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Cultura de células na Implantologia Oral:
revisdo da literatura

Cells culture in Oral Implantology: review of literature

RESUMO

Diversos estudos se concentram na pesquisa de biomateriais que permanegam implantados no corpo humano
de maneira satisfatdria e por periodos mais longos. Consideravel progresso vem ocorrendo no conhecimento
dos mecanismos basicos da formacdo da interface entre o tecido dsseo e o biomaterial e o seu efeito na for-
magdo dssea. A cultura de células é um dos métodos empregados para estudar o comportamento celular e sua
interacdo com as superficies dos biomateriais no que se refere a toxicidade, adeséo, proliferacéo e funcdo. No
entanto, estes testes séo, em geral, estaticos e ndo conseguem reproduzir a dindmica e a biodiversidade que um
biomaterial fica sujeito quando inserido dentro de um organismo vivo. O objetivo do presente estudo foi realizar
uma revisdo de literatura sobre a cultura de células e sua relacdo com a Implantologia Oral.

Unitermos - Cultura de células; Osteoblastos; Biomateriais; Implante dentario.

ABSTRACT

Several studies have focused on the research of biomaterials that remain satisfactorily, long-term implanted in
the human body. Considerable progress has occurred on the understanding of basic mechanisms regarding bone
tissue-biomaterial interfaces, and your effect on bone formation as well. Cells culture is one of the methods used
to study the cellular component and its interaction with biomaterial surfaces related to toxicity, attachment,
proliferation, and function. However, these tests are usually static and cannot reproduce the dynamics and
biodiversity that a biomaterial is prone when inserted into a living organism. The purpose of this study was to
perform a literature review on the subject and their implications for oral implantology.
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Introducao

Os avancos alcancados na Medicina e Odontologia tém
possibilitado o desenvolvimento de técnicas e novos biomateriais
gue proporcionam uma melhor qualidade de vida. Paralelamente,
0 aumento da expectativa de vida tem demandado o projeto
de biomateriais para aplicacbes biomédicas que permanecam
implantados no corpo humano de maneira satisfatéria e por
periodos mais longos.

A pesquisa laboratorial na Odontologia abrange uma grande
variedade de areas e modelos, incluindo pesquisas com animais,
micro-organismos, materiais inorganicos, tecidos e células huma-
nas. Os temas variam desde a busca por uma vacina contra a cdrie
dental até o isolamento de células-tronco para a neoformacao
de tecidos mineralizados como 0ssos e dentes'.

Entretanto, existe um longo caminho entre o desenvolvi-
mento de um novo biomaterial ou técnica até a utilizacdo em
seres humanos. Para utilizacdo na clinica, ¢ mandatério que os
materiais e técnicas sejam testados in vitro e in vivo'.

A maior parte dos estudos in vitro relacionados a interacao
célula/biomaterial utiliza cultura de células osteoblasticas. A inte-
racao com o meio biolégico depende dos estimulos e disturbios
bioguimicos que o biomaterial induz e, ao mesmo tempo, como
esse material implantado responde quimica e fisicamente, ao
ambiente bioldgico?.

O objetivo do presente estudo foi realizar uma revisao da
literatura sobre a cultura de células e sua relacdo com a Implan-
tologia Oral.

Revisdo da Literatura

Cultura de células - metodologia
de cultivo e analises

A cultura de células é um dos métodos empregados para
estudar as células vivas e elucidar os mecanismos fundamentais
da biologia celular®.

O primeiro passo para obtencdo de uma cultura de células
é o isolamento das células de um Unico tipo, de um tecido que
contém uma mistura de células. Esse processo é iniciado com o
rompimento da matriz extracelular que mantém essas células
unidas, seguido de técnicas de dissociacdo e separacdo dos
diferentes tipos de células*.

Uma vez que uma populacao uniforme de células foi obtida,
ela pode ser utilizada diretamente para anélises bioquimicas ou
como material de inicio para cultura de células.

Dadas as condicdes apropriadas, a maioria das células
animais pode viver, multiplicar e mesmo expressar propriedades
diferenciadas em uma placa de cultura de tecidos. Diferentemente
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das bactérias, as células de um tecido sadio ndo estao adaptadas
para viver em suspensao e requerem uma superficie sélida para
crescer e se multiplicar®.

O meio de cultivo de tecidos é composto de aminoéacidos
essenciais, vitaminas, glicose, sais e proteinas (como insulina,
transferrina e fatores de crescimento, necessarios em meios
quimicamente definidos, livres de soro). Outras substancias
também utilizadas sdo os antibiéticos (usualmente, penicilina e
estreptomicina) que suprimem o crescimento de bactérias e o
vermelho de fenol que é um corante indicador de pH cuja cor é
monitorada para assegurar um pH neutro em torno de 7,4.

As culturas normalmente crescem em recipientes de plas-
tico ou vidro com uma superficie carregada negativamente que
permite a adesao das células. Os recipientes sdo geralmente
mantidos em uma incubadora a 37°C com 5% de CO, e 95%
de atmosfera Umida“.

No que diz respeito as células utilizadas nos cultivos, seria
adequado utilizar culturas primarias, ou seja, aquelas obtidas
diretamente dos tecidos de um organismo, pois estas sao as cé-
lulas com as quais os pilares vao interagir quando implantados?.
Por esta razdo, células de cdlvaria de ratos recém-nascidos e de
medula éssea de ratos e humanos (células-tronco mesenquimais
adultas ou pré-osteoblastos, precursores de osteoblastos en-
volvidos no reparo 6sseo) tém sido empregadas em estudos de
biocompatibilidade de varios biomateriais>®. No teste em cultura
de células é observado basicamente como células mantidas em
cultura interagem com as superficies.

Estes experimentos analisam o efeito do material sobre
as células, no que se refere a adesao, multiplicacao, funcéo e
toxicidade. Desta forma, dependendo do momento da andlise,
podem ser realizadas avaliacbes celulares qualitativas como a
andlise da morfologia celular, formacdes de fibras de tensao e
contatos focais e avaliacbes quantitativas, como a eficiéncia de
adesdo, o espraiamento celular, a proliferacéao, a diferenciacao, a
densidade de células ao longo da interface e a execucao de uma
funcao especifica como a formacao de depositos extracelulares
mineralizados. Com relacdo a toxicidade, hd uma variedade de
métodos de avaliacdo. No entanto, os materiais nao toxicos in vi-
tro ndo sao necessariamente biofuncionais, o que torna necessaria
a realizacdo de outros testes de caracterizagao biolégica®®.

Cultura de células em biomateriais

Implantes dentarios
Implantes dentais sdo confeccionados a partir do titanio
comercialmente puro devido a suas propriedades bioldgicas,
permitindo que ocorra o contato direto do tecido ésseo com a
sua superficie. Este material é biocompativel tanto in vitro quanto



in vivo, possui resisténcia a corrosdo, durabilidade, baixo peso e
pode ser preparado de diferentes formas e texturas'®'2,

A cultura de células proporciona acesso a informacoes
moleculares e celulares que estimulam as abordagens no campo
da Engenharia nanoestrutural para o desenho de implantes e
hipéteses significantes para serem testadas in vivo?.

Os eventos celulares que ocorrem na interface entre o
0ss0 e o implante sdo importantes para o entendimento da
osseointegracao. A resposta das células e tecidos na interface
com o implante é dependente das propriedades de superficie
como a composicao quimica, energia de superficie, topografia
e rugosidade do implante'>'4,

Os eventos celulares que ocorrem na interface entre o
0sso e o implante sdo importantes para o entendimento
da osseointegracio. A resposta das células e tecidos na
interface com o implante é dependente das propriedades

de superficie como a composi¢ao quimica, energia de

superficie, topografia e rugosidade do implante’ ',

Série especial

Da pesquisa hésica a pesquisa clinica | Caderno Cientifico

ros medindo entre 50 um e 400 pm e com porosidade de 60%.
Apos 17 dias de cultivo, os resultados indicaram que o titanio
poroso é um substrato apropriado para a adesao de células os-
teogénicas, proliferacao e producdo de uma matriz mineralizada.
A promocao de um ambiente tridimensional foi considerada um
substrato vantajoso para uma desejavel interacao entre o 0sso e
a superficie do implante’®.

Estratégias para a otimizacdo da osseointegracao tém sido
criadas e se concentram na associacao das propriedades do titanio
poroso na indugao do crescimento tecidual e em tratamentos
de superficie que demonstrem potencial osteogénico seja na
producao de uma nanotopografia ou na imobilizacao de molé-

culas especificas com conhecida atividade
osteogénica’.

Substitutos 6sseos
A utilizacdo de substitutos ésseos na
Odontologia apresentou um grande avanco
nas Ultimas décadas com o desenvolvimento
de biomateriais para o tratamento de au-
mento ou reconstrucao do rebordo alveolar,
preenchimento de defeitos intradsseos

periodontais e de alvéolos dentais, elevacao

Para que ocorra a osteogénese a partir das células osteo-
blasticas, é necessaria uma sequéncia de eventos envolvendo o
recrutamento de células osteoprogenitoras, adeséo e proliferacao,
seguida pela expressdo do fenotipo osteoblastico. Desta forma
podera ocorrer a producdo de uma matriz de colageno extrace-
lular mineralizada na interface'>>.

As caracteristicas de superficie, como macro e microtopo-
grafia e composicao quimica, afetam as respostas celulares a
curto prazo como a migragao e a adesao celular, bem como a
diferenciacao e expressao da matriz mineralizada'®.

Um estudo avaliou o efeito da cristalinidade de recobrimen-
tos com hidroxiapatita (HA) na biossolubilidade, eficiéncia da
adesao e proliferacao celular in vitro e indicou que a topografia
e a quimica da superficie com menor cristalinidade foi favoravel
a adesao celular. No entanto, o teste de biossolubilidade indicou
que a HA com 97% de cristalinidade gerou um menor impacto
sobre 0 meio de cultura e pH, enquanto que a HA com 25% e
a HA com 63% de cristalinidade elevaram significativamente o
pH do meio até 8,2 e 7,75, respectivamente. Um elevado pH do
meio resultou em um efeito citotéxico que inibiu a proliferacdo
das células inseridas nas superficies recobertas'”.

Outro estudo analisou a influéncia de uma estrutura de
titanio poroso sobre o comportamento de células osteogénicas
humanas. Pastilhas porosas de titanio foram fabricadas com po-

do assoalho do seio maxilar e tratamento de
defeitos peri-implantares.

Inicialmente os estudos in vitro sobre a interacdo entre os
osteoblastos e o biomaterial eram essencialmente preocupados
com o efeito da resposta celular a diversos tipos de materiais, com
pouca atencao sendo dada a influéncia da caracterizacao fisico-
quimica da superficie. As propriedades extrinsecas dos biomate-
riais possuem um papel critico no estabelecimento da interface
entre a célula e o biomaterial, e as condicdes de manufatura
afetam as propriedades de superficie das hidroxiapatitas?®2'.

A reatividade superficial é uma caracteristica comum dos
substitutos ¢sseos bioativos e possui impacto na adesao, prolife-
racao, diferenciacdo e mineralizacdo das células 6sseas. A adesao
ao tecido 6sseo e a progressiva formacao éssea sdo o resultado
de multiplas, paralelas e sequenciais reagdes que ocorrem na
interface entre as células e o biomaterial?.

Ao investigar o efeito de cinco biomateriais com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas (Bio-Oss, Algipore, Bio-Base, Osteo-
graf, PepGen P-15) utilizados como substitutos 6sseos no modelo
de crescimento e proliferacdo de células ésseas derivadas do 0sso
iliaco medular humano, concluiu-se que, in vitro, os osteoblastos
humanos demonstraram diferentes padroes de proliferacao de
acordo com o biomaterial utilizado?.

Um estudo observou in vitro a adsorcao de proteina (al-
bumina) e a adesdo de células precursoras de osteoblastos em
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discos de hidroxiapatitas (HA) com diferentes
cristalinidades. Apds mistura e prensagem de
p6 de hidroxiapatita 100% cristalina (HA100)
com outra amorfa (HAO) que serviram como
grupos controle, os autores obtiveram: HA70
(com 70% de cristalinidade), HA50 (com
50% de cristalinidade) e HA30 (com 30%
de cristalinidade). A dissolucdo da HA foi
dependente da cristalinidade, com uma maior
dissolucdo de foésforo a medida que se dimi-
nufa a cristalinidade. Nao houve diferencas
estatisticamente significantes na adsorcao de
albumina e na adesao celular entre os grupos
HAO, HA30, HA50 e HA70; no entanto, uma

Desde que a adesdo direta do osso a biomateriais foi
primeiramente observada, considerdvel progresso tem
ocorrido no conhecimento dos mecanismos bdsicos da
formacgdo da interface entre o osso e o biomaterial e seu
efeito na formacdo ossea. No entanto, duas abordagens
vém sendo alvo de estudos, uma enfatizando o estudo da
interface entre 0 0sso e o biomaterial que é desenvolvida
in vivo e outra utilizando imersoes in vitro em fluidos
fisioldgicos simulados e meios de cultura celulares'.

significante diminuicdo na adsorcéo e na
adesao foi observada na HA100%.

Outros autores avaliaram a diferenciacdo em osteoblastos de
células mesenquimais oriundas da medula 6ssea de ratos cultiva-
dos sobre pastilhas de hidroxiapatita com diferentes topografias
de superficie (5%, 15% e 30% de microporosidade) com o intuito
de observar a adesao celular, proliferacdo, quantidade de proteina
total, atividade de fosfatase alcalina (ALP) e formacao de nddulos
mineralizados. Os eventos celulares iniciais (adesdo) ndo foram
afetados pela topografia da superficie da hidroxiapatita. Entretan-
to, os eventos intermedidrios e finais (proliferacao, quantidade de
proteina total, ALP e formacao de nédulos mineralizados) foram
favorecidos em superficies com uma topografia mais regular,
como aqueles presentes nas pastilhas de hidroxiapatita com 5%
ou 15% de microporosidade. Proteinas plasmaticas, como por
exemplo, a fibronectina, desempenham um importante papel na
diferenciacao osteoblastica, portanto superficies mais regulares
como aquelas com 5% e 15% de microporosidade favoreceram
a adsorcao seletiva destas proteinas resultando em maior dife-
renciacdo osteoblastica®.

Discussao

Desde que a adesdo direta do 0sso a biomateriais foi pri-
meiramente observada, consideravel progresso tem ocorrido no
conhecimento dos mecanismos basicos da formacao da interface
entre 0 0sso e o biomaterial e seu efeito na formacao 6ssea.
No entanto, duas abordagens vém sendo alvo de estudos, uma
enfatizando o estudo da interface entre o 0sso e o biomaterial
gue é desenvolvida in vivo e outra utilizando imersées in vitro em
fluidos fisiologicos simulados e meios de cultura celulares?>27.

No estudo dos implantes dentais, por exemplo, fatores como
posi¢do anatdmica das fixacdes (maxila versus mandibula), com-
primento do dispositivo, carga (direcdo e intensidade), fadiga e
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desgaste do material, alteracdes no meio e no biomaterial e idade
do paciente, sdo consideracdes que ndo podem ser realizadas in
vitro. Adicionalmente, os modelos de cultura de células tendem
a examinar a resposta de tipos simples de células, geralmente
linhagens transformadas e, portanto, devem ser interpretados
com cautela.

Estudos sistematicos, realizados em animais ou utilizando
culturas de células, fornecem continuamente informacées com
relacao a relevancia das propriedades da superficie e desempenho
biolégico dos implantes?.

Diferentes métodos de preparacao da superficie do implan-
te, como por exemplo, as técnicas de texturizacdo (anodizacao,
jateamento de microparticulas, ataque acido) podem afetar
significativamente as propriedades resultantes da superficie e,
consequentemente, a resposta bioldgica das células osteoblasticas
incluindo a adesao celular, a proliferacéo e a atividade funcional.
E interessante ressaltar que, revestimentos bioceramicos em
escala nanomeétrica parecem beneficiar a topografia e a quimica
da superficie, resultando em um aumento da sua osteocondu-
tividade?®".

Aidentificacao de caracteristicas das superficies que influen-
ciam as interacoes com as células e com os microconstituintes dos
fluidos corporais tem sido realizada através dos testes in vitro.
Embora a avaliacdo de como um biomaterial se comporta in vivo
nao possa ser completamente realizada através dos resultados
de uma anadlise in vitro, essas técnicas fornecem informacoes
valiosas e apresentam vantagens como a possibilidade de se
isolar a variavel de superficie especifica, rapidez, simplicidade,
reprodutibilidade, quantificacdo e custo. A limitacao principal é
a dificuldade de reproduzir a biodiversidade que um biomaterial
fica sujeito quando inserido dentro de um organismo vivo.

Alguns autores consideraram como vantagens dos testes



in vitro a possibilidade do sistema ser reproduzido em sequéncia
de eventos bem determinados, a possibilidade do isolamento de
varidveis, a possibilidade de utilizacado de métodos de avaliacdo da
adesao, proliferacao e diferenciacao, o fato das células poderem
crescer em dareas relativamente extensas fornecendo bastante
material para analise e ainda por se tratarem de experimentos
gue apresentam curto periodo de avaliacao e demandam menores
custos operacionais. Como desvantagens, estdo: a auséncia da
resposta inflamatdria, neovascularizacao e interacdo com outros
tipos de células, a auséncia das forcas biomecanicas existentes
in vivo, e a necessidade dos meios de cultura requererem su-
plementos, que possam alterar o comportamento das células,
mascarando os resultados®.
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Conclusao

Apbs a revisao da literatura pode-se concluir que as informa-
¢des obtidas através de cultura de células sdo importantes para
verificar o comportamento bioldgico das células e tecidos sobre
os biomateriais. Os resultados obtidos sdo importantes como
uma etapa preliminar a realizacdo dos testes in vivo. Os testes
in vitro sdo, em geral, estaticos e ndo levam em consideracao a
dinamica e biodiversidade do biomaterial in vivo.
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