm da crista 6ssea. Do limite apical do epitélio de barreira a
crista 6ssea encontra-se a zona de inser¢ao conjuntiva, na porcdo mais apical da mucosa peri-
implantar. A inser¢do conjuntiva em torno do implante é caraterizada por ser pobre em células,
possuindo um baixo numero de fibroblastos (inferior ao presente no tecido periodontal), ligados
de forma mais fraca a superficie, pobre em vascularizacdo quando comparado com o tecido
conjuntivo em redor do dente, e rico em fibras de colagénio, no entanto estas tém uma
orientacdo paralela a superficie do pilar visto que ndo existe cemento que permite a insercao

das fibras na superficie do dente. ®1115-17)

A mucosa peri-implantar €, portanto, muito semelhante a um tecido cicatricial,
constituindo uma barreira menos resistente, pelo que se torna mais suscetivel a inflamacéo e

menos eficaz na protecdo do osso alveolar. ¢1112.16-18)

Tal como em torno de um dente, quando ocorre acumulacgéo de biofilmes bacterianos em
torno de implantes osteointegrados pode desenvolver-se um quadro inflamatorio, levando ao
surgimento da chamada mucosite peri-implantar, definida como “inflamacdo sem perda
continuada de osso marginal peri-implantar ”. ‘¥ Caso esta ndo seja tratada e comece a afetar
o tecido conjuntivo e 0 0sso, a doenca passa a denominar-se peri-implantite, definida como
“existéncia de inflamacao na mucosa peri-implantar com perda 0ssea progressiva de 0sso de

suporte .9

A doenca periodontal é reconhecida como uma das principais responsaveis pela perda de
implantes pelo que tem vindo a crescer o interesse pela interface entre os implantes e os tecidos
moles de forma a criar condi¢des que permitam melhorar 0 sucesso da reabilitacdo com

implantes através de um correto selamento conjuntivo do tecido gengival ao pilar. ¢1:13-16.18.21)



As propriedades de superficie dos implantes influenciam a adeséo e diferenciacdo das
celulas que os rodeiam, incluindo a dos fibroblastos gengivais, responsaveis por sintetizar
muitos dos componentes da matriz extracelular e pela constante adaptacdo do TC gengival,

reparago e regeneracdo dos tecidos. 31418)

Como tal, melhorar a quantidade e bioatividade dos fibroblastos durante a cicatrizagao
dos tecidos moles peri-implantares €, por isso, muito importante de forma a garantir e melhorar
o0 selamento transmucoso no pilar do implante, permitindo aumentar a estabilidade e qualidade
dos tecidos moles o que podera levar a um maior sucesso a longo termo da reabilitacdo com
implantes. Para tal, ttm vindo a ser realizados véarios estudos que pretendem otimizar os

materiais e topografia das superficies utilizados. (11214.15.18)
1. Materiais

O material utilizado nos implantes € um dos principais fatores que influenciam a resposta
dos tecidos duros ® e dos tecidos moles. 522 Atualmente sdo o Titanio e as suas ligas, a
Zirconia e as ligas de Titanio-Zirconio (Straumann Roxolid), os materiais mais utilizados no
fabrico de implantes, havendo também um interesse no PEEK (poly-ether-ether-ketone), um

polimero desenvolvido mais recentemente. 2%

Destes, o Titanio foi o primeiro e continua a ser muito utilizado, tanto em implantes
dentérios como ortopédicos. ?2715) Este é usado na sua forma pura e sob a forma de liga. O
titanio puro disponivel comercialmente é classificado em 4 graus que diferem no contetdo de
oxigenio e nos contaminantes presentes, tendo o Grau 4 a maior quantidade de oxigénio (0,4%)
e 0 Grau 1 a menor quantidade (0.18%).?% Das ligas, a mais utilizada é a Ti-6Al-4V, sendo

também de realcar a liga de Titanio e Zirconio (Straumann Roxolid, TiZr1317). ©

O Titénio e as suas ligas apresentam vantagens ao nivel das suas carateristicas fisicas,
quimicas e mecanicas, boa biocompatibilidade (ocorre formacdo de uma camada de Oxido
estavel quando em contacto com o ar, que também Ihe confere uma boa resisténcia a corrosao)
(24) ¢ alta resisténcia ao stress por fatiga. %2 No entanto, o Titanio e as suas ligas apresentam
um modulo de elasticidade superior ao do 0sso (baixa protecéo contra stress, podendo resultar
em reabsorcao dssea e/ou fratura implantar)®-2), podem ainda encontrar-se associados a casos
de hipersensibilidade e alergias (sobretudo no caso das ligas de titdnio), pode ocorrer
degradacdo da superficie por galvanizacao, dispersdo de radiacdo e ainda problemas estéticos

(resultantes de recess&o e/ou translucidez gengival em bidtipos gengivais finos). (#2426.27)



De forma a diminuir os problemas estéticos e de biocompatibilidade que os implantes de
Titanio pareciam causar, surgiram no final da década de 60 os materiais a base de ceramica
nomeadamente o Oxido de Aluminio ou Alumina, como op¢ao para o fabrico de implantes.
Estas apresentavam como vantagens face ao Titdnio o seu comportamento biologicamente
inerte e as suas boas carateristicas fisicas e quimicas, como a baixa condutividade térmica e
elétrica. No entanto, certas propriedades das ceramicas utilizadas inicialmente, como a baixa
ductilidade e a sua fragilidade (baixa resisténcia a flexdo) vieram a limitar o seu uso. No entanto,
no inicio dos anos 90, com a introducdo do Oxido de Zirconio como material na Medicina

Dentaria, as ceramicas voltaram a ser consideradas como opgéo. 28

O oOxido de Zirconio, também chamado simplesmente Zirconia, € um composto
inorganico derivado do elemento Zircénio (Zr), um elemento quimico pertencente ao grupo dos
metais de transi¢do, semelhante ao Titanio e ao Hafnio. A Zirconia possui trés fases cristalinas

distintas: monoclinica, clbica e tetragonal, sendo a Ultima a utilizada clinicamente. %

Atualmente utiliza-se o elemento quimico itrio (YY) como reforco, de forma a aumentar a
resisténcia ao envelhecimento da Zirconia, formando Zirconia tetragonal policristalina
estabilizada com itrio (Y-TZP). Este é um material bioinerte com elevadas propriedades
mecanicas (elevada resisténcia a fratura e flexao), elevada estabilidade quimica (alta resisténcia
a corrosao), eletricamente neutro, baixa condutividade térmica e boa biocompatibilidade, visto
estar associada a uma reduzida formagéo de biofilmes bacterianos em estudos in vitro e pela
sua cor branca, que a torna esteticamente superior comparativamente a cor acinzentada do

Titanio, sendo por todas estas razdes cada vez mais utilizada em pilares e implantes dentarios.
(27-31)

A capacidade destes materiais na formacgdo de um bom selamento dos tecidos moles em
torno implante parece variar, sendo que a literatura existente aponta cada vez mais para a
existéncia de resultados iguais superiores para a Zirconia comparativamente ao Titanio. Numa
revisdo recente de estudos histologicos em animais, o Tit&nio e a Zirconia aparentaram ter um
processo de cicatrizacdo em torno dos implantes semelhante nos estudos analisados.®? Noutra
revisao de estudos clinicos em humanos foi concluido que o material do pilar possui um impacto
significativo na saude dos tecidos, sendo que, quando comparada com o Titanio, a Zirconia
apresentou uma menor acumulacio de placa bacteriana e um menor nivel de inflamagao.*®

Estudos in vitro parecem sugerir a existéncia de uma melhor taxa de proliferacdo e adeséo de



fibroblastos na Zirconia do que no Titanio. ?23%) Como tal tem havido um crescente interesse

na utilizacdo da Zirconia como material para o fabrico de implantes dentérios.
2. Superficies

A superficie € outro dos parametros considerados importantes no sucesso da terapia com
implantes 6:31:3% Este pardmetro tendo vindo a ser alvo de interesse sobretudo devido ao desejo
de reduzir o tempo da cicatrizacdo 6ssea de forma a aumentar a estabilidade primaria e permitir
uma carga precoce dos implantes. ® No entanto, também parece influenciar a adesdo dos

tecidos moles & superficie implantar. (131518212233

As propriedades das superficies podem dividir-se em: topograficas (marco e micro
topografia), quimicas, mecanicas e fisicas (cristalinidade e hidrofilicidade); todas relacionadas

e dependentes entre si, sendo que alteracdo numa delas provoca uma modificacdo nas restantes).
(®)

A topografia existente numa superficie & microescala é denominada de rugosidade. No
entanto este € um termo ambiguo e classificado de diferentes formas na literatura, o que dificulta
muitas vezes a comparacdo de superficies entre estudos. ®% Wenneberg et al ?*), considerou o
termo liso o utilizado para descrever a rugosidade (Ra) de pilares, e os termos rugosidade
minima (0,5 a 1 um), rugosidade intermédia (1 a 2 pm), os mais utilizados atualmente, e rugoso
(2 a 3 um), para a superficie dos implantes. Ha também outros estudos que classificam como
lisas rugosidades de superficie médias inferiores ou iguais a 1 um e rugosas as gque Sao

superiores a 1 um. @4

E sugerido pela literatura que as micro-rugosidades providenciam uma melhor
interligacdo biomecanica e que a nano-rugosidade permite um maior numero de locais de
adesdo para as proteinas iniciais que irdo entrar em contacto com a superficie do implante ©,

podendo influenciar também a adesdo e comportamento celular. 2

Superficies mais rugosas parecem acelerar e melhorar a osteogénese por contacto,
influenciando o comportamento celular, e melhorar a distribuicdo de forcas (pelo aumento da
superficie de contacto). (31:35:36) No caso dos osteoblastos, modifica¢Bes como a criagéo de
nanotopografia e aumento da rugosidade tém vindo a ser associadas a um aumento na adesdo e
diferenciagdo celular. ®” Sendo que a evidencia demonstra que o valor 6timo de Ra para a
fixacdo de um implante é entre 1-1,5um @, sendo 1,5 um o valor sugerido para uma rapida

osteointegracéo, ©® ou seja, uma rugosidade intermédia. ¢4



Nos tecidos moles a literatura sugere resultados diferentes. Varios estudos in vitro 1
1318) sugerem que fibroblastos parecem ter mais afinidade por superficies lisas ou com leves
sulcos a microescala, demonstrando algum efeito da rugosidade no comportamento das células
dos tecidos moles. Num estudo de Kearns et al ®® ¢ referida a necessidade de uma certa
rugosidade de superficie (R== 0,2 um) de forma a garantir um bom selamento desta zona,
sugerindo ainda que superficies lisas poderdo permitir a formacao de uma adesao e proliferacdo
excessiva de células epiteliais. Um outro estudo realizado por Ponsonnet et al®® avaliando
varios tipos de Titanio, com diferentes rugosidades de superficie, foi concluido que quanto
maior a rugosidade, menor a proliferacdo dos fibroblastos e que o intervalo 6timo para a

rugosidade parece ser entre 0s 0,08 e 1um, acima do qual a proliferacdo celular se torna dificil.
(22)

No entanto ha outro fator a ter em consideragdo quando se fala na interface com os tecidos
moles: a formacdo de biofilme. Sendo que as superficies utilizadas devem também ter uma
rugosidade que procure evitar uma adesdo aumentada de biofilme, visto que este possui, um
efeito negativo na satde dos tecidos. “*'® Sendo que atualmente alguns estudos apontam uma

Ra<0,2pum para diminuir a colonizac&o bacteriana. ¢

Apesar de ndo haver um consenso claro quanto a existéncia de uma rugosidade ideal para
a garantia da formacdo de uma adequada interface do implante com os tecidos moles, existe
evidéncia na literatura*?1:22 de que diferentes tipos de modificacdes de superficie de pilares
de implantes que parecem fornecer um beneficio para a unido do tecido conjuntivo. Como tal
tém-se vindo a testar varias técnicas de texturizacdo que permitam obter carateristicas de

superficies ideais para a interface com os tecidos moles.
2.1 Técnicas de Texturizacéo

A micro e nanotexturizacdo de implantes maquinados, tem sido produzida através de
tratamentos subtrativos e aditivos. Os processos aditivos incluem recobrimento das superficies
com spray de plasma, hidroxiapatite (HA) e fosfato de célcio, deposi¢do de ides e sinterizagcdo
de po de titanio. Processos subtrativos, que sdo atualmente os mais utilizados, compreendem
jateamento, ataque &cido, oxidacdo, polimento elétrico, anodiza¢do, polimento mecanico e

microtexturizagao a laser. ¢-")

A técnica de jateamento abrasivo com ataque acido € atualmente considerada o gold
standard na preparacdo de superficies implantares para a interface com os tecidos duros “9,

sendo que o primeiro € utilizado para criar uma superficie moderadamente rugosa e o ataque



acido permite a formacdo de uma rugosidade a micro e nanoescala, melhorando o processo de
cicatrizagio Gssea ap0s a colocagdo do implante. ©* No entanto, este tratamento de superficie
apresenta desvantagens, nomeadamente a presenca de contaminantes na superficie implantar e
o facto de originarem superficies com topografia mal definida e com composic¢es quimicas

variadas. (":4041)

No caso dos tecidos moles, a superficie considerada gold standard é o Titanio maquinado
(22:32) sendo que tém vindo a surgir outros tratamentos com melhores resultados face a este,
nomeadamente a modificacdo quimica, formaco de microssulcos, anodizagdo ®?), colagénio,

polimento elétrico, limpeza por plasma e texturizacio por laser. 2

Dado os resultados favoraveis do laser tanto para a interface com os tecidos duros como
os tecidos moles, tem vindo a crescer o interesse pela texturizagéo por laser (Light Amplification

by Stimulated Emission of Radiation) para a preparacéo de superficies implantares. ¢0:4243)

Este tipo de texturizacdo € realizada atraveés da emissdo de pulsos com um determinado
comprimento de onda que, ao atingir a superficie, levam a um aumento da sua temperatura. No
caso das ceramicas, consoante a amplitude do feixe, poderdo ser desencadeados diferentes
efeitos fisicos: fusdo, sublimacdo, vaporizacao, dissociacdo, formacdo de plasma e ablacéo, o

que leva a formacéo do padrdo. “¥

Existem varios tipos de laser, podendo estes classificar-se em: lasers de estado solido (ex.:
Nd:YAG, Neodymium-doped yttrium aluminum garnet e o Ti-safira), lasers de gas (ex: COz e
laser de Excimero), lasers liquidos, lasers semicondutores e laser de eletrdo livre (FEL). 4449
Os diferentes tipos de laser podem ainda ser utilizados em modo continuo, onde € emitido um
fluxo constante de luz, ou em modo pulsado (hano, micro, pico e femtosegundo), em que ocorre

uma interrupgéo da luz entre dois pulsos sucessivos. ¥

Cada tipo de laser possui um comprimento de onda de emissao especifico dependente da
sua constituicdo, devendo ser adequado as caracteristicas do material a modificar. Tendo isto
em conta, o laser Nd:YAG apresenta um comprimento de onda de emisséo elevado (1064 nm)
%), mais indicado para metais, no entanto também é utilizado na texturizagio de ceramicas
devido a sua alta densidade e foco pequeno e pontual. “9 Lasers pulsados sdo mais adequados
para texturizacdo de ceramicas pois permitem controlar melhor os parametros de processamento

guando comparado com um laser de modo continuo. “44%)



Esta técnica tem vindo a ser utilizada com sucesso na Zirconia 74049, visto que reduz o
dano mecénico provocado pelos tratamentos de superficie ¢”) enquanto leva a formagéo de uma
topografia rugosa a micro e nano escala, semelhante a originada pelo ataque acido. Além disso
melhora a molhabilidade e aumenta a rugosidade da superficie sem necessidade de contactar
com a superficie e, por isso, sem contaminacdo da mesma, de forma rapida, com pouco

desperdicio e facilmente replicavel, o que constituem vantagens & sua utilizagao. %47

Apesar de todos os aspetos positivos, ocorrem alguns efeitos indesejaveis como a
diminuicdo da resisténcia ao choque térmico (que pode levar & iniciacdo e propagacgdo de
microfissuras), a criagdo de “salpicos” e de zonas afetadas pelo calor, que ocorrem quando este
é utilizado na texturizacdo de materiais duros e frageis, tal como Zirconia sinterizada. Estes
micro-danos aceleram o envelhecimento da Zircdnia visto destabilizarem a sua fase tetragonal
e transformarem-na em monoclinica, o que leva a progressiva deterioracdo do material e
consequente aumento da suscetibilidade & fratura. “%474®) Como tal, a texturizagio de Zirconia
com laser antes da sua sinterizacdo tem vindo a ser investigada e a apresentar resultados

favoraveis na literatura,“?

A utilizagdo de texturizagdo por laser em implantes tem vindo a ser testada e tem
apresentado vantagens tanto na integracdo dos tecidos duros “*#246) como para os tecidos
moles. ?2334950) Ng entanto a evidéncia disponivel para os tecidos moles ainda é escassa e 0s
estudos existentes muitas vezes falham na descricdo dos materiais e métodos utilizados,

dificultando a comparac&o entre eles. ??

Dadas as vantagens da texturizacdo por laser, é de interesse continuar a investigar as
suas potencialidades para a producdo de superficies implantares, nomeadamente para a
interface com os tecidos moles, de forma a tornar cada vez mais simples e previsivel o fabrico
de implantes e até melhorar a resposta bioldgica dos tecidos, permitindo uma melhor integracéo

dos implantes na cavidade oral.
3. Modelos de Integragédo de Tecidos Moles in vitro

Para tal, tém vindo a ser utilizados varios modelos experimentais, procurando estudar
a capacidade de unido do TC a superficie implantar (pilar). Nestes estudos sdo geralmente
utilizados fibroblastos gengivais humanos (HGF). ?? De forma a simular adequadamente as
condices intraorais, as células utilizadas sdo muitas vezes linhagens primarias, obtidas a partir
de tecidos orais normais. No entanto, estas linhagens apresentam algumas limitacdes, tais como

um tempo de vida util limitado em cultura seriada e instabilidade gendmica em passagens



tardias. Como tal, varios estudos utilizam células imortalizadas, como HGF hTERT
(imortalizados atraves da transfeccdo do gene da transcriptase reversa da telomerase humana),
que ndo apresentam estes problemas enquanto mantém as suas carateristicas bioldgicas,

fenotipicas e potencial replicativo. ¢

Apesar da limitagOes dos estudos in vitro, visto ndo permitirem uma extrapolacao direta
de resultados para a préatica clinica, estes sdo essenciais visto constituirem muitas vezes o
primeiro passo para a validagéo bioldgica de dispositivos médicos, prévia a estudos in vivo pré-

clinicos que permitem a validagdo de novos materiais e técnicas, em estudos animais. 2



OBJETIVOS

E reconhecida atualmente a necessidade de otimizar as superficies implantares em
contacto com os tecidos moles de forma a garantir um bom selamento dos mesmos. Tendo em
conta as vantagens que a Zirconia como material e as técnicas mais atuais de texturizacao por
laser ttm vindo a apresentar na literatura, surgiu esta dissertacéo, que tem como objetivo avaliar
0 comportamento de fibroblastos em superficies Zirconia texturizadas por laser com um padréo
semelhante ao obtido no jateamento e ataque &cido, mas tendo em conta as vantagens inerentes

da utilizag&o do laser.

Com este objetivo e no @mbito de uma colaboracdo entre a Faculdade de Medicina
Dentéria da Universidade de Lisboa e a Unidade de Investigacdo em Microssistemas
Eletromecanicos (Center for MicroElectroMechanics Systems - CMEMS) da Universidade do
Minho, foram desenvolvidas amostras recorrendo a utilizacdo de laser Nd:YAG para
texturizacdo de Zirconia, com criacdo de micro e nanotopografia, procurando mimetizar a

obtida através de jateamento e ataque acido.

De forma a cumprir este objetivo, definiu-se o seguinte objetivo especifico e as suas
hipéteses:

Avaliar a influéncia da utilizacdo de diferentes técnicas de texturizacdo de Zircénia

(laser ou jateamento e ataque acido) no comportamento celular.

HO: A texturizacdo por laser ndo influencia o comportamento celular in vitro de

fibroblastos humanos.

H1: A texturizagdo por laser influencia o comportamento celular in vitro de

fibroblastos humanos.
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MATERIAIS E METODOS
1. Producdo e caraterizacdo das amostras

As amostras utilizadas durante o trabalho foram obtidas numa parceria com a
Universidade do Minho, tendo as mesmas sido desenvolvidas, produzidas e caracterizadas
qguanto as suas caracteristicas fisicas e mecanicas na Unidade de Investigagdo em
Microssistemas Eletromecanicos da Universidade do Minho (CMEMS). Todos os passos de
caracterizagdo bioldgica descritos foram realizados no Laboratério de Cultura Celular da
Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade de Lisboa (FMDUL).

Foram obtidos discos de Zirconia (ZrO2) a partir do p6 de 3Y-TZP prensado a frio
(Tosoh Corporation®, Amesterddo, Holanda), obtendo um total de 48 discos com um diametro

de 10 mm e 2,5 mm de altura, antes da sinterizacao.

Ap0s a sua producdo, os discos de Zirconia foram distribuidos aleatoriamente pelos
grupos descritos na Tabela 1, sendo que 12 foram deixados sem tratamento (Grupo A), 12 foram
tratados com jateamento e ataque acido (Grupo B), servindo como controlo, e os restantes foram

maquinados por laser com duas texturas distintas (Grupos C e D).

Tabela 1 — Descricdo das amostras utilizadas, sendo que D corresponde a distancia entre passagens em um utilizada e o P
corresponde ao nimero de passagens.

Designacgao N Tipo de Tratamento de Superficie
Grupo A 12 Amostras Zr sem tratamento
Grupo B 12 Amostras Zr jateamento e ataque acido
Grupo C 12 Amostras Zr D10 P10
Grupo D 12 Amostras Zr D20 P1

Para a texturizagdo por laser foi utilizado um laser Nd:YAG (OEM Plus, Sisma®,
Vicenza, Italia) com 0,06 W de poténcia, um feixe de saida com comprimento de onda de 1064
pm, didmetro de 3 um, frequéncia de 20 kHz, 0.3 mJ/pulso de energia méxima e 128 mm/s de
velocidade de digitalizacéo, sob ar atmosférico e a pressao atmosférica normal. As texturas em
forma de grelha foram desenhadas num programa de desenho assistido por computador, tal
como esquematizado na Figura 1. O desenho e os parametros pretendidos para a producdo de
texturas foram controlados a partir de um programa de computador (Sisma Laser Controller,

SLC), sendo realizados nos compactos de Zirconia antes da sua sinterizagéo.

11



Grupo C Grupo D

/

/ /

k' o /l (\ <
N

\\ // N P

2mmI

A
<«

N
\_,//

v

9 mm

Figura 1 — Esquema ilustrativo das amostras produzidas e do padrdo de laser realizado para a texturizacdo das amostras de
Laser: grelha obtida através da passagem de feixes de Laser a distancias de 10 pm (Grupo C) e 20pum (Grupo D).

As amostras do Grupo B foram submetidas a jateamento e ataque acido apds
sinterizacdo através da projecdo de particulas esféricas de alumina (Al20z) de 250 um, a
aproximadamente 12 cm de distancia e com uma direcdo perpendicular a superficie (angulo de
impacto de 90°) a pressao constante de 6 bar, durante 30 segundos. Seguidamente foram limpas
num banho de &lcool isopropilico durante 5 minutos e imersas em &cido fluoridrico (HF 48%)
durante 30 minutos a temperatura ambiente, e novamente limpas segundo o mesmo protocolo

ja referido.

As amostras foram sinterizadas utilizando um forno de elevadas temperaturas
(Zirkonofen 700, Zirkonzahn, Italy), a uma temperatura de 1500 °C, uma taxa de
arrefecimento/aquecimento de 8 °C/min e 2h de tempo de espera, de acordo com as instrucoes

do fornecedor (Tosoh Corporation, Japan).

Apos a sinterizacdo obtiveram-se amostras com 9 mm de didmetro e 2 mm de altura.
Todas as amostras foram limpas em banho ultrassonico de alcool isopropilico durante 10
minutos seguido de agua destilada durante o0 mesmo tempo de forma a eliminar quaisquer

residuos ou contaminagdo superficial.
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Seguidamente, as amostras texturizadas com laser foram avaliadas quanto a sua
rugosidade (Ra) através de perfilometria de contacto (Surftest SJ 210, Mitutoyo, Tokyo, Japan,
equipado com uma sonda de toque com uma agulha de diamante de 2 pum de e inclinacéo de
60°) e observadas por Microscopia Eletronica de Varrimento (Field Emission Gun Scanning
Electron Microscopy , FEG-SEM, JSM-6010 LV, JEOL Ltd., Japdo) a ampliacGes de 120x,
500x e 5000x.

As amostras foram devidamente acondicionadas e enviadas para o Laboratorio de

Cultura Celular da FMDUL onde foram realizados todos os passos da carateriza¢do bioldgica.
2. Culturas Celulares

De forma a mimetizar as condigdes in vivo, foi utilizada uma linhagem celular humana
primaria imortalizada, os Fibroblastos Gengivais Humanos (HGF-hTERT, ABM® Canada),
numa quarta passagem de cultura (permitindo prever uma manutencdo do comportamento
destas linhagens celulares). Tratando-se de culturas celulares, toda a manipulagéo foi realizada
de acordo com a técnica asséptica de manipulacdo recorrendo a camara de fluxo laminar

(Biobase®, Jinan, China).

As celulas, congeladas em azoto na fase liquida num crioconservador Arpege 70 (Air
Liquide®, Franca), foram descongeladas e semeadas em frascos cultura (VWR™, Radnor,
Pensilvania, EUA) de 75cm® em meio de cultura composto por uma mistura de DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium - Lonza®, Suica), 10% de Soro Bovino Fetal (Biowest®,
Franca) e 1% Penicilina com streptomicina (G255 Applied Biological Materials Inc.,Richmond,
BC, Canada). As células foram seguidamente cultivadas numa incubadora adaptada
(Memmert®, Schwabach, Alemanha) em condi¢bes ambientais controladas: 5% Didxido de
Carbono (COy), humidade 98% e uma temperatura de 37°C. O meio da cultura de cada frasco

foi trocado apds 1 dia de cultura e durante a fase de multiplicacéo e crescimento a cada 2 dias.

Quando as células atingiram uma confluéncia aproximada de 80% (aproximadamente 1
semana), procedeu-se ao destacamento enzimatico destas células da superficie de crescimento,
utilizando Tripsina-EDTA (Lonza™, Basileia, Suica) durante 5-10 minutos até haver
destacamento de todas as celulas no frasco. Determinou-se 0 numero de células viaveis com
recurso a coloragdo de células mortas por Trypan-Blue (AMRESCO®, Solon, Ohio, EUA) e a
uma cdmara Neubauer (Laboroptik Ltd., Reino Unido), num microscépio invertido de contraste
de fase (Olympus CK2), permitindo obter a quantidade de células necessarias para cada ensaio,

garantindo uma densidade de 1x10* células em 500ul de meio de cultura por poco.
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As amostras foram previamente identificadas na sua base com o grupo a que pertencem,
descontaminadas (banho ultrassonico em etanol 70% durante 30 minutos seguido de novo
banho ultrassonico de 30 minutos em agua destilada e desionizada) e esterilizadas. Antes de
proceder ao destacamento enzimatico das células, as amostras foram distribuidas por placas de
cultura de 48 pocos (Corning Inc®, Corning, Nova lorque, EUA), com um N=4 para cada grupo
por ensaio, e incubadas com meio de cultura apropriado a cultura celular durante 1 hora. Apds

esse tempo, 0 meio de cultura foi aspirado e foi semeada a densidade referida anteriormente.
2.1 Viabilidade celular e Ensaio de proliferacéo

A viabilidade celular e proliferacdo foram avaliadas para cada amostra em trés ensaios
separados e nas mesmas condicBes experimentais ja referidas (n=4 amostras de cada grupo por
cada ensaio), usando um ensaio de viabilidade baseado na reducgéo de rezasurina em resasorfina,
com o reagente Cell-TiterBlue® (Promega®, Madison, EUA) e de acordo com o protocolo do

fabricante.

A taxa de conversdo do corante azul ndo-fluorescente (possivel apenas em mitocondrias
de células viaveis) foi determinada como intensidade de fluorescéncia em unidades de
fluorescéncia arbitrarias (UA) depois de 1, 3 e 7 dias de cultura, em trés ensaios distintos de

forma a prevenir e identificar discrepancias na técnica.

A intensidade de fluorescéncia foi detetada a comprimentos de onda de excitacao
530/30nm e emissdo de 595/10nm usando um leitor multimodo de microplacas (VICTOR
NivoTM HH3500, PerkinElmer®, Pontyclun, Reino Unido).

2.2 Quantificagdo IL-1f por método de ELISA

A quantidade de interleucina 1B (IL-1p) presente no sobrenadante das culturas celulares
dos fibroblastos as 24 e 72 horas de cultura foi medido utilizando o kit Human IL-1 beta/IL-
1F2 DuoSet ELISA (R&D Systems Inc, Minneapolis, Minnesota, EUA), segundo as instrucoes

do fabricante.

A densidade otica (absorvancia) dos valores padrdo e das amostras foi medida
recorrendo a um leitor multimodo de microplacas (VICTOR NivoTM HH3500, PerkinElmer®,
Pontyclun, UK) aos comprimentos de onda 450nm e 540nm e foram subtraidos os valores
obtidos com o comprimento de onda de 540nm aos de 450nm de forma a minimizar

imperfei¢Oes Oticas na leitura da placa.
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Os resultados da concentracdo de IL-1p foram obtidos em pg/mL através da fungdo da
regressao linear dos valores de absorvancia registados para a reta de calibragéo.

2.3 Quantificacéo IL-6 por método de ELISA

A quantidade de interleucina 6 (IL-6) presente no sobrenadante das culturas celulares
dos fibroblastos as 24 e 72 horas de cultura foi medido utilizando o kit Human IL-6 DuoSet
ELISA (R&D Systems Inc, Minneapolis, Minnesota, EUA), segundo as instru¢des do
fabricante.

A densidade otica (absorvancia) dos valores padrdo e das amostras foi medida
recorrendo a um leitor multimodo de microplacas (VICTOR NivoTM HH3500, PerkinElmer®,
Pontyclun, UK) aos comprimentos de onda 450nm e 540nm e foram subtraidos os valores
obtidos com o comprimento de onda de 540nm aos de 450nm de forma a minimizar

imperfeicdes Oticas na leitura da placa.

Os resultados da concentracdo de IL-6 foram obtidos em pg/mL através da funcdo da

regressao linear dos valores de absorvancia registados para a reta de calibracéo.
3. Microscopia eletrénica de varrimento (FEG-SEM) e Microscopia de fluorescéncia

As amostras cultivadas anteriormente foram descontaminadas, esterilizadas, e
novamente semeadas com fibroblastos, cultivados nas mesmas condi¢Ges anteriormente
referidas, sendo que foram fixadas para observacdo em microscopia de fluorescéncia e
microscopia eletronica de varrimento (FEG-SEM) as 24 horas e 3 dias, 2 amostras de cada

grupo e para cada tempo para cada uma das técnicas.
3.1 Microscopia de fluorescéncia

As amostras foram entéo lavadas com tampé&o fosfato-salino — PBS (VWR™, Radnor,
Pensilvania, EUA), fixadas, recorrendo a uma solucédo de Formaldeido 4% em PBS (PanReac
Applichem, ITW Reagents Division, cod. 252931.1214) durante 10 minutos, permeabilizadas
com 0,10% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) durante 5
minutos e realizada a coloragdo dos citoplasmas, recorrendo a Faloidina (Phalloidin FITC
Reagent - ab235137) e os nucleo celulares, recorrendo lodeto de Propideo (Sigma-Aldrich,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany, P4864-10ML), ambos segundo instrucdes dos fabricantes.

Posteriormente, as amostras foram montadas sobre laminas e observadas no

microscopio de fluorescéncia (Olympus -BX50, filtros: EX/Em = 493/517nm WIB — Faloidina;
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EX/Em =535/617nm WG - lodeto de Propideo). Foram ainda obtidas imagens de sobreposicdo
a uma ampliacdo de 10x utilizando a cdmara acoplada ao microscopio (Leica DFC3000 G) e o

programa da mesma para computador (LAS X 3.6.0.20104, Leica Microsystems, USA).

Dois investigadores calibrados avaliaram a morfologia celular e distribui¢do através das
imagens obtidas.

3.2 Microscopia eletronica de varrimento (FEG-SEM)

Apos lavagem com tamp#o fosfato-salino — PBS (VWR™, Radnor, Pensilvénia, EUA),
as amostras foram fixadas, recorrendo a uma solucéo de 2,5% (v/v) Glutaraldeido (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, Inglaterra) durante 1 hora e desidratadas utilizando solugdes
aquosas de etanol (LaborSpirit Lda, Loures, Portugal) de concentracgdo crescente (20% a 100%
(v/v), com intervalos de 10%), durante 30 min para cada uma e deixadas secar totalmente apos
aspiracdo do ultimo alcool na cdmara de fluxo laminar ligada. As amostras foram seladas dentro
da placa em que se encontravam e armazenadas a 4°C até serem enviadas para a visualizagdo
em FEG-SEM.

No dia da observacao, as amostras foram cobertas por um filme ultrafino (15 nm) de
Ouro-Paladio (Au-Pd) com 80-20% (massa), utilizando um aplicador de pulverizagdo catodica
de elevada resolucdo (208HR Cressington Company, Watford, Reino Unido), acoplado a um
controlador de espessura de elevada resolucdo (MTM-20 Cressington). As amostras foram

observadas sob (FEG-SEM) com uma voltagem de aceleracdo de 10kV com varias ampliacdes.

Dois investigadores calibrados avaliaram a morfologia celular, distribuicdo e

estabelecimento de contacto precoce com o0s materiais através das imagens obtidas.
4. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando os programas: Mircosoft® Excel® para
Microsoft 365 MSO versdo 2009 (Microsoft®, Washington, EUA), IBM SPSS Statistics 26.0
para Windows (SPSS, Chicago, EUA) e GraphPad Prism 8 para Windows (GraphPad Software,
Inc. San Diego CA, EUA).

A confirmacéo da distribuicdo normal das amostras foi realizada para 0s varios grupos
através dos testes Shapiro-Wilk e Kolgromov-Smirnov. A comparagdo entre grupos para
viabilidade celular, IL-6 e IL-1RB foi realizada com base na analise da variancia em 1 sentido

(One-way ANOVA) e a analise da variancia em 2 sentidos de medidas repetidas com
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recorréncia (Two-way repeated measures ANOVA), com recurso a testes post-hoc de Tukey’s
para identificar diferencas estatisticamente significativas entre grupos. O nivel de significancia
foi definido como p<0.05 e todos os resultados foram apresentados como uma média * desvio
padréo (DP).

4.1 Calculo da dimensao amostral e poder estatistico

A dimensdo da amostra foi estimada para cada um dos grupos com base numa taxa de
erro tipo I (a)) de 0.05 e de poder estatistico de 0.80 (83).

Foi determinado través de um simulador para calculo do poder estatistico (G*Power
3.1.9.7 para Windows, Dusseldorf, Alemanha) e acordo com resultados preliminares obtidos
em estudos semelhantes ©2 do foi determinado um N=12 para cada grupo como necessario para

detetar uma dimenséo de efeito de 1,4 tendo em conta o poder estatistico definido (0,80).
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RESULTADOS
1. Propriedades Fisicas das Superficies

O aspeto final das amostras de cada grupo foi observado através de FEG-SEM apds a
texturizacao e sinterizacdo, permitindo a observacao das superficies. E observavel em todas as
amostras a presenca de textura & nanoescala, no entanto o seu aspeto varia consideravelmente
consoante o tipo de tratamento utilizado. No Grupo A, é visivel a formacéo de uma superficie
homogénea, com os grdos de Zirconia (com dimensdes a hanoescala) expostos e identificaveis.
No Grupo B a superficie € muito mais irregular, sendo visivel a degradacéo que houve dos gréos
de Zircénia superficiais. No Grupo C observa-se a presenca de uma superficie irregular, com
picos e vales pouco definidos, e observa-se que ha manutencdo dos granulos de Zirconia
visiveis. No Grupo D, a semelhanca do C, mantém-se os granulos de Zirconia visiveis, sendo a
superficie formada irregular, mas com zonas que mantiveram a aparéncia homogénea

semelhante a presente no Grupo A, intercaladas com zonas de depressao.

Grupo C Grupo B Grupo A

Grupo D

Figura 2 - Imagens de FEG-SEM das superficies das amostras dos varios grupos ap0s o tratamento da superficie e
sinterizacdo com uma ampliacéo de 120x, 500x e 1000x.
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Os valores de rugosidade — Ra (um) foram medidos por perfilometria de contacto para
as amostras de preparacdo com Laser (Grupos C e D, N=2 por grupo) e apresentados como uma
média e um desvio padréo (DP), tal como apresentado na tabela 2. Os valores de rugosidade
para 0s Grupos A e B foram anteriormente obtidos e publicados num estudo realizado pelos

colaboradores da UMinho que produziram as amostras utilizadas no presente estudo.®%

Foram obtidos para os Grupos C e D valores de Ra correspondentes a uma rugosidade

intermédia de acordo com a classificacdo de Wenneberg et.al.??

Tabela 3 - Valores de rugosidade-Ra (um) das superficies das amostras de cada grupo, apresentados como média e desvio
padréo. Valores dos Grupos A e B retirados de Faria et al.®® Sendo D a distancia em pm entre as linhas de grelha e P o

numero de passagens

DESIGNACAO (GRUPO) MEDIA DA R, (um) DESVIO PADRAO (DP)
(40)
ETUED 0.14 0.03
Sem tratamento
(40)
Grupo B™ - 2,01 0.07
Jateamento e ataque acido
Grupo C
Laser D10P10 Lok Ul
Grupo D 1.609 0.158

Laser D20P1
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2. Culturas e Comportamento Celular
2.1 Viabilidade

De acordo com os resultados obtidos para a viabilidade celular nos 3 ensaios, observou-
se um aumento da viabilidade ao longo do tempo para todos os grupos. Apenas se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as médias do Grupo C (laser D10 P10) e o Grupo
B (jateamento e ataque acido) aos 1 e 7 dias de cultura de acordo com o one-way ANOVA com
teste post-hoc de Tukey (p<0,05). Aos 3 dias de cultura ndo existiram diferencgas
estatisticamente significativas entre os grupos em estudo (p>0,05).

Ao realizar o teste two-way ANOVA de medidas repetidas com teste post-hoc de Tukey
verificou-se que o Grupo C, apresenta uma progresséao da viabilidade*tempo significativamente
superior aos Grupos A e B (p<0,05).

Viabilidade Celular Grupo A - Sem tratamento

]

?;':; 3%109- = Grupo B - Jateamento e ataque acido
= ] B Grupo C - Laser D10 P10
= ] — [ Grupo D - Laser D20 P1
(]
@ 2x10° 1 1 Em Controlo sem amostra
o A *
= 1 &/
p ]
© 1)(109—.
qJ -
©
< J
i) ]
[72]
2 ]
£ o =i 1N
=

1 dia 3 dias 7 dias

Tempo

Grafico 1 - Resultados de viabilidade celular como média +/- desvio padrao em unidades arbitrarias de intensidade de
fluorescéncia (UA) dos Grupos A (Sem tratamento), B (Jateamento e ataque acido), C (laser D10 P10), D (laser D20 P1) e
controlo positivo (incluido meramente para validagéo das condi¢Ges experimentais) aos 1, 3 e 7 dias de cultura (n=12). As

barras de erro representam o desvio padréo e um one-way ANOVA com teste post-hoc de Tukey foi utilizado para a

comparacao entre grupos. Significancia estatistica apresentada: *P<0.05.
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2.2 Interleucina 18 e Interleucina 6

Nédo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre grupos em
nenhuma das interleucinas para nenhum dos tempos (p>0,05). A IL-6 apresentou uma reducao
dos valores de concentracdo ao longo do tempo para todos os grupos (p<0,05). A IL-1B
apresentou valores de concentragdo muito baixos para todos os grupos, em todos os tempos, e

sem diferencas estatisticamente significativas nas variacdes das concentracfes ao longo do

tempo (p>0,05).
IL-6 El Grupo A - Sem tratamento
300 1 Grupo B - Jateamento e ataque acido
= 1 l = Grupo C - Laser D10 P10
IS I 3 Grupo D - Laser D20 P1
© i
1 200 Em Controlo sem amostra
8 ]
O -
lg i
£ 1004
C -
2 i
= .
o
O -
0_
1dia 3 dias
Tempo
IL-1p Bl Grupo A - Sem tratamento
15 @@ Grupo B - Jateamento e ataque acido
E ] B Grupo C - Laser D10 P10
S 1
S 1 Grupo D - Laser D20 P1
3 10-_ Bl Controlo sem amostra
[<5] -
¢ 11 |
Q
(T -
& 5- l T
E -
8 -
e
8 -
0_
1 dia 3 dias
Tempo

Grafico 2 e 3- Média obtida da concentracéo de Interleucina 6 e 18, em pg/mL, na cultura de fibroblastos em todos dos
Grupos A (Sem tratamento), B (Jateamento e ataque acido), C (laser D10 P10), D (laser D20 P1) e controlo positivo
(incluido meramente para validacéo das condigdes experimentais) aos 1, 3 e 7 dias de cultura (n=12). As barras de erro
representam o desvio padrédo e um one-way ANOVA com teste post-hoc de Tukey foi utilizado para a comparacgao entre
grupos. Significancia estatistica apresentada: *P<0.05.
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2.3 Morfologia Celular — Fluorescéncia

As imagens obtidas através de fluorescéncia (Figura 4) demonstram a presenca de
células aderidas em todas as amostras. Observa-se a presenca de prolongamentos do corpo
celular para a superficie da amostra em todos 0s grupos e a presencga de maior nimero aparente

de células nas amostras dos Grupos C e D (tratadas com laser).

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

24 horas

3 dias

Figura 3 — Imagens de microscopia de fluorescéncia. obtidas de amostras fixadas as 24 horas e 3 dias para
cada um dos grupos. Coloracgéo dos citoplasmas, recorrendo a Faloidina ( filtro EX/Em = 493/517nm WIB) € 0sS
nlcleo celulares, recorrendo lodeto de Propideo (EX/Em = 535/617nm WG). Ampliacao 400x.

2.4 Morfologia Celular (SEM)

Foram obtidas as imagens de FEG-SEM das amostras dos fibroblastos apds 24 horas e
3 dias de cultura (Figura 5) com diferentes ampliacdes. Observa-se a presenca de células

aderidas em todos os grupos apos 1 e 3 dias de cultura.

Os corpos celulares apresentam uma morfologia com um fendtipo tipico de fibroblastos
em todos 0s grupos e ndo existe sobreposicdo de camadas de células. As células cultivadas por
3 dias apresentam-se em quantidades visivelmente superiores e encontram-se mais espalhadas
e alongadas do que as de 1 dia para todos 0s grupos, o que é compativel com os dados da

viabilidade apresentados.

As células do Grupo A, apresentam-se com uma morfologia achatada, esticada e com
numerosas extensdes celulares, encontrando-se visivelmente mais proximas da superficie do
gue as células das outras amostras. No Grupo B existe uma menor quantidade de células
aderidas em ambos os tempos, quando comparadas com as dos outros grupos e os fibroblastos
presentes, aparentam estar elevados em relacéo a superficie, evidenciando uma menor adesao.

Nas amostras do Grupo C, observa-se que a adesao dos prolongamentos celulares tipo filipddias
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ocorre entre os nddulos de Zircdnia, ndo havendo adesédo as zonas de depressdes. Nas amostras

do Grupo D observa-se as células bem esticadas e aderidas de forma alinhada sobre a superficie.

Foi ainda possivel observar que os prolongamentos celulares aderem a texturas a
nanoescala.

24h

Grupo A

3 dias

24h

Grupo B

3 dias
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24h

Grupo C

3 dias

4204, = A00pi —

24h

Grupo D

3 dias

Figura 4 - Imagens de SEM com fibroblastos cultivados nas superficies das amostras de todos os grupos em
estudo ao 1 dia e 3 dias de cultura com ampliacéo de 120x, 500x e 5000x.
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DISCUSSAO

Esta dissertacdo teve como objetivo avaliar o comportamento de fibroblastos em
superficies de Y-TZP texturizadas por laser Nd:YAG com padrdo semelhante ao obtido através
de jateamento e ataque &cido, e comparé-lo com o obtido em superficies tratadas com

jateamento e ataque &cido segundo o método convencional.

A Zirconia tem vindo a ser utilizada de forma crescente para o fabrico de pilares
implantares dadas as suas vantagens, tais como elevadas carateristicas estéticas, menor
desenvolvimento de biofilme e bons resultados do comportamento celular, tanto em
fibroblastos como em osteoblastos, apresentando inclusivamente melhores resultados do que o
Titanio em varios estudos. ?>?7:3353) Razdes pelas quais tem vindo a ser cada vez mais

considerada uma opc¢éo viavel para o fabrico dos componentes de implantes.

A modificacdo da superficie dos materiais do pilar parece influenciar a relacdo entre o
pilar do implante e os tecidos moles, como tal tém vindo a ser realizados varios estudos de
forma a avaliar varias metodologias de preparacdo de superficies que permitam otimizar a

qualidade do selamento do tecido conjuntivo em torno do implante.:?2)

A técnica de jateamento e ataque acido é considerada atualmente o gold standard para
a texturizacdo de implantes dentérios pelas suas Otimas carateristicas para a osteointegracéo.
(9 para as células dos tecidos moles, este tipo de preparacao de superficie apresenta resultados
menos favoraveis na literatura ®, no entanto a possibilidade de identificar uma técnica de
tratamento de superficie que seja simultaneamente favoravel para as células dos tecidos moles
e duros simplificaria o fabrico de implantes e potencialmente diminuiria a ocorréncia de erros

neste processo.

Através da texturizacao por laser com diferentes parametros originaram-se superficies
com carateristicas diferentes, mas todas com uma rugosidade intermédia, com topografia a
micro e nanoescala visivel nas imagens de FEG-SEM e manutencao dos cristais de Zirconia
integros e com uma morfologia globular nanométrica caracteristica. Nas superficies obtidas por
jateamento e ataque &cido, deixou de ser possivel observar este tipo de estruturas, apresentando
ao invés uma textura irregular e acidentada. Todas as amostras foram produzidas recorrendo a
uma técnica de producéo e técnicas de texturizacdo protocoladas e validadas anteriormente e

avaliadas quanto as suas carateristicas fisicas.“"
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Segundo a literatura disponivel atualmente, as superficies ideais para a adesdo de
fibroblastos tém uma rugosidade compreendida entre 0,08 e1 um @9, pelo que de acordo com
0s resultados de Ra obtidos, apenas as amostras do Grupo A parecem dentro do intervalo

considerado ideal, sendo que as restantes amostras apresentam um valor superior ao mesmo.

A avaliacéo do comportamento celular foi realizada de acordo com técnicas e protocolos
previamente estudados e validados. “>%2-54) Quanto & viabilidade celular, observaram-se valores
inferiores para as amostras tratadas com jateamento e ataque acido (Grupo B) em todos 0s
tempos, no entanto estes resultados apenas foram estatisticamente significativos quando
comparados com os do Grupo C, correspondente ao tratamento com Laser com uma distancia

entre linhas do padrdo em grelha de 10um e 10 passagens, as 24 horas e aos 7 dias.

O resultado menos favoravel de superficies tratadas com jateamento e ataque acido
(Grupo B) na viabilidade de fibroblastos apresentado neste estudo confirma os resultados
obtidos noutros estudos ja publicados. ?® Num estudo realizado por Cho et al. ® onde se
comparou a resposta de fibroblastos em superficies lisas (polidas) e rugosas (jateadas),
observou-se um pior comportamento celular dos fibroblastos nas superficies tratadas através de
jateamento. Noutro estudo®, superficies de Ti-Zr maquinadas tratadas com ataque acido

também parecem apresentar resultados negativos na viabilidade e proliferacéo de fibroblastos.

A rugosidade descrita como a “ideal” ©% para a adeséo e proliferacio dos fibroblastos
nas amostras do Grupo A (sem tratamento) ndo se traduziu em melhores resultados de
viabilidade celular face ao tratamento com laser do Grupo C neste estudo. No entanto este
resultado favoravel obtido para o tratamento de superficies por laser tem vindo a ser
comprovado por outros estudos na literatura. ?? Num outro estudo in vitro realizado por
Esfahanizadeh et al. *®, observaram-se melhores resultados para superficies tratadas por Laser-
Lok (com uma rugosidade de 1,33um) quando comparados com discos de ZircOnia sem este
tratamento, sendo esta melhoria justificada pela presenca de microestruturas de superficie com
uma nano-morfologia repetitiva que permite maximizar a area de contacto das células e das
microfibrilhas de colagénio, relagdo referida também noutros estudos. ©%5) Este
comportamento pode ainda ser devido a manutencao dessa mesma topografia a nanoescala que
a superficie das amostras do Grupo C pareceu proporcionar melhores resultados de viabilidade
no presente estudo. Assim, os resultados obtidos sugerem que as condicGes de superficie criadas
pelo laser parecem ser mais relevantes do que a rugosidade no comportamento celular de

fibroblastos.
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Quanto as interleucinas, tanto a IL-6 como a IL-1 s&o interleucinas inflamatoérias com
um papel importante durante o processo da cicatrizagdo 8%, sendo que a IL-6 promove a
diferenciacéo de linfocitos B, o crescimento de linfécitos T, inibe o crescimento de fibroblastos
e melhora a expressdo de antigénio MHC classe |, encontrando-se associada na literatura aos
eventos moleculares associados a doenca periodontal ©; a IL-1B é um potente estimulante de
reabsorcdo Ossea, induz a producdo de IL-6 e estd associada, quando em quantidades

moderadas, a uma proliferacdo de fibroblastos favorecedora da cicatrizacgo. (869

N&o foram observadas, diferencas estatisticamente significativas na secrecdo destas
citocinas pelos fibroblastos no presente estudo. No caso da IL-6, foi observada de forma algo
homogénea a sua diminuicdo ao longo do tempo. Num estudo realizado por Gomez-Florit et al
(13) a producdo mantida de IL-6 é sugestiva de uma auséncia de uma situacéo pro-inflamatoria,
como tal e tendo em conta a funcdo desta interleucina, é possivel especular que o contacto dos
fibroblastos gengivais com as superficies de Zircdnia estudadas no presente estudo promove
uma reducdo da resposta inflamatoria ao longo do tempo, independentemente do tratamento de
superficie utilizado. ©°%) No caso da IL-1p os valores registados foram muito baixos para
ambos os tempos. Como tal é expectavel a ocorréncia dos efeitos reconhecidos para esta
interleucina 8¢9 no entanto pela sua concentragdo ser reduzida, é expectavel que estes
ocorram de forma controlada e favoravel a cicatrizacdo. Os resultados deste estudo permitem
entdo concluir que ndo parece haver uma producao significativamente superior de interleucinas
inflamatorias para nenhum dos tratamentos de superficie testados, sendo os seus valores e a sua

evolucdo ao longo do tempo sugestivos de uma auséncia de situacéo pro-inflamatoria.

Na observacdo em FEG-SEM e microscopia de fluorescéncia, as amostras dos Grupos
C e D apresentam um namero de células aparentemente superior as presentes nos restantes
grupos, correspondendo aproximadamente as proporcfes observadas nos resultados de
viabilidade celular obtidos. Nas imagens de FEG-SEM observou-se que as amostras do Grupo
B apresentavam-se pouco aderidas a superficie. Na microscopia de fluorescéncia, foi observado
um descolamento de células da superficie em todas as amostras apos a sua fixacao e coloragéo,
no entanto esta ocorréncia foi mais significativa nas amostras do Grupo B. Estas observacoes
sugerem que as células formam uma adesdo menos forte a superficie das amostras tratadas com
jateamento e ataque &cido. No estudo de Esfahanizadeh et al. “® a texturizagdo por laser
demonstrou uma superior expressao de integrina, proteina responsavel pela adeséo, o que pode

justificar a boa adeséo observavel nos grupos texturizados por laser.
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Para responder aos objetivos propostos, foram definidos os grupos em estudo
previamente. No entanto, devido a dificuldades no fabrico, ndo foi possivel incluir todos os
grupos de controlo planeados, nomeadamente: Titanio sem tratamento, Titdnio maquinado
(material mais utilizado e estudado para o fabrico de pilares de implantes) ?? e a Zirconia
maquinada. Esta constitui uma limitagdo consideravel do estudo, visto que limita a
possibilidade de comparagfes com outros estudos. Outra limitagdo foi o facto de néo ter sido
feita uma avaliacdo da molhabilidade das amostras, fator referido como importante para o
comportamento e ades&o celular.t3D Além disso, apesar de ser visivel nas imagens de FEG-
SEM, ndo foi possivel detetar empiricamente a nanotopografia presente nas amostras de laser.
Isto deveu-se ao facto da ponta utilizada no perfilémetro de contacto utilizado ter 2 um, ndo
possuindo sensibilidade suficiente. A quantificacdo desta nano-rugosidade seria importante de

forma a definir melhor o seu efeito e influéncia no comportamento celular.

Dado ao nimero reduzido de amostras fabricadas, a observacdo em FEG-SEM e
microscopia de fluorescéncia foi realizada em amostras ja utilizadas nos ensaios de viabilidade
(apds desproteinizacdo, descontaminacdo e esterilizacdo). Isto podera ter influenciado as
imagens obtidas devido a potencial contaminacdo das amostras com remanescentes de matriz
organica produzidas no ensaio anterior. Seria ideal a producdo de mais amostras de forma a

permitir a utilizacdo de amostras com 0 mesmo ponto de partida em todos 0s casos.

Estudos futuros deverao procurar verificar outros fatores relevantes para a avaliagdo dos
tecidos moles como a producdo de colagénio tipo | e expressdo de proteinas relacionadas com
a adesdo, avaliar a proliferacdo de células epiteliais nestas superficies e estudos
microbioldgicos, idealmente até em modelos de cultura tridimensionais, que permitam analisar
a interacdo entre todos os fatores envolvidos na integracdo dos tecidos moles e aproximar do

comportamento in vivo ®V, permitindo validar este tipo de tratamento de superficie na Zirconia.

Além da realizagdo destes estudos in vitro é, sem davida também importante a
realizacdo de estudos in vivo, em sistemas biologicos mais complexos, de forma a comprovar a

existéncia de uma vantagem deste tipo de superficie e validar a sua aplicacdo clinica.

Apesar das suas limitagOes, este estudo vem a reforcar a existéncia de um futuro
promissor para a texturizacdo de superficies com laser. Além das suas capacidades biologicas
ja reconhecidas na texturizagéo de superficies través de um método subtrativo, o laser € uma
tecnologia em desenvolvimento e com um elevado potencial para criacdo de multiplos padrdes

com multiplas carateristicas e até para criacdo de outros tipos de superficies com carateristicas
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interessantes, como a funcionalizacdo de superficies através de métodos aditivos que permite,
por exemplo, juntar as suas carateristicas bioldgicas favoraveis, carateristicas anti-inflamatorias
e/ou antibacterianas. ¢2%4 Como tal, os resultados deste trabalho substanciam o interesse da
realizacéo de estudos subsequentes da aplicacdo da técnica de laser Nd:YAG para a otimizacéo
de superficies baseadas em zircdnia nas suas multiplas potencialidades, nomeadamente o
desenvolvimento de padrdes, texturas e técnicas através de métodos subtrativos, como o aqui

utilizado, ou até aditivos, com o objetivo de maximizar a resposta dos tecidos moles.
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CONCLUSAO

Dentro das limitacdes deste estudo, foi possivel concluir que as superficies implantares
de Zirconia texturizadas por laser Nd:YAG, resultando em textura semelhante a obtida no
jateamento e ataque 4&cido, parecem beneficiar o comportamento de fibroblastos

comparativamente a superficies tratadas com jateamento e ataque &cido.

A texturizagdo por laser com padrdo em grelha, o que resulta numa padronizagéo
semelhante ao jateamento e ataque acido, parece entdo ser um tratamento promissor para a
superficie de pilares de Zirconia, sendo importante continuar a testar este e outros padrdes e
métodos de texturizacdo por laser recorrendo a mais estudos in vitro e in vivo de forma a
confirmar a existéncia de vantagens biol6gicas na utilizacdo desta técnica além das que ja sdo

conhecidas.
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ANEXOS

Imagens de FEG-SEM das superficies de todos os grupos testados (A — sem tratamento;
B - jateamento e ataque acido; C - laser D10 P10; D — laser D20 P1), com amplia¢des de 120x,
500x e 5000x.
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