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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades das superficies de
amostras de Ti-CP, Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb modificadas via tratamentos
guimicos, bem como avaliar o comportamento das células osteoblasticas
humanas frente a essas modificacdes. Para tanto, amostras das trés ligas
foram atacadas com acido cloridrico ou fosférico, seguido ou n&o por
tratamento alcalino, e posteriormente analisadas quanto a morfologia,
rugosidade, area efetiva e angulo de contato (molhabilidade). Microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia das
superficies e EDS para obter as composi¢des quimicas. Medidas de
rugosidade e area efetiva foram executadas com microscopio confocal a laser.
O goniébmetro foi o equipamento utilizado para as medidas de angulo de
contato. As respostas osteoblasticas foram avaliadas por meio da técnica de
reacao de polimerase em cadeia com transcricdo reversa em tempo real (real
time RT-PCR), para determinacéo das expressdes génicas de ALPL, COL1A1,
COL3Al, SPP1, RUNX2 e SPARC. Os resultados demonstraram que 0s
tratamentos provocaram alteracdes nas propriedades da superficie e induziram
as expressdes génicas dos osteoblastos humanos. Todos os tratamentos
provocaram alteracdo na composicdo quimica da superficie da amostra. Os
tratamentos acidos provocaram alteracbes de topografia e area efetiva,
enquanto que os tratamentos alcalinos alteraram a morfologia da superficie e
aumentaram a hidrofilicidade, todos em relacdo as amostras apenas lixadas
(controles). As expressdes genicas foram diferentemente reguladas de acordo
com o tratamento empregado na superficie das amostras testadas. De forma
geral, os tratamentos alcalinos e o ataque com acido fosférico sdo mais
efetivos para controlar o comportamento celular. Os tratamentos acidos e o
tratamento alcalino induzem alteracbes de topografia nas escalas micro,
submicro e, em alguns casos, nanométricas, fato que pode amplificar e

acelerar as respostas das células sobre os materiais.
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SURFACE MODIFICATION OF TI-CP, TI-6AL-4V E TI-6AL-7NB AIMING
OSSEOINTEGRATION OF IMPLANTS: SURFACE PROPERTIES AND
OSTEOBLASTIC RESPONSES

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the properties of the surfaces of
CP-Ti, Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb alloys modified via chemical treatments, as well
as evaluating the behavior of human osteoblastic cells as function of these
changes. For this purpose, samples of the three alloys were etched with
hydrochloric acid or phosphoric acid, followed or not by alkaline treatment, and
subsequently analyzed their morphology, roughness, effective area and contact
angle (wettability). Scanning electron microscopy (SEM) was used to evaluate
the morphology of surfaces and EDS for chemical compositions. Roughness
and effective area measurements were performed with confocal laser
microscope. A goniometer was used for the measurement of contact angle.
Osteoblastic responses were evaluated by means of the technique of
polymerase chain reaction with reverse transcription real-time (real-time PCR)
to determine the gene expression of ALPL, COL1A1, COL3A1, SPP1, RUNX2
and SPARC. The results showed that the treatments significantly change the
surface properties and induced the gene expression of human osteoblasts. All
treatments caused change in the chemical composition of the sample surface.
Acid treatments caused changes in actual topography and area, while alkaline
treatments altered the surface morphology and increased hydrophilicity
compared to the only abraded samples (controls). The gene expression was
regulated differently in accordance with the surface treatment employed in the
samples tested. Overall, treatment with alkaline treatment and phosphoric acid
are more effective to control cell behavior. The alkali treatment and acid
treatments together induce changes in the topography at micro, submicron and
In some cases nanometric scales, which may amplify and accelerate the

response of the cells on the materials.
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1. INTRODUCAO: CONTEXTUALIZACAO DA PESQUISA

Os biomateriais podem ser definidos como materiais, sintéticos ou
naturais, utlizados como componentes em aplicagcbes médicas e que
interagem com os sistemas biologicos (Willians, 1987 apud [1]). Dentre os
biomateriais existentes, os implantes sdo aqueles que devem atender
determinados requisitos para serem aplicados no interior do corpo humano
apos intervencdo cirtrgica. Especificamente, os implantes intradsseos devem
possuir caracteristicas que promovam a fixacdo assintomatica dos materiais no
interior de tecidos 0sseos.

De forma geral, os materiais sintéticos utilizados para produzir
biomateriais s&o: metais, ceramicas, polimeros e compositos. Alguns
componentes podem ser montados empregando-se dois ou mais tipos de
materiais, € 0 caso, por exemplo, de alguns projetos de protese de quadril na
gual todos os tipos de materiais mencionados podem ser utilizados.

Quanto aos materiais metalicos, aqueles classificados como refratarios
sdo os que induzem respostas nao inflamatorias e reduzidas espessuras de
tecidos fibrosos, permitindo assim maior fixacao biologica e biocompatibilidade.
Fazem parte desses metais: titanio (Ti), nidébio (Nb), hafnio (Hf), tantalo (Ta) e
rénio (Re). Em comum todos eles apresentam excelente resisténcia a corrosao,
fato que pode ser explicado pelo mecanismo e a velocidade com que auto-
reparam suas camadas passivas apos algum dano [2].

O titanio e algumas de suas ligas permanecem amplamente utilizados
em aplicacbes médicas devido as suas propriedades de resisténcia a corrosao,
alta resisténcia mecéanica, baixa densidade e reduzido modulo de elasticidade
(ou de Young). Essas propriedades influenciam no desempenho do implante e
na constituicdo da interface implante/osso, importante para a garantia da
biocompatibilidade de implantes intradsseos.

O conceito de biocompatibilidade pode ser entendido como sendo a
habilidade de um material em uma funcdo especifica induzir uma resposta

apropriada ao tecido hospedeiro (Willians, 1987 apud [1]). Quando o material



apresenta reacdes inadequadas ou adversas, a citotoxicidade pode ser
apontada como a causa desta incompatibilidade e € frequentemente
dependente da tendéncia de ionizacdo dos metais utilizados na liga. Desta
forma o aluminio (Al) e o vanadio (V), presentes em algumas ligas de titanio,
podem ser dissolvidos no interior do corpo humano e serem causadores de
doencas e inflamacdes. Por esse motivo, € interessante evitar a exposicao
destes elementos imediatamente nas superficies dos biomateriais ou buscar
alternativas de materiais livres de elementos citotoxicos.

A utilizacdo de materiais adequados e tratamentos de superficies
apropriados podem tornar os materiais metalicos bioativos e com isso acelerar
0 processo de osseointegracdo, culminando em um periodo pos-operatorio
reduzido ao paciente, que pode ser traduzido em incontaveis beneficios.

Frente a este desafio, o desenvolvimento de superficies que acelerem
0 processo de osseointegracdo dos biomateriais intradésseos € um desafio atual
em varios campos de pesquisa, tais como, ciéncia dos materiais, engenharia,
odontologia, medicina, fisica, quimica e biologia, como podem ser observadas
as porcentagens distribuidas de publicacdes para diversas areas de pesquisa,
Figura 1.1, ap0s consulta realizada com auxilio de um sitio da internet, Web of
Science, na qual englobou o0s seguintes termos no campo topico:
Topic=(surface and biomaterial* and osseointegration). Foram retornadas 251
publicacdes quando a consulta foi efetuada, janeiro de 2013 [3]. A Figura 1.2
apresenta a quantidade de artigos cientificos publicados nos ultimos quinze
anos sobre o mesmo tema da Figura 1.1. Nota-se que a partir do ano 2000 o

numero de publicacdes cresceu vertiginosamente.
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O crescimento observado na ultima década, de acordo com a Figura
1.2, pode ser explicado pela prioridade que alguns paises vém demonstrando
para o campo de pesquisa voltado aos biomateriais, que compreendem, em
geral, produtos com alto valor agregado e de alta tecnologia com grande
arcabouco cientifico.

Desta maneira, a busca por tecnologias que possa combinar
propriedades na busca de aperfeicoar os projetos de implantes faz parte do
foco de grupos de pesquisa pelo mundo, inclusive no Brasil, pais que ocupa a
quinta posicdo em numero de publica¢fes, utilizando os termos de pesquisa, ja

citados acima, Figura 1.3.
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paises em quantidade de publicacbes com os termos pesquisados.

A notoriedade da posicdo ocupada pelo Brasil com relacdo ao numero
de publicacdes provém da prioridade a que se atribui este campo de pesquisa
pelo governo brasileiro para, provavelmente, possibilitar inovacdo ou
nacionalizacdo dos produtos neste setor.

Partindo para uma visdo microscopica e nanométrica, verifica-se que
os desenvolvimentos de superficies de implantes intradsseos estdo centrados
na obtencado de superficies que controlem as respostas biolégicas [4—6]. Assim,
guando a busca realizada no sitio Web of Science passa a conter os seguintes

termos: Topic=(surface and biomaterial* and osseointegration and micro*) sao



retornadas 122 publicacbes, sendo a mais antiga do ano de 1998 e em 2012
foram publicados um total de 26 com esses termos. Trocando o0 termo micro
por nano da pesquisa, ou seja, Topic=(surface and biomaterial* and
osseointegration and nano*), a publicacdo retornada mais antiga € do ano de
2008 e o total do numero de publicacdes até janeiro de 2013 € de 66, 0 que
comprova ser um tema que desperta interesse atualmente.

Essa analise permite concluir que 0s materiais que possuem
caracteristicas contendo nanoestruturas, nanotopografias, nanoporos,
nanotubos, nanoesferas, vém sendo focados no campo de pesquisa
relacionado a superficies de materiais que visam a osseointegracdo de
implantes [3]. Esse fato decorre das respostas biologicas frente a superficie por
meio tanto de ensaios in vitro quanto in vivo. Com relagcdo aos ensaios in vitro,
h&a estudos que se utilizam de células osteoblasticas (de ratos ou de humanos)
e de células estaminais mesenquimais (células pluripotentes que podem se
diferenciar em varias linhagens celulares, inclusive em osteoblastos) para
avaliarem as respostas biologicas frente aos materiais. O que se tem
observado é que as superficies de materiais que contem caracteristicas na
escala de nandmetros, nanotopografias ou nanotexturas, favorecem respostas
celulares e melhoram a osseointegracdo de implantes, fato que pode ser
observado em estudos que se utilizam de testes in vivo com ratos, cachorros
ou coelhos [7-12].

A maioria dos estudos focados em tratamentos de superficie de
implantes concentra-se na utilizacdo de titanio comercialmente puro (Ti-CP)
como material para aplicacdo em implantes dentarios. O interesse do presente
estudo, no entanto, € o de focar nas ligas de titanio utilizadas para aplicacéo
em implantes com carregamento elevado durante solicitacbes mecéanicas
(implante femoral, por exemplo). Neste caso, os tratamentos podem induzir a
formacédo de 6xidos outros que nado o de titanio, acrescentando problemas tais

como.

1. Aumento da citotoxidade provocado pela presenca de elementos

indesejados na superficie, por exemplo, aluminio e vanadio;



2.  Menor osseointegracdo decorrente do decréscimo da fixacdo
biolégica e da biocompatibilidade.

Ademais, o escopo das modificacBes ou tratamentos das superficies
dos implantes € justamente aprimorar as propriedades de superficie dos
materiais para favorecer e catalisar o processo de fixacdo biol6gica do implante
ao 0sso.

Neste trabalho, a estratégia consiste em desenvolver métodos de
modificagdo de superficie de baixo custo tendo em vista o cenério brasileiro de
recursos escassos para aplicacdo em Saude. Com este proposito foram
realizadas modificacbes de superficie com tratamentos quimicos que
pudessem provocar alteragcbes das propriedades da superficie, mais
especificamente de topografia, rugosidade, angulo de contato (molhabilidade) e
area efetiva para em seguida avaliar os efeitos destas propriedades sobre as
respostas bioldgicas (expressdes génicas de proteinas relacionadas ao 0sso)
em especial do comportamento dos osteoblastos humanos sobre amostras de
Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb modificadas por meio de ataques &acidos,
combinados ou ndo com tratamento alcalino.

O objetivo, portanto, € de avaliar as influéncias e correlacdes entre as
variagbes de topografia, angulo de contato, area efetiva da superficie,
rugosidade e composicdo com relacao as expressoes génicas dos osteoblastos
humanos de genes especificos aos fenbmenos de osteoconducéo, importante
propriedade para a fixacdo biolégica e integracdo do implante aos tecidos
0sseos [13,14].



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como se trata de um assunto multidisciplinar, o Apéndice A podera ser
consultado para encontrar as definicbes de léxicos frequentemente utilizados
neste texto, mas que nao sdo comumente encontrados em trabalhos que

envolvem ciéncia e engenharia de materiais.

2.1 Biomateriais

Geralmente os requisitos para que um biomaterial torne-se um produto
podem ser agrupados em quatro categorias [15]:

Biocompatibilidade: habilidade de o material induzir uma resposta
adequada ao tecido no qual esta inserido, ou seja, tecido hospedeiro.

Esterilizabilidade: o material deve estar apto a receber os diversos
processos de esterilizacdo, tais como: radiacdo, gas ou aquecimento em
autoclave.

Funcionabilidade: este requisito depende da habilidade com que o
material possa ser conformado para atender uma funcéo particular, incluindo
nesta categoria a viabilidade econémica utilizando processos de fabricacdo de
engenharia.

Manufaturabilidade: é frequente apontar materiais candidatos a
biocompativeis, porém a dificuldade em processa-los pode ser um entrave na

producdo do componente para a area médica.

E comum classificar os materiais implantaveis de acordo com as

interacBes entre o implante e o tecido 6sseo [16]:

Materiais Biotolerantes: apresentam a formacgéo de tecido conectivo
com espessura entre 0,1um e 10um que nao adere a sua superficie podendo

conduzir a falha prematura do implante.



Materiais Bioativos: formacéo de tecido ésseo ao redor do implante
fortemente integrado ao o0sso. Nessa classe hd uma maior tendéncia de
sucesso de implantagéo.

Materiais Biorreabsorviveis: ocorre a substituicdo do material

implantado por osso autologo.

De uma maneira geral, os implantes a base de Ti podem ser
classificados como biotolerantes ou bioinertes; no entanto, os processos de
modificagdo da superficie primam em promover a formagédo de uma superficie
bioativa e promover a formacéo do tecido 6ésseo na superficie do implante. Do
ponto de vista bioldgico, os materiais podem receber as seguintes
classificacdes atreladas as respostas das células relacionadas a osteogénese

(formacéo de osso) [13]:

Osteoinducdo: processo pela qual a osteogénese € induzida a partir
de ceélulas pluripotentes e indiferenciadas que de alguma maneira séo
estimuladas a desenvolver-se em uma linhagem de células formadoras de
0SS0, preosteoblastos, por exemplo.

Osteoconducdo: refere-se ao processo pelo qual o osso € conduzido
e cresce mediante a superficie e no interior de suas irregularidades.

De forma geral, o que se busca em implantes intradsseos, a partir de
materiais biocompativeis, € a modificacdo da sua superficie de tal maneira a
torna-la bioativa, controlando a osteoconducéo e por fim a osseointegracdo do
componente. Sendo o termo osseointegracao definido a seguir:

Osseointegracdo foi preconizado por Branemark em 1977 como
sendo um conceito histolégico ocasionado pelo contato direto entre
osso/implante ao nivel de resolucdo da luz do microscopio Optico [17].
Posteriormente, o conceito foi aprimorado por Zarb e Albrektsson (1991)
chegando a uma defini¢éo clinicamente aplicavel, como um processo no qual &
obtida e mantida a fixacdo assintomatica e rigida dos materiais aloplasticos

durante as cargas funcionais [18]. Na pratica trata-se da existéncia de um



ancoramento que evita a movimentagdo progressiva entre 0 0SSO e 0

componente implantado [19].

2.2  Superficie do metal

Quando um material € implantado no interior do corpo humano,
instantaneamente ocorrem reagfes entre a superficie do biomaterial e os
fluidos intracorporeos. Essas interacdes imediatas sdo fundamentais para a
biocompatibilidade da superficie do implante.

Neste ponto, € importante entender o conceito de superficie de forma
geral, uma vez que o enfoque conceitual pode variar conforme a area de
interesse.

Os atomos na superficie dos materiais metalicos sdo considerados
parcialmente reativos, devido as configuracdes eletrénicas nas superficies
serem diferentes das do volume do material. Portanto, a superficie possui
propriedades diferenciadas. Esta caracteristica culmina no aumento da energia
livre superficial de Gibbs e por esse motivo o metal pode, por exemplo, se ligar
espontaneamente ao oxigénio atmosférico formando a denominada camada
passiva.

A formacdo da camada passiva ao redor da superficie dos materiais
metdalicos ocorre inicialmente a uma taxa extremamente rapida até atingir
espessura por volta de 2 a 3 nm com estrutura do 6xido amorfa. Em seguida o
aumento da espessura do filme formado ocorre de forma mais lenta chegando
a 5 nm ap6s uma semana do polimento da superficie de titanio comercialmente
puro (Ti-CP), por exemplo. Deste modo, por ser constituida rapidamente, a
superficie tende a ndo possuir contornos de graos e defeitos estruturais, o que
pode culminar na elevada resisténcia a corrosdo do metal [20].

Tithnio comercialmente puro e ligas de titanio sdo recobertos
espontaneamente pelos seus filmes passivos, que se auto-reparam quando

sao rompidos por algum motivo.
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Quando amostra de titdnio comercialmente puro € polido em &gua
deionizada e a sua superficie € analisada por espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios-X (XPS) o que se observa é a decomposi¢cdo do espectro
de Ti 2p em quatro picos referentes as valéncias: Ti%, Ti*", Ti*" e Ti*". Desta
maneira, o filme da superficie formado nestas condi¢Bes consiste de 6xido de
tithnio amorfo ou com baixa cristalinidade, possuindo o metal quatro estados de

oxidacao, como pode ser observado na Figura 2.1[20].

2 Pz EP 108

Elndlng anergy, E,/ eV

Figura 2.1: Decomposicdo em oito picos (elétrons 2psz, e 2pi, em quatro
valéncias) do espectro de Ti 2p, obtido a partir de uma amostra de titanio lixada
e imersa por 300s em agua. Os numeros com as setas representam as

valéncias encontradas na analise (extraida de [20]).

Na Figura 2.2, temos a comparacao de resultados de andlises obtidas
por XPS de uma amostra de titanio polida, lavada sucessivamente com tolueno
e agua destilada, secada ao ar (Figura 2.2 A) e de outra submetida a um
processo de reoxidacao a partir de um atague quimico com H,SO,4 + H,0, (1:1)
por 2 horas (Figura 2.2 B). Nesta analise, pode-se observar que o 6xido
formado apdés o ataque quimico tem maior tendéncia a ser estequiométrico,

com férmula TiO,, comparado ao da amostra sem tratamento superficial [21].
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Figura 2.2: Espectro de XPS do nivel Ti2p (a esquerda) e Ols (a direita) em
superficie de Ti: (A) sem tratamento (controle) e (B) superficie tratada com
H,SO,4 + H,0, (extraida de [21])

As superficies de titanio modificadas com acido sulfdrico apresentam
maiores tendéncias a sofrerem incorporacdes de enxofre quanto maior a
concentracdo do &cido utilizado. No entanto, a contaminagcdo com cloretos
tende a manter-se sempre baixa quando se utiliza acido cloridrico para esse
fim, mesmo com aumento da concentracdo de cloretos na solucdo, sendo
apontado como excelente descontaminante [22].

Com relacdo a liga Ti-6Al-4V a formacdo da camada passiva na
superficie contem tracos de 6xido de aluminio, e em menor quantidade o
elemento vanadio. Esses elementos devem ser evitados ja que apresentam
citotoxidade [15].

Quando a superficie de uma amostra de titdnio que passou por um
processo de lixamento para remover a camada passiva de O6xido é
imediatamente imersa durante 300 segundos em solucdo de Hank (pH 7,4)
para checar concentragfes dos ions [20], o que ocorre é a adsorcdo de ions
fosfato e de ions célcio proveniente da solucdo em decorréncia da

repassivacao, conforme Figura 2.3, na qual apesar da predominancia de titanio
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e oxigénio constata-se a existéncia dos ions na regido em destaque da Figura
2.3 [20].
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Figura 2.3: Perfil de anélise via AES das concentragdes relativas de elementos
presentes na superficie do titanio lixado e imerso 300s em solucdo de Hank
(pH 7,4) (extraida de [20]).

Quando algum componente composto por titanio que foi implantado em
corpo humano é submetido a uma analise via espectroscopia por elétrons
Auger (AES) a superficie pode revelar constituintes de calcio, fosforo e enxofre
[15].

A Figura 2.4 ilustra esquematicamente em forma ampliada as regides
formadas na interface titdnio/osso. No esquema a partir do lado esquerdo da
figura em direcdo ao lado direito encontram-se destacadas cinco regides
distintas. A primeira refere-se ao titanio metalico (regido 1) recoberto por uma
camada de 6xido (TiO,) formando a regido 2. Esta, por sua vez, apos interacao
com grupos hidroxila da agua, por exemplo, forma um material com
consisténcia de um gel na superficie (regido 3). Neste estagio, as proteinas
presente nos fluidos corporeos aderem-se a camada de Ti-Gel (regido 4) e o
processo prossegue pela adesdo das células osteoblasticas (regido 5) rumo a

formacdo Ossea e a osseointegracao.
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Figura 2.4: Uma visdo artistica da interface titanio/osso dividida em cinco
regides. O 6xido de titanio € coberto com uma camada extremamente fina de
peroxido de titanio, que estad em contato com 0 0SS0 em recuperacao (extraida
e modificada de [19]).

2.3 Modificacdo da superficie visando a osseointegracao

A modificacdo da superficie de implantes intraésseos tem o propdsito
de estimular o processo de osseointegracdo, ou seja, provocar uma melhor e
mais espontanea adesdo do osso traumatizado ao metal. Desta forma, criar
uma superficie que favoreca a constituicdo da interface implante/osso é muito
Gtil para a area dos biomateriais.

Podemos listar quatro fatores relacionados aos materiais que regulam

as caracteristicas da interface implante/osso, séo eles [16]:

o Energia da superficie;

o Composicéo da superficie;
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. Rugosidade da superficie;

o Topografia da superficie.

A energia da superficie do material é influenciada por alteracdes entre
composicao, rugosidade e topografia que podem ser combinadas de forma a
promover diferentes respostas celulares frente as diferentes superficies, sendo
um método eficiente para estudar os mecanismos que antecedem a
osseointegracao [23]. Os efeitos desses fatores sobre as respostas biolégicas
estéo explicados na Secéo 2.5.

Muitos métodos de processamento vém sendo testados com intuito de
manipular esses fatores para que se obtenha biomateriais com superficies que
favorecam a osseointegracéao [8,9,11,12,21,24-26]. Na tabela 2.1 encontram-
se listados métodos de modificacbes separados em duas categorias:

manipulacgéo fisica ou manipulacdo quimica [23].

Tabela 2.1: Modificacbes e propriedades de superficies para titanio liga

(extraida e modificada [23]).

Modificacao Composicao Topografia

Manipulacao Fisica

1. Processamento

mecanico
Usinagem TiO, com contaminantes Linhas paralelas com
(C, H, Si, entre outros) rugosidade, protrusoes,

rugosidade (Ra) entre
0,3e 0,6 um.

Polimento

Meios de polimento: TiO; contendo C, N, O, Superficie lisa com

SiC, Al,O3; e Diamante. H, Si, Al rugosidade Ra igual ou
menor que 0,1.

Jateamento: SiC, Al,O; TiO2, HA contendo Depressdes (e gouges)

entre outros. particulas ceramicas produzidos por

deformagdo plastica e
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2. Tratamentos com

plasma

Implantagdo i6nica: N,
O,CaeP

Limpeza com plasma:
Ar, O

Plasma spraying

Plasma sputtering

3. Tratamentos com
Laser
Laser cladding

(recobrimento)
Deposicdo a laser
pulsado

4. Qutros métodos

lon sputtering

Magnetron sputtering

Oxidacéo térmica

Manipulacdes

Quimicas

Ataque acido

Tratamento guimico

TiN ou TiN, com Ca e/ou
P

TiO, com contaminantes

inorganicos ou TiOy
estequiométrico
Recobrimento de

fosfatos de calcio
Flimes finos de fosfato
de célcio

Recobrimento com
fosfatos de calcio
Filmes de fosfato de

calcio

Filmes finos de fosfato
de célcio

Filmes finos de fosfato
de célcio

TiO;

Oxido de titanio com
elementos residuais

Grupos Ti-OH e

desbastes com Ra entre
0,5e 6 um.

Nenhuma alteracao

expressiva de topografia

Superficie porosa

Superficies lisas

Micro e macro particulas

esferoidais

Nenhuma influéncia na

topografia

Pits semelhantes a
dimples

Camada microporosa
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H,O, CaP

Tratamento alcalino e
térmico

Oxidacao anddica

Tratamento

Camada CaP
Grupo Ti-OH

TiO, com S, P, ou Ca/P

Fosfato de célcio

Superficie lisa ou porosa
Agulhas na superficie

hidrotérmico

Deposicéao Fosfato de célcio Superficies lisas

eletroquimica
Fosfato de calcio

Processamento Superficie com estrutura

biomimético em forma de flocos

Atualmente, ha consenso sobre a importdncia de alteracbes
superficiais na escala de dimensdo de nandmetros com intuito de obter
padrdes de topografias superficiais; estas nanotopografias, nanotexturas,
nanopadrdes ou nanoarquiteturas aparentam influenciar significativamente nos
processos celulares, tais como, adesao, espraiamento, mas principalmente
proliferacdo e diferenciacdo celulares. Estas modificagcbes podem ser uma
forma de “guiar’ as células no sentido de uma regeneragcéo 6ssea e formar
superficies “inteligentes” aos implantes [11].

Objetos de pesquisas atuais vém sendo o0 desenvolvimento de
superficies com oxidos organizados como a formacédo de nanotubos de 6xido
de titdnio sobre as superficies das diferentes ligas [27]. A aplicacdo de laser
também tem recebido atencdo especialmente por ser um processo que modica
a topografia da superficie do material sem adicdo de material ou impurezas
[28].

Na tabela 2.2, estdo listados alguns processos disponiveis para

modificacdes superficiais nesta escala de andlise — a hanométrica [11]:

Tabela 2.2: Métodos para modificar em escala nanométrica a superficie de

implantes de titanio (extraido e traduzido de [22—-24]).

Métodos Caracteristicas

Automontagem de monocamada O grupo funcional final pode ser uma
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(Self-assembly of monolayers)

Métodos fisicos

Compactacao de nanoparticulas

Implantacdo  ibnica  (lon  beam
deposition)

Métodos quimicos

Ataque acido

Peroxidacéao

Tratamento alcalino (NaOH)
Anodizacéo

Deposicao de nanoparticulas

Sol-gel (adsorcdo de particula
coloidal)

Deposicao cristalina discreta (discrete

crystalline desposition)

molécula com diferentes funcdes
(osteoindutiva ou molécula aderente a

célula, por exemplo).

Conserva a quimica sobre diferentes
topografias. Ainda néo aplicadas a
implantes.

Produz nano caracteristicas conforme
0 material utilizado.
Combinado com outros métodos
de

peroxidacdo) pode induzir a formacéao

(jateamento areia e ou
de nano caracteristicas sobre as
superficies e remover contaminantes.
Produz uma camada de titania gel.
Sao produzidas alteracfes quimicas e
topogréficas.

Produz uma camada de titanato de
sédio gel que permite a deposicédo de
hidroxiapatitas. Sao produzidas
alteracdes quimicas e topograficas
Pode produzir nano caracteristicas a
superficie do material criando uma
nova camada de Oxido (baseado no

material utilizado).

Cria um filme fino com Caracterisitcas
qguimicas controladas.
de

topografias em nanoescala sobre as

Produz uma complexidade

superficies.
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Litografia e técnica de impressdo por Muitas formas e materiais diferentes
contato podem ser aplicados sobre as
(contact printing technique) superficies. Os desenvolvimentos séo
laboriosos e intensivos requerendo
desenvolvimento consideravel prévio
a transferéncia para clinicas e para

aplicagcdes em implantes.

Existe um consenso na pesquisa de que as propriedades bioquimicas
das superficies de titdnio podem ser modificadas pela imobilizacdo de
moléculas bioativas (BAM, siglas em inglés), ou seja, determinadas moléculas
tais como peptideos e proteinas s&o intencionalmente ligadas ou imobilizadas
na superficie do material anterior a implantacao para exercer uma determinada
funcdo no tecido hospedeiro. Algumas moléculas devem ser imobilizadas
irreversivelmente, € o caso de alguns peptideos; outras moléculas devem ser
imobilizadas na superficie de forma reversivel, por exemplo, antibioticos ou
fatores de crescimento que devem ser liberados com determinada
concentracao e determinado tempo.

Na sequéncia temos as caracteristicas de processos para modificacédo
de superficie para implantes que se utilizam de métodos de imobilizacéo,
alguns em fase de pesquisa, mas que recebem atencdo por potencialmente
possuirem caracteristicas que possam conduzir a osteoconducdo de forma
controlada e melhorar o processo de osseointegracao [29].

Abaixo estdo listados processos ndo convencionais que objetivam a

nano-funcionalizacao de superficies [29]:

o Adsorcdo: método mais simples de imobilizacdo no qual
moléculas sdo adsorvidas por meio de interacdes fracas (p.e. Forcas de Van
der Walls, pontes de hidrogénio) apds a imersdo do implante em uma solucao
especifica. A estabilidade das espécies adsorvidas; dependera das variaveis:

pH, forga idnica e concentragédo de proteina.
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o Imobilizagdo covalente: consiste em ligacdo estavel das
moléculas as superficies por meio de grupos hidroxilas previamente formados
na superficie. No entanto, pode haver necessidade de utilizacdo de solugdes
ndo fisiologicas (solventes) que precisam se removidas apés o fim da
imobilizag&o.

o Monocamadas automontadas (self-assembled monolayers):
procedimento utilizado para fixar cadeias de moléculas sobre as superficies.
Baseia-se na interacdo de grupos de ancoramento da molécula e de sitios de
interacdo na superficie, tais como, fosfatos e fosfonatos. Nao ha formacédo de
ligacdo covalente, caracteristica explorada para produzir materiais
biofuncionais [30].

o Métodos eletroquimicos (polarizacdo catddica e anddica): Na
polarizacdo catddica € possivel a formacdo de compostos a base de fosfatos
de calcio (hidroxiapatitas, por exemplo) sobre a superficie, podendo co-
depositar elementos quimicos de interesse. A polarizacdo anddica pode ser
utilizada para a deposicdo de polimeros, tais como, o colageno ou outras

proteinas, sobre as superficies de metais.

Além destes métodos, atualmente outros vem sendo pesquisados para
a aplicacdo na area de biomateriais; sdo procedimentos que buscam a bio-
funcionalizac&o da superficie e sdo muito minuciosos para controlar regides de
interesse das células. Nesses casos, sdo utilizados, por exemplo, os acidos
nucléicos e DNA[29].

Em todos estes casos, as moléculas bioativas (BAM) devem formar
dominios bioativos semelhantes a uma conformacdo nativa, uma forma de
mimeses, para favorecer a adesdo das células do tecido hospedeiro. As
moléculas imobilizadas devem estar acessiveis as células, ou seja, requerem

uma determinada distancia da superficie. [29,31].
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2.4  Modificacdes das superficies

As modificacdes das superficies dos materiais geralmente tém como
objetivo adequar a superficie do componente para uma determinada aplicacgéo.
No caso dos biomateriais metélicos intradsseos a modificagdo nas superficies é
aplicada com intuito de promover uma melhor constituicdo da interface entre o
implante e 0sso. Varios processos estdo listados nas Tabelas 2.1 e 2.2; em
seguida estdo explicados os utilizados neste trabalho: ataque &cido e

tratamento alcalino.

2.4.1 Tratamento Acido

Ataques acidos da superficie de implantes a base de titanio tém sido
amplamente aplicada para alterar a rugosidade, composicdo da superficie e a
molhabilidade/energia superficial, além de serem utilizados com intuito de
‘limpar” a superficie das etapas de processamento previamente executadas,
usinagem, por exemplo [32].

Sao de particular interesse os acidos: cloridrico, sulfurico, fluoridrico e
também as misturas entre eles, por favorecerem consideravelmente a
osseointegracdo sem adicdo de material a superficie do implante, por exemplo,
de hidroxiapatitas, de particulas do jateamento [33].

A imerséo de titanio por alguns minutos em uma solucdo concentrada
de HCI/H,SO, (ataque duplo acido) acima de 100° C provoca micro rugosidade

superficial conforme Figura 2.5.
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Figura 2.5: micrografias via MEV de uma superficie de um implante dental de

titdnio (Cortesia de Straumann AG, Suica) [32] atacada por duplo &cido.

Métodos de ataques quimicos tém sido avaliados quanto ao
comportamento frente as células em ensaios in vitro na busca de compreender
os fatores que regulam os processos de adesao, espraiamento, proliferacdo de
células de varias linhagens e da diferenciacdo de células pluripotentes
mesenquimais em osteoblastos bem como as expressdes génicas destas
células em diferentes superficies, ambas envolvidas no processo de
osteogénese [2,8,21,34,35].

Na Figura 2.6, sdo observadas imagens das superficies de implantes
dentarios de titanio nas seguintes condi¢des: usinado (a e c) e atacado (b e d).
O ataque quimico consistiu na submersao do implante durante 4 horas em uma
solucdo contendo volumes iguais (1:1) de H,SO, + H,O, [36]. Nota-se que
ocorreu a formacdo de uma topografia controlada micrometricamente
provocada pela desoxidacdo e reoxidacdo da superficie do implante atacado.
De acordo com os autores houve formacdo de micropits medindo entre 5um e
20 um e, ao contrario do que era esperado, ndo houve a ocorréncia de
topografia na escala manométrica [36]. De qualquer maneira, 0s implantes
foram testados para averiguar a porcentagem de contato osso-implante apés
trés e oito semanas da implantacdo nas mandibulas de cachorros. A eficiéncia
da modificacdo de superficie foi comprovada por meio da porcentagem de
contato implante/osso, durante a andlise histoldgica na superficie dos implantes

testados. Foi constatado que o ataque acido promoveu maior osteogénese na
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superficie dos implantes inseridos nas mandibulas de cachorros, fato que
sugere um aumento de bioatividade durante o remodelamento 6sseo [36].

Control Etched

Figura 2.6: MEV das superficies: controle (a,c) e atacadas com acido (b,d).

Barras de escala em a, b =50 um e em ¢, d = 10 um (extraida de [36].

Tambasco e Nanci, 2003, investigaram a formacdo de nanotopografia
em amostras de Ti-CP e Ti-6Al-4V por meio de um método de desoxidacao e
reoxidacdo controlada apds imersdo dos materiais em uma solucdo com iguais
guantidades de H,SO, concentrados e H,0, (30% aquoso) durante 4 horas
para o Ti-CP e 1 hora para o Ti-6Al-4V a temperatura ambiente. As imagens
das morfologias das superficies podem ser observadas com auxilio da Figura
2.7 (imagem C e G) [8]. Ainda na Figura 2.7 verifica-se que apés 6 horas de
cultura, pode ser detectado um crescimento de células semelhantes entre as

superficies usinadas (imagem B e F) e as tratadas com acido (D e H)..
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Figura 2.7: Micrografia eletrdnica de varredura de células cultivadas em
superficies controle da liga Ti-6Al-4V (A) e do Ti-CP (E) que exibem superficie
lisa, enquanto as atacadas: Ti-6Al-4V (C) e Ti-CP (G), séo caracterizados por
uma Unica nanotopografia. Em 6 horas, ndo foi detectado diferenca significativa
na forma das células aderidas a superficie controle (B and F) e nanotexturizada
(D e H) (extraida de [8]).

No entanto, foi observado espraiamento mais pronunciado das células
cultivadas sobre as superficies contendo nanotexturas, conforme Figura 2.8,
cujas imagens em grandes aumentos tornam possivel observar o
comportamento das regides citoplasmaticas das células se espraiando sobre
as caracteristicas de topografia da superficie nas escalas nanométricas [8].

Na imagem (F) da Figura 2.8 foram observados pits da ordem de 10
nm de diametro na superficie do metal, que atuaram como substrato no
processo de aderéncia e crescimento das extremidades das células [8].

Observando-se a Figura 2.9, temos em (A), a amostra controle de Ti-
CP. Em (B) temos a imagem de uma topografia nanométrica provocada pelo

procedimento de reoxidacdo quimica controlada: H,SO, + H,O, (1:1) aquoso
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por 2 horas. O grafico da Figura 2.9 (C) refere-se a distribuicdo gaussiana dos
didmetros dos pits formados apés o ataque quimico, o didmetro médio
encontrado foi de 22 nm £ 7nm. Adicionalmente, em D vemos a relagcéo entre
perimetro (P) e &rea (A) dos nanopits, observando-se a dimensdo fractal
encontrada de 1,17 [21].

A teoria dos fractais pode ser (til na descricdo de superficies ou
topografias obtidas por modificacdo com tratamentos quimicos, pois as
topografias formadas tendem a se repetir conforme se amplia a imagem pelo
microscépio. A estrutura fractal € definida como aquela que possui um padréo
com auto-similaridade [37]. E possivel com essa estrutura calcular a dimens&o
de fractal, Ds. Em geral, com a aumento de D; a estrutura da superficie torna-se
mais caadtica. Alem disso, a dimensao fractal das superficies pode ser util para
explicar determinados comportamentos celulares [38].

A geometria dos fractais difere da geometria classica ou Euclidiana no
senso que 0s objetos analisados sob a Otica desta geometria apresentam
dimensionalidade fracional, ou seja, o objeto deixa de possuir dimensdes
inteiras, tais como uma duas ou trés dimensdes e passa a ter dimensao com
valores intermediarios entre 1 e 2 ou entre 2 e 3, por exemplo. Ha extensa
bibliografia disponivel para se aprodundarsobre o tema, existe uma bibliografia

Em um estudo recente, foi avaliado a absorcéo de hidrogénio durante a
modificacdo da superficie dos seguintes materiais: Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ni-Ti.
Foram utilizados trés tipos de ataques quimicos nestes ensaios: 1 mol.L™* de
HCI, 1 mol.L™ de H,SO4 e 0,5 mol.L™* de HCI + 0,5 mol.L™ de H,SO,. Verificou-
se que todos os ataques quimicos provocaram a absorcdo de hidrogénio na
superficie até a condicdo de saturacdo que foi atribuida a formacéo de hidretos.
A concentracdo de hidrogénio absorvida pode ser estimada com auxilio de um
ensaio de dessorcdo de hidrogénio. A quantidade de hidrogénio absorvida
durante 60 min em acido variou de 50 — 170 ppm em massa e teve a seguinte
ordem decrescente de absor¢do de acordo com as solucdes acidas: HCI +
H,SO,4 > H,SO, > HCI [39].
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30nm:

Figura 2.8: Micrografias por MEV de células em superficies usinadas (A) e
nanotexturizadas (B-F). Porc6es do citoplasma de algumas células exibem uma
aparéncia reticulada (asteriscos em A-C). (C) maior aumento da regido
pontilhada destacada em (B). As células prolongam-se com filopodias sobre os
metais, entretanto, esse comportamento foi mais evidente no Ti-liga
nanotexturizado (pontas das setas em D) e no Ti-CP nanotexturizado (B-
pontas das setas). Em (F), destacado a partir de (E) as extremidades das
células (setas em F) tendem a seguir o caminho das paredes das

nanocavitacdes (extraida e modificada de [8]).
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Figura 2.9: Micrografia por MEV de superficies Ti-CP: controle (A) e tratada
com acido (B). Distribuicdo do tamanho de nanopits (C). Dimenséao fractal dos

nanopits da imagem B (extraida de [21]).

Com relacéo ao estudo da reacéo entre o titanio comercialmente puro e
o acido fosférico, a termodinamica comprova a viabilidade da formacdo de
TiO,, no entanto a formacdo de TiO,+H3PO,=Ti(OH),(HPO,) possui energia
livre de Gibbs a temperatura ambiente igual a —225.74 kJ/mol, o que pode ser
indicativa da formacdo predominante deste composto na superficie das
amostras tratadas em acido fosforico [40].

N&o obstante, os ataques acidos podem provocar decréscimo de
propriedades mecanicas do titanio, principalmente a ductilidade e resisténcia a
fadiga, provavelmente em razéo das irregularidades provocadas na superficie
gue tendem a serem sitios de nucleagdo de trincas, além da fragilidade
ocasionada pela absorcédo superficial de hidrogénio.
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2.4.2 Tratamento alcalino

O tratamento alcalino imprime alteragbes de composicdo quimica,
rugosidade e topografia sobre a superficie tratada [41]. Este tratamento
desperta interesse por tornar bioativos os materiais bioinertes por meio da
formacdo de uma camada de titanato de sédio sobre a qual a precipitacao de
hidroxiapatita € estimulada.

O que se sabe, portanto, € que esse tipo de tratamento estimula a
formacdo de hidroxiapatitas sobre as superficies dos materiais; no entanto,
ainda € escassa a literatura que reporte respostas biologicas em relacdo a
superficies de materiais tratados alcalinamente sem acondicionamento prévio
em SBF.

Em uma pesquisa liderada por Kokubo et al. (2004) foram estudadas
as respostas de diferentes materiais, a saber, silicio, tantalo, zirconio e titanio,
submetidos ao acondicionamento alcalino em solugdo de NaOH com
concentracdes por volta de 5,0 mol.L™ e mantidas a 60° C por 24 horas. Em
seguida, o material tratado alcalinamente € submetido a um tratamento térmico
(por volta de 600° C) com objetivo de estabilizar as propriedades da camada
formada [41]. Este tratamento térmico é geralmente realizado, no entanto,
neste trabalho ele foi evitado com intuito de ndo provocar a difusdo de aluminio
e vanadio para a superficie dos materiais.

O que acontece durante o tratamento alcalino € a que a camada
passiva de TiO, dissolve parcialmente no meio alcalino por causa do ataque

corrosivo dos grupos hidroxilas[42]:

TiOz + OH — HTIO3 Equacéo 2.1
Simultaneamente ocorre a hidratacao do titanio [42]:
Ti + 30H- — Ti(OH)-3+ + 4e- Equacéo 2.2
Ti(OH)3+ + e- + TiO2 H20 + 0,5H2 1 Equacéo 2.3
Ti(OH)3+ + OH- < Ti(OH)4 Equacéo 2.4

Um novo ataque ao TiO, hidratado produz hidratos carregados
negativamente nas superficies dos substratos [42]:
TiO2nH20 + OH «-HTIO 3. nH,0 Equagéo 2.5
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Essas espécies carregadas negativamente sdo combinadas com ions
alcalis em solucdo aquosa formando uma camada de hidrogel de titanato
alcalino que pode em seguida ser tratada termicamente para torna-la mais
densa.

Em seguida, as amostras tratadas em meio alcalino, como descritas
acima, podem ser acondicionadas em uma solug¢ao desenvolvida por Kokubo,
conhecida como SBF — simulated body fluid, na qual a precipitacdo de apatitas
sobre o substrato tratado alcalinamente € estimulada. Para encontrar
informacdes a respeito da preparagcédo e testes com a solugcdo mencionada,
consultar [43].

Como pode ser observado pelos quadros da Figura 2.10, o tratamento
alcalino, com NaOH, provoca inicialmente a formagdo de uma camada de
titanato de sodio amorfo apds dissolver a camada passiva de 6xido de titanio.
Quando ha a imersdo desta superficie em uma solugcdo SBF, ocorre a
formac&o de grupos funcionais bioativos (-OH) devido & troca de ions Na" do
titanato de sédio da superficie com os ions HsO" da solugdo. Os grupos Ti-OH
entdo formados na superficie sdo carregados negativamente e combinam
seletivamente com os fons de Ca?* do fluido para formar uma camada de
titanato de calcio amorfo. Devido ao acumulo de calcio, a superficie possui uma
carga residual positiva que € compensada pela combinacédo de ions fosfatos
carregados negativamente que formam entdo fosfato de calcio amorfo e que

espontaneamente se se transforma em apatita cristalina.
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Figura 2.10: Mecanismo de formacdo de apatitas em superficies tratadas com

modificacdo alcalina NaOH (extraida e modificada de [41]).
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ApoOs o tratamento alcalino, o tratamento térmico é frequentemente
realizado a uma temperatura préxima dos 600°C. O tratamento torna o titanato
de sodio formado mais estavel e favorece o recobrimento com apatitas apés
este ser acondicionado em solucdes especificas que simulam 0s meios
fisiolodgicos, ou seja, o fluido corporeo sintético (SBF) [41,44,45]. Além disso, 0
tratamento alcalino mesmo associado ao tratamento térmico pode ndo provocar
decréscimo na resisténcia a fadiga do material, como reportado por Kokubo e
al. (2004) [41].

A Figura 2.11 mostra as superficies de varios materiais apos
tratamento alcalino seguido por acondicionamento em SBF. Verifica-se,
portanto, a formacéo de apatitas sobre diversos tipos de material [41].

Figura 2.11: formacdo de apatitas nas superficies com géis apés tratamento
com NaOH: (A) SiO2, (B) TiO2, (C) ZrO2, (D) Ta205, (E) Nb205 (extraida de
[41].

No caso deste trabalho a opgéo por ndo realizar o tratamento térmico
apos o tratamento alcalino foi adotada para evitar a difusdo, principalmente de

aluminio, para a superficie do material e provocar citotoxicidade.
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2.5 Efeito das propriedades das superficies sobre as respostas

biologicas

Como visto anteriormente quatro fatores relacionados as superficies

dos materiais regulam as caracteristicas da interface implante/osso [16]:

. Energia da superficie;
. Rugosidade da superficie;
o Topografia da superficie;

o Composicao da superficie.

Estes fatores sédo importantes, pois eles exercem influéncia sobre o
comportamento das células da linhagem das osteoblasticas durante os
processos biolégicos que antecedem a osseointegracdo de um implante. No
entanto € muito complicado avaliar o comportamento biolégico sobre cada um
desses fatores de superficie separadamente, uma vez que eles estédo
interligados.

A variacdo da energia livre da superficie pode ser modificada por
meio da alteracdo da area especifica da superficie ou da molhabilidade. Desta
maneira, o comportamento da adesao de células e proteinas a superficie é
alterado conforme as alteracbes energéticas da superficie do material. As
superficies que favorecem a adeséo de osteoblastos séo caracterizadas como
predominantemente hidrofilicas eJou com elevada area especifica [35].

E importante notar que niveis de rugosidade interferem na adesdo e
espraiamento celulares e que ha um intervalo de valores de rugosidade em que
as respostas bioldgicas sdo melhores [46].

A topografia da superficie pode alterar fatores como a expressao
génica dos osteoblastos ou diferenciacdo de células mesenquimais estaminais
[35,47].



31

Em adicdo, a composicdo da superficie é crucial para garantir a
biocompatibilidade e exerce influéncia nos comportamentos biolégicos, tais
como, adeséo e a diferenciagdo celular [48].

2.5.1 Efeito da energia da superficie

O diferencial da Energia Livre de Gibbs de uma superficie a
temperatura e pressdo constantes estdo relacionados aos seguintes

parametros, conforme Equacéao 2.6:

dG°rp = odA +y udn®; Equacdo 2.6

o: tensao superficial;

A: area superficial;

ésimo

Hi: potencial quimico do i elemento quimico;

n%;: concentracdo em moles do €™ elemento quimico em excesso;

Partindo da Equacdo 2.6 é possivel verificar que o aumento da area
efetiva da superficie e da tensdo superficial provoca um acréscimo no
diferencial da energia livre de Gibbs da superficie do material implantado no
interior de um corpo humano. Neste caso, pode-se pensar que o segundo fator
da Equacéo 2.6 relacionado a composicado quimica e concentracdo de espécies
adsorvidas sobre a superficie do material (3 pidn®) seja constante. Com esta
consideracdo € de se esperar que o aumento do fator odA da Equacéo 2.6
cause portanto um favorecimento para a adesdo de proteinas e de células
melhorando a bioatividade do material de implantes. O aumento deste fator da
agua pode ser provocado, por exemplo, pelo aumento da hidrofilicidade e da
area efetiva da superficie.

A interacdo entre a superficie mais externa do implante e o seu
ambiente € um processo altamente dinamico no qual a adsor¢do de proteina

aparenta ser um fator chave [49]. A adesdo e 0 comportamento inicial
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desempenhado pelas células, em grande parte, dependem da estrutura e da
qguimica do substrato a ser aderido [50].

Com intuito de compreender melhor a influéncia das superficies com
relacdo a adesdo em longo periodo, um pardmetro denominado poder de
adesdao foi desenvolvido e avaliado em diferentes superficies [50]. A andlise
consistiu em avaliar a razdo de células destacadas da superficie em funcéo do
tempo de tripsinizagdo (variando de 5 a 60 minutos), ou seja, método utilizado
para destacar células do substrato, apés 1, 7, 14 e 21 dias de cultura celular.
Dentre as superficies investigadas, aquelas atacadas com acido obtiveram
bons resultados, tendo 50% de células destacadas da superficie apés 60
minutos de tripsinizacdo em 21 dias de cultura celular [50].

As medidas de angulos de contato pela agua na superficie dos
materiais podem separar as superficies em hidrofilicas e hidrofobicas com
relacdo a tensdo superficial do material em analise. Com a Equacédo 2.7 €
possivel relacionar as trés tensfes superficiais representadas pelos vetores da
Figura 2.12 (c) com o angulo de contato (6), sendo: ysy: tensdo superficial

sélido-vapor; ypv: tenséo superficial liquido-vapor; ys.: tenséo superficial sélido-

vapor.
cosO=(ysc - YsL)/ViLe Equacéo 2.7
(a) i (b) i (c) i
TO3P Ti2P T36P

Figura 2.12: llustracdo de diferentes angulos de molhamento de uma gota de
agua em trés diferentes superficies. Em (a) superficie hidrofébica; (b)
molhamento parcial e em (c) superficie hidrofilica. Esquematizados em fonte

vermelha temos as tensées superficiais (SI: J/m?) e o angulo de contato © [51].

A energia da supeficie influencia na adsorcdo seletiva de proteinas.
Normalmente as superficies hidrofilicas aparentam ter maior adesdo de

proteinas comparadas as superficies hidrofébicas [52-54]. Entretanto,
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materiais com superficies altamente hidrofilicas (6 — 0° exibem pouca
tendéncia em adsorverem e manterem adsorvidas as proteinas. Isso pode ser
explicado devido as condi¢cdes energéticas serem desfavoraveis, como, por
exemplo, supressdo do filme de proteina provocado por comportamento
altamente hidrofilico [49].

A adsorcdo de proteinas nos primeiros estagios de implantacdo exibe
influéncia na adeséo celular, por exemplo, 0s osteoblastos podem ser
estimulados a aderirem preferencialmente a superficie de materiais contendo
vitronectina e fibronectina comparados aos com albumina, laminina e colageno
denaturado (gelatina), todas previamente adsorvidas a superficie de alumina
com tamanho de gréos ao redor de 24 nm [55].

As proteinas tendem a manter uma conformagdo mais ativa em
superficies hidrofilicas, no entanto, o oposto foi observado para a proteina
albumina [56].

Em um estudo relacionado, foi avaliado que a fibronectina, proteina
presente no plasma sanguineo, apresentou maior adesao em superficies mais
rugosas. Por exemplo, uma amostra com superficie submetida ao jateamento
com areia e atacada quimicamente apresentou maior adeséo de fibronectina
guando comparada a superficie somente atacadas quimicamente ou somente
usinada [57].

Com relacdo a adesdo celular, apresentam melhores respostas
superficies hidrofilicas [23,53,58—-61]. Na Figura 2.13 observam-se o0s
resultados de ensaios de adeséo celulares nas trés superficies com angulos de
contatos em relacdo a agua aferidos e mostrados na Figura 2.12, que possuem
diferentes composicdes de superficie, a saber: rutilo (A e D), titania amorfa (B e
E) e anatasio (C e F) [51]. Nas imagens A-C da Figura 2.13 observa-se o
espraiamento provocado pelas diferentes superficies sobre as células fazendo
com que os citoplasmas adquiram diferentes morfologias ap6s o contato com a

superficie.
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Figura 2.13: Imagens obtidas com auxilio de MEV das superficies dos materiais
mostrando a morfologia de osteoblastos primarios de ratos apds 8 horas de
incubacdo. Ha trés caracteristicas morfolégicas: circular e hemisferoidal com
filipodium (a) (6500X); plana com lamelopodium (b) (5500X); achatada com
extensfes citoplasmaticas (c) (4500X). A maior parte das células do T36P
(TiO, — anatasio) estava achatada e espraiada (f), enquanto nos grupos TO3P
(TiO2- rutilo) em (d) e a fase TiO, amorfa denominado grupo T12P (e) estavam

hemisferoidais e achatadas com um lamelopodium (extraida e traduzida de

[51]).

Em adicdo, Schneider e Burrigde (1994) investigaram a adesdo de
células da linhagem dos osteoblastos sobre diferentes substratos e foi
observada duas formas de contato das células com a superficie: contato
proximal (close contact, na literatura inglesa) com separacfes da ordem de 30
a 100 nm e contato focal (focal contact) com distancias entre 10 e 15 nm que
esta relacionado a adsor¢cdo das proteinas da célula a superficie, tais como,
vitronectina ou fibronectina [62]. Com isso, materiais que contenham
superficies com estruturas nanométricas tendem a controlar a adeséao focal das
células e a aperfeigoar respostas tais como, a porcentagem e a forca de
adeséo das células sobre as superficies dos implantes [48,63].

Como visto, fatores como a composi¢do quimica, rugosidade e
topografia das superficies afetam a energia da superficie; por esse motivo, eles
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devem ser combinados de forma a atingir o melhor resultado durante as etapas
gue antecedem a fixacdo biol6gica promovendo a osteoconducdo e em ultima
instncia a osseointegracdo de implantes [61]. Uma superficie ideal esta além
de nossa andlise, no entanto, esses fatores podem ser combinados no sentido
de criar superficies bioativas “inteligentes”.

Nessa direcdo, ha esforcos de pesquisadores focados em
procedimentos n&o convencionais para a nano-funcionalizagdo bioldgica de
superficies de biomateriais em reparos 0sseos através da imobilizacdo de
moléculas bioativas (BAM, sigla em inglés) [29].

Neste trabalho ndo sera adotada esta estratégia, mas sim a de
promover superficies que propiciem a fixacdo de células e proteinas feitas pelo
préprio organismo e ndo por métodos a priori. Estes resultados levaram a
adotar modificacdes que gerem principalmente um filme de 6xido de titanio na
superficie sem adicdo de aluminio e vanadio, para isso optou-se por evitar

tratamentos térmicos na metodologia adotada.

2.5.2 Efeito da Rugosidade

A rugosidade exerce influéncia significativa nas interacbes entre as
células e proteinas com a superficie do material implantado [49].

Na Figura 2.14 podem ser observadas as influéncias da rugosidade de
amostras de Ti-6Al-4V lixadas com lixas #1200, #600 e #180 no
comportamento de adesdao, proliferacdo de células humanas da medula éssea.
As medidas de rugosidade média R,, encontradas séo iguais a 0,320 um; 0,490
um e 0,874 um, respectivamente [61].

De acordo com os autores o aumento de rugosidade provocou
aumento da adesédo, de proliferacdo e de atividade da fosfatase alcalina,
apesar desta ultima néo ter sido considerada estatisticamente significativa, de

acordo com os autores [61].
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Figura 2.14: Comportamentos celulares de (a) adeséo e (b) proliferacéo frente
as diferentes superficies submetidas aos processos de lixamento com
diferentes granulometrias de abrasivos (meshs #: 180, 600 e 1200). O controle
refere-se ao cultivo diretamente sobre a superficie do recipiente plastico

utilizado para armazenar o meio (extraida de [61]).

Observa-se que em todos 0s casos 0 aumento da rugosidade
possibilitou um aumento nos processos celulares analisados [61].

Quanto a interacdo de proteinas nas superficies reportadas, observa-
se que a superficie menos rugosa (Ti1200) proporcionou maior adesao das
seguintes proteinas: albumina sérica bovina e fibronectina, ver Figura 2.15 [61].

Com base nos resultados, foi escolhida para a metodologia a utilizagao
de lixas com abrasivos na granulometria de # 1500 durante o lixamento, uma
vez que os processos de modificagcdes causardo um aumento esperado de

rugosidade.
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Figura 2.15: Adesao da proteina albumina sérica bovina nas supeficies de Ti-
6Al-4V lixadas em papéis impregnados com SiC # 1200 e 180 (extraida de
[61]).

Estudo semelhante foi realizado para avaliar respostas celulares da liga
Ti-6Al-7Nb submetida ao processo de lixamento (#1200, #400, #180). Os
processos de espraiamento e proliferacdo de células similares a osteoblasto
humano (SaSO-2 cells) foram mais pronunciados com aumento de rugosidade.
No entanto, com relacdo a adesdo das células as superficies os resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa entre as diferencas de
rugosidade investigadas [64,65].

Dependendo do sistema adjacente a superficie do material, as condi¢cdes de
rugosidade e topografias induzem diferentes interacdes com 0s componentes
bioldgicos, tais como, sangue, saliva ou com tecidos macios ou duros. Por esse
motivo, um implante dentario deve atender propriedades hibridas de forma a
atingir interacdes favoraveis entre os tecidos adjacentes a sua superficie — a
gengiva, osso e os fluidos intracorpdreos, tais como, saliva e sangue para

assim aperfeicoar o desempenho biolégico do material implantado.
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2.5.3 Efeito da Topografia

A topografia da superficie aparenta ser significativa nos processos de
adesdao, de espraiamento, proliferacdo e na diferenciacéo celulares [50,66—-68].

Superficies que apresentaram rugosidade isotrépica (topografia),
incluindo neste grupo superficies atacadas com &cido, tenderam a possuir
maior poder de adesao (parametro desenvolvido para avaliar adesao)
celulares comparadas as superficies mais lisas [50].

Os osteoblastos podem distinguir ndo somente diferenca entre
rugosidades, mas também superficies com rugosidades semelhantes e
topografias diferentes, ou seja, ha uma correlacdo de sensibilidade dos
osteoblastos com a organizacdo e morfologia da rugosidade, além de sua
amplitude [23,69].

Atualmente, de acordo com referéncias bibliograficas, as alteracdes
topograficas nas superficies dos implantes metalicos podem ser analisadas
desde a escala micro até a ordem de nanémetros [11,70,71].

O nivel de escala microtopografico abrange dimensdes de analise entre
1 e 10 um, a submicrométrica entre 100 nm e 1 um e a escala nanométrica €
composta por dimensdes abaixo de 100 nm.

O controle das variaveis em niveis micro e nanométricos aparenta
provocar respostas mais sensiveis em ensaios a partir de culturas celulares in
vitro. Controlar a topografia na escala de nanémetros € de suma importancia
para influenciar respostas nas escalas de interacbes de proteinas, células e
dessa forma contribuir para a osseointegracao [55]. No entanto, o controle das
variaveis e, portanto a reprodutibilidade nesta escala de processamento é de
extrema dificuldade [15].

Em um trabalho sobre a influéncia da nanotopografia sobre o fenétipo
de células pluripotentes, foi reportado que biocompdsitos nanoestruturados
aplicados sobre a superficie de implantes metalicos representam alternativas
ndo amplamente exploradas para aplicacdes ortopédicas [72]. Eles podem ser

fabricados de forma a possuirem micro e nanoarquiteturas similares ao 0sso
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fisiologicamente saudavel. Como o comportamento das células depende das
suas interacBes com seus ambientes, a superficie do componente implantavel
€ determinante para o sucesso ou a falha do biomaterial. Topografia em
nanoescala, propriedades mecénicas e quimicas influenciam a adeséao,
proliferacdo e diferenciacdo de células estaminais mesenquimais (na literatura
inglesa mesenchimal stem cells - MSC), que correspondem a células
pluripotentes e, portanto, com potencial de diferenciacdo genética, dentre
outras possiveis, em osteoblastos [72-74].

O processo de diferenciacdo das células pluripotentes mesenquimais
em osteoblastos pode ser avaliado pela medida da atividade especifica de
fosfatase alcalina (ALP), ou seja, durante essa alteracdo fenotipica ha um
aumento de fosfatase alcalina no meio da cultura in vitro ou 0 aumento na
producéo de osteocalcina ou na expressao génica referente a producao destas
proteinas. [69,72,75].

Foram comparados ensaios de adesédo de fibroblastos e osteoblastos
em superficies nanotopograficas de Ti-CP e constatou-se uma maior adeséo
de osteoblastos em detrimento de fibroblastos, o que € positivo, pois os
fibroblastos sé&o responsaveis pelo encapsulamento do implante por um tecido
fibroso, tornando o componente suscetivel a falha prematura [9].

Em sua tese de doutorado, Zhu 2005, analisou o0 comportamento
celular em superficies anodizadas (controle), controle e recobrimento com nano
HA; e controle com recobrimento com HA/coldgeno. Quanto as respostas
celulares, as superficies recobertas apresentaram menor adeséo inicial e
menor espraiamento comparadas a superficie controle. Por outro lado, foi
observada maior forca de adeséo as superficies recobertas. No entanto, quanto
ao espraiamento e proliferacdo celular a superficie controle apresentou melhor
comportamento, sugerindo a dependéncia desses fendmenos com relacao
tanto a composicao quanto a estrutura da superficie [23].

Como consequéncia dos resultados desta revisdo buscar-se-a
nanotopografias como critério para selecdo dos métodos de modificacdo de
superficie que serdo avaliados a comportamentos das células osteoblasticas

durante as respostas biologicas.
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2.5.4 Efeito da composicao

A composicdo quimica e a fase presente tém influéncia na energia
superficial de Gibbs do material por alterarem o potencial quimico (pi) do filme
formado na superficie dos materiais de acordo com a Equagéo 2.6.

Os tratamentos de superficies, por sua vez, podem causar alteracdes
ndo intencionais da composi¢cdo quimica pela incorporacdo de impurezas ao
oxido de titanio formado na superficie dos biomateriais metalicos compostos
por titanio liga [5].

O dioxido de titanio (TiO2) mantém-se como o principal constituinte dos
oxidos formados nas superficies de titanio-CP submetido aos diferentes
processos de modificacdo de superficies listados na Tabela 2.3 na qual
podemos verificar a relacdo entre as proporc¢des de fases encontradas (%) com
relacdo a diferentes tratamentos das superficies, sendo eles, usinagem
(Branemark); Plasma spray de titanio (TPS); jato de areia e ataque acido (SLA);
tratamento eletroquimico (Osseotite) [76].

Porém, a foérmula resultante do O6xido € majoritariamente n&o
estequiométrica e dependo do processo de modificacao fica em torno de TiO»
[51].

Tabela 2.3: Resultados da deconvolucédo dos espectros Ti2p, Cls e Ols em

analise por XPS: relativo as areas dos picos dos componentes.

Implantes Proporgéo relativa (area do pico)  [%]
TiZp Cls Ols
TiO, Ti 05+ Ti (met.) c-C c-0 COO or TiO, Tipo B Tipo C
TiO C-H Cc=0
Brinemark 88.2 55 6.3 30.0 59.3 10.7 489 364 14.7
TPS 85.5 7.4 7.1 26.3 36.8 36.9 60.7 222 17.1
SLA 87.8 58 6.4 422 39.0 18.8 65.7 17.7 16.6
ICE (100)" 81.1 145 44 153 84.7
Osseotite 86.3 6.1 7.6 479 43.0 9.3 377 34.0 28.3

1 Devido a pouca intensidade n&o foi possivel fazer a deconvulacéo de Ti2p para ICE

As fases minerais do Oxido de titanio (TiO2) encontradas na natureza
sdo: rutilo, anatasio e bruquita, sendo os dois ultimos de ocorréncia mais rara.

Do ponto de vista da biocompatibilidade a fase cristalina que tem recebido
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especial atencdo de pesquisadores € o anatasio (TiO;) devido a bioatividade
gue tem demonstrado [45,77,78].

Na Figura 2.16 (c) podemos observar o resultado da adeséo,
espraiamento e proliferagdo de osteoblastos provenientes de rato (M3C3T3)
sobre a superficie recoberta com nanotubos de titania (c) na fase anatasio (b)
amorfa e (a) Ti puro (polido), ou seja, sem formacg&o de nanotubos. E possivel
observar que a topografia na forma de nanotubos exerce influéncia sobre as
células, favorecendo respostas bioldgicas, como pode ser observados pelos
pontos escuros que representam as células. Além disso, para as superficies
das amostras das imagens (b) e (c) da Figura 2.16 em que ambas sé&o
recobertas por nanotubos de titAnia aquela com predominio de anatasio,
apresentou melhores respostas de adesdo e espraiamento além de maior
atividade de fosfatase alcalina, sinalizando atividade osteogénica com maior

expressao [79].

Figura 2.16: Imagens comparativas por MEV retroespalhados de células
osteoblasticas crescendo em (a) Ti polido; (b) nanotubos de TiO, amorfo e (c)
nanotubos de TiO, anatasio. Todas as imagens foram realizadas apés 48
horas de incubacéo.
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Com a reviséo bibliografica é possivel observar a importancia do oxido
de titanio para a biocompatibilidade de implantes. A topografia pode ser
aprimorada em escala nanométrica de dimensdo e que com predominio da
fase cristalina anatasio aparenta ter um efeito sinérgico com relacdo as

atividades celulares que antecedem a osseointegragéo.

2.6 Respostas Biologicas

As metodologias mais recentes para avaliacdo de respostas biologicas
aos tratamentos de superficie de implante utilizam-se, por exemplo, do
comportamento de células osteoblasticas em ensaios in vitro, que é a
abordagem adotada neste trabalho. Este tipo de avaliacdo ajuda a esclarecer
mecanismos que favorecam a osseointegracdo e evita o uso indiscriminado de
animais em ensaios bioldgicos in vivo.

As respostas bioldgicas dos osteoblastos frente as amostras com as
diferentes superficies podem ser avaliadas em intervalos de tempo por meio
técnica de reacdo de polimerase em cadeia — transcricdo reversa em tempo
real, comumente referido como real-time RT-PCR, sigla proveniente da
literatura inglesa — real-time reverse transcriptase - polymerase chain reaction.

A reacdo de polimerase em cadeia é uma técnica para amplificacéo in
vitro de uma sequéncia especifica de acido desoxirribonucleico (DNA) por

extensdes simultaneas de filamentos complementares de DNA [80].

2.6.1 Reacdo de polimerase em cadeia — Transcricdo Reversa: Reverse

Transcriptase — polymerase chain reaction (RT-PCR)

A técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi aquela que
permitiu 0s avangos recentes na histéria da genética. Isso se deve ao fato das

metodologias empregadas na reacdo de polimerase em cadeia permitirem a
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amplificacdo de quantidades Uteis de DNA a partir de muito pouca quantidade
de material de partida [81].

PCR trata-se, de um método no qual a temperatura e ciclos de
polimerizacdo sdo empregados para reproduzir uma determinada regido do
DNA. A transcricdo reversa (RT) € o meio pelo qual a copia do DNA é feita a
partir do RNA mensageiro (RNAm) [82].

A reacdo de polimerase em cadeia € baseada em trés etapas simples
para qualquer reacao de sintese de DNA, sendo elas [81]:

1) Denaturagédo dos modelos de DNA em filamentos simples;
2) Recozimento dos iniciadores de cada filamento original para a
sintese de novos filamentos.

3) Extensao dos novos filamentos de DNA dos iniciadores.

Durante o PCR a enzima denominada Tag DNA polimerase catalisa a
sintese de filamentos de DNA complementares [83]. A Tag DNA polimerase &
uma enzima termo estavel purificada a partir da bactéria termofilica Thermus
aquaticus (Taq) e sua descoberta possibilitou sintetizar novos fios de DNA
repetitivamente e amplificar exponencialmente uma regido definida do material
de partida.

A DNA polimerase executa a sintese de um filamento complementar de
DNA na diregcdo 5’ — 3’ usando uma amostra simples-estirada, mas parte de
uma regido duplamente estirada. Esta é a reacdo de extensdo do primer ou
iniciador e € a base para as inuUmeras técnicas de sequenciamento [80]. A
reacdo em cadeia polimerase usa esse mesmo principio, mas emprega dois
primers (iniciadores) que sdo uma sequéncia de nucleotideos complementares
ao inicio da sequéncia do DNA a ser amplificada. Os primers hibridizam em
filamentos opostos estirados ap6s a etapa de denaturacdo [80]. Assim, o0s
primers ficam arranjados de tal forma que cada primer direcione a sintese de
DNA em direcdo ao outro. O primer F, por exemplo, direciona a sintese do

filamento de DNA que pode ser inicializado pelo prime R, da Tabela 2.4, sendo
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F o primer forward e R primer reverse, vice versa ou 0 primer a e primer b da
Figura 2.17.

- primer a
Primeiro ciclo Alvos de Amplificagio
(rodeado por primers)

-1t & primerb

Segundo ciclo B

Principais produtos PCR exponenaalmente acumulados

N IIIIIIIMI

- Primer

Terceiro ciclo (

(

= Sequéncia complemetar ao prime

Cadeias Simples de DNA Principais Produtos do PCR

¢ |

Jp—

Produtos de extensdo dos Primer

e v |

\ e+ AMostra de DNA

Figura 2.17: Esquema do mecanismo dividido em trés etapas de amplificacdo

gue ocorre durante o ensaio com RT-PCR [extraida e traduzida de [81]].

A técnica de real-time RT-PCR ¢é utilizada para amplificacdo do material

genético de diversas espécies. O gue € retornado como resultado refere-se as
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expressdes génicas de proteinas que sdo componentes estruturais de células e
tecidos e realizam diversas fun¢des chave dos sistemas bioldgicos.

A producdo das proteinas € controlada por genes, 0s quais Sao
codificados em &cido desoxirribonucleico, comum a todos os seres. A producao
da proteina envolve dois estagios: transcricdo e traducdo. Na transcricao, um
filamento simples de &cido ribonucleico mensageiro (MRNA) é copiado do DNA
e em seguida é usado como padrdo para montar a cadeia de aminoéacido e
formar as proteinas no ribossomo da célula. A transcricdo é, portanto, um
processo baseado em um molde de DNA e depende da enzima denominada
RNA polimerase ou transcriptase. A producdo de DNA também pode ser
realizada a partir de um modelo de RNA, desta forma, a enzima recebe o nome
de transcriptase reversa, como é o caso do RT-PCR [84].

Varias sdo as técnicas disponiveis atualmente para medir expressoes
génicas, que servem para medir a quantidade de mRNA transcrito em um
sistema biologico, sendo o RT-PCR uma delas [85].

A Figura 2.18 contém o esquema descrito destes processos que fazem

parte do denominado dogma central da biologia celular [85]
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Figura 2.18: Figura esquematica do RNA na expressao génica e producao de

proteinas, o dogma central da biologia celular, modificada de [85].

2.6.2 Expressédo génica de osteoblastos humanos em ensaios in vitro.

Com relacdo a osteoconducdo, a expressao génica de osteoblastos
pode ser avaliada por meio de real time RT-PCR analisando os genes listados
na Tabela 2.4 [86,87].

Tabela 2.4: Lista dos genes e da corresponde sequéncia primer e probe

utilizada nos ensaios com RT- PCR.
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Simbolo | Nome do . .
Sequéncia Primer (5'>3’) Sequéncia Probe (5'>3’)
do gene gene
_ F-GCCAGTTGCAGCCTTCTCA
SPP1 Osteopontina CCAAACGCCGACCAAGGAAAACTCAC

R-AAAAGCAAATCACTGCAATTCTCA

COL1A1

collagen type
| alphal

F-
TAGGGTCTAGACATGTTCAGCTTTGT
R-GTGATTGGTGGGATGTCTTCGT

CCTCTTAGCGGCCACCGCCCT

runt-related

F-TCTACCACCCCGCTGTCTTC

RUNX2 | transcription ACTGGGCTTCCTGCCATCACCGA
R-TGGCAGTGTCATCATCTGAAATG
factor 2
alkaline F-CCGTGGCAACTCTATCTTTGG
ALPL CCATGCTGAGTGACACAGACAAGAAG
phosphatase | R-CAGGCCCATTGCCATACAG
collagen,
F-CCCACTATTATTTTGGCACAACAG
COL3A1 | type I, ATGTTCCCATCTTGGTCAGTCCTATGC
R-AACGGATCCTGAGTCACAGACA
alpha 1
_ F-GCCTGATGAGACAGAGGTGG
SPARC | Osteonectina TGGAAGAAACTGTGGCAGAGGTGA
R-CTGGACAGGATTAGCTCCCA
ribosomal F-AAAGCGGATGGTGGTTCCT
RPL13A , CTGCCCTCAAGGTCGTGCGTCTG
protein L13 R-GCCCCAGATAGGCAAACTTTC

SPP1: Osteonpontina € uma sialoproteina altamente fosforilada

secretada para as matrizes extracelulares em mineralizacdo durante

desenvolvimento de ossos [88]. A expressao génica desta proteina € regulada

por vérios fatores de crescimento e de diferenciacdo celulares incluindo

proteinas morfogenéticas dos o0ssos. O aumento da expressdao de SPP1

induzidas por estimulos mecéanicos em ensaios celulares in vitro e in vivo tem

revelado mecano-transducdes envolvendo tensdes nos sitios de adesao

celulares [89]. Essa proteina é importante na mediacdo da ligacdo com

hidroxiapatita. Além disso, é importante no processo de adeséo e migragdo das

células [89]. O aumento de fosfato é um estimulo para expressdo de

osteopontina em condi¢des de reparacdes 0sseas [88].
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COL1A1: coladgeno tipo 1 subunidade alfa 1 é considerado um
marcador tardio e a expressdo em altos niveis desse gene é atribuida ao fim da
proliferacdo e aos estagios de inicio da deposicdo de matriz extracelular ou em
estagios que antecedem eventos de mineralizagdo 0ssea [88].

RUNX2: é um fator de transcricdo responsavel pelo processo de
diferenciacdo dos osteoblastos e sua deficiéncia pode causar deficiéncia de
formacdo Ossea. Foi observado relagédo entre os niveis de RUNX2 com os de
marcadores progenitores, como, ALPL e SPARC da Tabela 2.4, mostrando a
influéncia da expressdo de RUNX2 sobre este mas ndo sobre osteopontina,
gue é um marcador para osteoblastos imaturos [90].

ALPL.: fosfatase alcalina é considerado marcador de estagio inicial de
mineralizacdo 0ssea [88,91].

COL3AL: colageno tipo 3 subunidade alfa 1 faz parte das familias dos
colagenos, € mais abundante em tecidos embrionarios. Em outros tecidos
também esta presente, porém em menores quantidades comparado ao
COL1Al1 e COL1A2. O colageno tipo 3 alpha 1 pode estar associado ao
crescimento das células, como os osteoblastos [92].

SPARC: osteonectina € uma proteina especifica do osso. Partindo de
um ensaio de desmineralizacdo (guanidina com e sem EDTA) de 0sso de um
feto bovino foi possivel avaliar a presenca de uma proteina (presente no extrato
guanidina com EDTA) que estava ligada concomitantemente a hidroxiapatita e
ao colageno, desta forma recebeu o nome de osteo (0sso, em grego) nectere
(unir, verbo em latin) [93]. A proteina denominada osteonectina liga-se aos
cristais de hidroxiapatita e as fibras de colageno I, unindo-os. Os autores
sugerem que a proteina se liga preferencialmente ao calcio contido na
hidroxiapatia e € capaz de se unir ao colageno. Este fato sugere que essa
proteina seja importante por iniciar a mineralizacdo e por ligar os minerais as
matrizes [93].

RPL13A: proteina ribossdmica L13 que serve como referéncia para

eliminar possiveis interferéncias ocorridas durante as analises.
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3. Materiais e Métodos

O procedimento experimental consistiu das etapas contidas no
fluxograma da Figura 3.1.

Matérias-prima
em barras de:
Ti-Cp; Ti-6Al-4V;
Ti-6Al-7Nb

A

Corte das barras: obtencao de discos

Lixamento em uma das superfiicies com lixas:
#180, #400, #600, #1000, #1200, #1500

A

Ataques acidos

A

Andlise da morfologia via MEV

Morfologia de

interesse FIM
(Topografia)?
Tratamento Alcalino
\ 4 A
Caracterizacdo fisico-quimica
v v A A
Composicéo Rugosidade Area efetiva Angulo de contato

A4

Respostas biolégicas

A

Cultivo de osteolbastos sobre as amostras

VL A

PCR apés 7 dias PCR ap6s 15 dias

Figura 3.1: Fluxograma da etapa experimental.
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3.1. Obtencéao dos discos

Barras cilindricas nas composi¢c6es quimicas estudadas (Ti-CP, Ti-6Al-
4V ELI e Ti-6Al-7Nb) com diametros das secdes transversais iguais a 25,4mm
foram cortadas com discos de corte transversalmente em varias se¢fes com
cerca de 3 mm de espessura para obter inUmeros discos. Em seguida, cada
disco passou por um lixamento em lixas metalogréficos de SiC com meios
abrasivos nas seguintes granulometrias — meshs (#): 180, 400, 600, 1000, 1200
e 1500, com auxilio de uma politriz (Aropol 2V da Arotec).

As amostras foram entdo lavadas com agua deionizada em ultrassom
(Ultramet 2003 Sonic Cleaner da Buehler) durante 7 minutos, seguido de
lavagem com acetona por mais 7 minutos e depois as amostras foram secadas
com jato de ar e armazenadas com cuidado. Com esse roteiro de lixamento
foram entdo obtidas as amostras controle, denominadas 1A, 1B, e 1C.
Posteriormente, essas amostras foram modificadas com ataques acidos
somente ou com ataques acidos combinados com tratamentos alcalinos,
recebendo a nomenclatura de acordo com a Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Descricdo dos parametros utilizados nas modificacbes das

superficies

Amost Lixa |[Reagent | T t Reagente | T t

ra Material | Mesh |e acido |[°C]|[min]| alcalino |[[°C]|[horas]

1A Ti- CP 1500 - - - - - -

1B | Ti-6Al-4V | 1500 - - - - - -
Ti-6Al-
1C 7Nb 1500 - - - - - -
2A Ti-CP 1500 HCI 60 | 30 - - -
2B | Ti-6Al-4Vv | 1500 HCI 60 | 30 - - -
Ti-6Al-
2C 7Nb 1500 HCI 60 | 30 - - -
3A Ti- CP 1500 HCI 60 | 30 NaOH 60 24
3B | Ti-6Al-4V | 1500 HCI 60 | 30 NaOH 60 24
Ti-6Al-
3C 7Nb 1500 HCI 60 | 30 NaOH 60 24
4A Ti- CP 1500 HsPO, | 80 | 30 - - -
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4B | Ti-6Al-4V | 1500 | HsPO, | 80 | 30 - - -
Ti-6Al-
4C 7Nb 1500 | HsPO4 | 80 | 30 - - -

5A Ti-CP | 1500 | HsPO4 | 80 | 30 NaOH 60 24
5B |[Ti-6Al-4V | 1500 | HsPO, | 80 | 30 NaOH 60 24
Ti-6Al-
5C 7Nb 1500 | HsPO4 | 80 | 30 NaOH 60 24

3.2. Modificacéo das superficies

Inicialmente foram feitos testes para determinar os reagentes e 0s
parametros que seriam utilizados na metodologia para modificacdo de
superficies das amostras que passariam pela avalicdo biologica. Nesta etapa
exploratoria foram utilizados os seguites acidos fortes, acido cloridrico
concentrado (HCI), acido sulfurico (H,SO,) e acido fluoridrico (HF). Como
reagente alcalino foi utilizado o NaOH e adi¢cdes de peroxido de hidrogénio
(H20,2) em alguns casos. Alguns dos resultados desta etapa podem ser
consultados no Apéndice C ao final da tese.

Com base na literatura investigada e nos resultados preliminares, os
reagentes que apresentaram o desempenho favoravel durante o trabalho em
guestao foram entdo os selecionados:

o acido cloridrico concentrado (HCl¢onc,) de 36,5% a 38,0%);

o acido fosforico-orto concentrado (H3PO4 conc.) @ 85,0%;

o Solucdo de NaOH 10 mol.L™, preparada a partir do hidroxido de

sodio solido.

3.2.1. Procedimento para o ataque acido

Foram transferidos 150mL de cada reagente &cido citado para um
béquer de 300 mL. A solucéo foi entdo mantido a temperatura de 60° C (+ 5° C)

durante os ataques com HCI e 80° C (+ 5° C) para os ataques com H3zPO,4, com
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auxilio de uma placa de aquecimento (MA 085 da marca Marconi). A
temperatura foi controlada com auxilio de um termémetro. Quando a
temperatura foi estabilizada, 6 discos de cada liga foram entdo mergulhadas
nas solu¢cdes com as condi¢cbes descritas na Tabela 3.1. O béquer foi entdo
recoberto com um vidro de reldégio para diminuir a volatizacdo de reagentes
durante o procedimento. Das 6 amostras atacadas com cada acido, trés foram
submetidas ao tratamento alcalino. Esse procedimento foi utilizado para os trés
materiais: Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb.

3.2.2. Procedimento para tratamento alcalino

O tratamento alcalino consistiu em preparar 50 mL de solucdo de
NaOH e transferi-la para um frasco de polietiieno com tampa. Cada uma das 3
amostras atacadas anteriormente com acido foram mergulhadas em solucéo de
NaOH no interior de um frasco de polietileno com tampa. Uma estufa para
Secagem e Esterilizacdo (MA 033 da Marconi) com ajuste de temperatura
digital foi estabilizada a 60° C para entdo os frascos contendo as amostras
serem alocados no interior desta estufa e mantidos a uma temperatura de 60°
C durante 24 horas. Esse mesmo procedimento foi utilizado para os trés
materiais: Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb.

Os parametros utilizados durante o procedimento podem ser

encontrados na Tabela 3.1.

3.3. Caracterizacao das superficies das amostras

3.3.1. Morfologia e composi¢do quimica

As morfologias das superficies das amostras foram investigadas com
auxilio do microscoépio eletrébnico de varredura (MEV) e as composi¢cles

guimicas foram obtidas via espectroscopia com energia dispersiva de raios-X
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(EDS) acoplado ao MEV (Philips XL30-FEG-SEM equipado com Oxford Link
ISIS 300 EDS)

As amostras foram analisadas quanto a morfologia da superficie ou
topografia de superficie apds os ensaios celulares com 15 dias de cultura. Os
valores de EDS correspondem também as amostras que passaram
previamente por incubacao em cultura com osteoblastos humanos ap6s 15 dias
de incubacéao.

3.3.2. Medidas de Rugosidade

As medidas de rugosidade sobre as superficies das amostras foram
realizadas com auxilio de um microscopio confocal a laser da marca
OLYMPUS — LEXT OLS 4000 — com lentes objetivas MPLAPON de 20x e
zoom de 1x com uma ampliacdo de 432 vezes a 3456 vezes e campo de visédo
de 640 pm a 80 pum.

Com esse equipamento foram entdo obtidas imagens de ampliacéo de
20x e reconstrucdes das superficies estudadas no formato 3D. As imagens tém
como objetivo uma andlise qualitativa das modificacdes obtidas pelos
tratamentos de superficie, através da visualizacdo das caracteristicas das
rugosidades que posteriormente foram expressas em graficos e tabeladas
através do programa computacional do préprio equipamento. Foram realizadas
3 medidas por amostra de cada modificacdo superficial, ou seja, todas as
amostras da Tabela 3.1.

O programa computacional do equipamente calcula e retorna varios
parametros de rugosidade, tais como: Rp, Rv, Rz, Rc, Rt, Ra, Rq, Rsk, Rku,
Rsm, RAq, Rmr(c),Rdc, Rmr, RZJIS. Sendo eles fornecidos em forma de
tabelas na unidade dimensional de micrometros.

Com base na revisdo bibliografica os parametros utilizados neste

estudo séo as rugosidades médias Ra e Rz.
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3.3.3. Medida de Angulo de contato (Molhabilidade).

Todas as amostras foram caracterizadas com relacdo a molhabilidade
de suas superficies com &gua, ou seja, foram caracterizadas quanto a
hidrofilicidade com auxilio de um goniémetro (KSV CAM200).

O angulo de contato foi medido usando o método de gota séssil. Para
cada amostra uma média de trés medidas foram realizadas com gotas de agua
deionizada contendo volume aproximado de 4 uL cada gota (Milipore) sobre a
superficie de cada amostra (1A a 5C da Tabela 3.1). A medida do angulo de
contato corresponde a média do angulo formado no lado esquerdo e do lado
direito de cada amostra, conforme Figura 3.6. O erro calculado nesta etapa
permaneceu abaixo de 5%. Durante a realizacdo dos ensaios, a temperatura
medida foi de 23,9° C e a umidade relativa do ar no ambiente estava em 62%,

ambas as medidas mantiveram-se constantes do inicio ao fim dos ensaios.

Figura 3.2: Gota de agua deionizada sobre a superficie da amostra 5A. O
angulo medido refere-se a média dos angulos ©; (a esquerda) e ©, (a direita)

da gota, respectivamente.

Os angulos de contato foram medidos a partir da aquisicdo de imagens
e com auxilio de um software (CAM 200 Contact Angle Measurement System).
Foram aguardados 60 segundos para a estabilizacdo parcial da gota de 4gua
em contato com o substrato para obter uma medida, conforme variagcdo do

angulo médio (©) em funcédo do tempo, Figura 4.23.
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3.3.4. Ensaios bioldgicos in vitro.

Estes ensaios foram realizados com objetivo de distinguir quais
superficies apresentam melhores respostas com relacdo a expressdo génica
dos osteoblastos humanos (HOb). O processo de expressdo génica frente as
diferentes superficies pode ser importante para elucidar potenciais mecanismos
das respostas bioldgicas dos osteoblastos durante processos osteocondutivos,
por exemplo, que sdo também regulados por caracteristicas fisico-quimicas
das superficies dos materiais que estdo em contato.

Todos os ensaios bioldgicos foram realizados sob a coordenacdo do
Professor MD. Francesco Carinci na Secéo de Cirurgia Maxilofacial e Plastica
interna ao Departamento de Ciéncias Médico-cirdrgicas de Comunicacao e
Comportamento pertencente a Universidade de Ferrara (Ferrara, Italia). A
realizacdo dos procedimentos experimentais foi executada pela Doutora
Annalisa Palmieri, responsavel pelos experimentos in vitro. Esta etapa foi
realizada no laboratério de Biologia Celular interno a Universidade de Ferrara.

Para mais informacdes com relacdo a metodologia envolvida consultar

os trabalhos relacionados a estas andlises, tais como: [35,47,78,94-98]

3.3.5.1. Cultura priméaria de osteoblastos humanos (Human
Osteoblasts - HOb)

Durante cirurgia de um voluntario saudavel com 55 anos, fragmentos
de osso derivados do fémur foram amostrados e transferidos para frasco de
cultura de 75 cm? contendo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
suplementado com soro bovino fetal a 20 %, antibiéticos penicilina (100 U/ml) e
estreptomicina (100 pg/ml) (Sigma Aldrich, Inc., St Louis, Mo, EUA) e

aminodcidos L-Glutamina (Sigma Aldrich, Inc., St Louis, Mo, EUA).
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Em seguida, as células foram cultivadas a uma temperatura de 37 °C,
em atmosfera controlada e mantida com 5% de CO,. O meio de cultura das
células foi inicialmente trocado no dia seguinte e a cada trés dias durante todo
o periodo de cultivo. Apds 15 dias, os pedacos de tecido ésseo foram
removidos do frasco de cultura celular. As células foram entdo coletadas apés
os 30 dias de incubacéo.

3.3.5.2. Cultura celular

Para o ensaio, osteoblastos humanos (Hob) em subconfluéncia foram
tripsinizadas e semeadas em diferentes superficies modificadas de discos de
Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb. O meio foi continuamente trocado a cada trés
dias. As células foram cultivadas a uma temperatura de 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. No sétimo e no décimo quinto dia do ensaio,

as células foram entéo coletadas para extracdo do RNA.

3.3.5.3. Processamento de RNA

As reacdes de transcricdo reversa para sintese da fita de cDNA (DNA
complementar) foram realizadas a partir de células lisadas provenientes da
cultura celular descrita acima, utilizando o TagMAN Gene Expression Cells-to-
Ct Kit (Ambion Inc., Austin, TX, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante.
Resumidamente, as células cultivadas foram lisadas com tampéao de lise e RNA
aplicadas nesta solucdo. As células lisadas sofreram a transcri¢cdo reversa em
cDNA através do Enzyme Mix RT e tampao RT adequado (Ambion Inc., Austin,

TX, EUA). Finalmente, o cDNA foi amplificado por PCR em tempo real usando
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TagMan Gene Expression Master Mix e o ensaio especifico concebido para os
genes estudados.

3.3.5.4. PCR em tempo real

A expresséo génica foi quantificada em tempo real utilizando RT-PCR.
Os niveis de expressdo de genes foram normalizados pela expressdo do gene
housekeeping RPL13A e foram expressos como fold change em relacdo a
expressao de células das superficies ndo tratadas (amostras 1A ou 1B ou 1C,
guando forem os casos). A quantificacéo foi realizada com o método de céalculo
de delta /delta (27). Os primers forward e reverse e as sondas para 0s genes
selecionados foram desenhados usando software Primer Express (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e estdo listadas na Tabela 2.4. Todas as
reacoes de PCR foram realizadas em volume total de 20 pl usando o ABI
PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Cada reacédo
contendo 10 pl de 2X TagMan Universal Master PCR Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), 400 nM de concentracao de cada iniciador e 200 nM de
sonda, e cDNA. O perfil de amplificacdo foi iniciado por 10 minutos de
incubacédo a 95 °C, seguido por dois passos de amplificacdo de 15 segundos a
95 °C e 60 segundos a 60 °C, durante 40 ciclos. Todos 0s experimentos foram
realizados incluindo controle ndo alvo, ou seja, sem DNA (non tamplate control

- NTC) para excluir a possibilidade de contaminacéo dos reagentes utilizados.
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4. Resultados e Discussfes

4.1. Caracteristicas das superficies

4.1.1. Morfologia da superficie (Topografia)

Por meio das imagens obtidas com 0 microscopio eletronico de
varredura (MEV) é possivel caracterizar a morfologia das superficies formadas
nos materiais Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb apés os diferentes tratamentos de
superficie propostos. Foram obtidas imagens da superficie em diferentes
ampliacdes para verificar a variagdo de topografia de acordo com as escalas de

aumento.

4.1.1.1. Titanio comercialmente puro (Ti-CP)

A seguir estdo expostas andlises micrograficas de superficies de Ti-CP
submetidas ao processo de lixamento, descrita como superficie da amostra 1A
na Tabela 3.1.

Na Figura 4.1, podem ser notadas marcas unidirecionalmente
distribuidas provocadas pelo lixamento, Figuras 4.1(a) e 4.1(b). Este processo
foi realizado em todas as amostras, previamente ao tratamento quimico com
intuito de ser a superficie controle ou referéncia e que simulasse uma

superficie usinada.



60

mag [ | tilt —r % 101}
0 x | -0

0 | 1000 LCE SCar - Inspect S50 | 0 °[ LCE - DEMa

Figura 4.1: Imagens da surface da amostra 1A de Ti-CP lixada, com dois
aumentos no MEV: (a)1000x and (b)10000x (sentido horario).

A amostra 2A, constituida de Ti-CP, apo6s tratamento com &cido
cloridrico apresentou sobre sua superficie uma estrutura com porosidades
distribuidas uniformemente nos aumentos de 1000 a 10000 vezes (Figura 4.2a
a 4.2c), assemelhando-se a estrutura de dimples encontradas em superficie de
fratura de materiais ducteis. Em aumentos superiores, Figura 4.2(d), observa a
formacdo de uma morfologia de alpes da ordem de microns (1 pum) e a
formacédo de porosidade na superficie dos alpes que diminuem fractalmente no
interior dos poros. Os poros fractais formam, portanto, topografia micrométrica
e submicrométrica, neste caso.

Superficie de Ti-CP com morfologia semelhante a da amostra 2A foram
descritas por Buser et al. (1998) para implantes jateados com areia e atacados
com HCI/H,S04[99].
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Figura 4.2: Imagens da surface da amostra 2A (Ti-CP #1500+HCI) em quatro
aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes (sentido

horario).

Analisando as imagens da Figura 4.3a e 4.3b nota-se que em
magnificacdes baixas a superficie da amostra 3A apresenta a formacao de
estrutura porosa uniformemente recoberta por uma camada de material com
aparéncia de esponja observada em aumentos maiores (Figs. 4.3c e 4.3d). A
estrutura porosa foi obtida por meio do ataque com &cido cloridrico e a
estrutura na forma esponjosa, constituida principalmente por titanato de sodio,
foi formada devido ao tratamento alcalino em solugéo de hidroxido de sddio, as
variaveis do procedimento estéo listadas na Tabela 3.1.

A topografia apresentada por essa amostra no mesmo plano
geométrico de andlise apresenta estrutura formada na escala micrométrica e
submicrométrica. Desta forma, a aparéncia de estruturas menores deve-se ao
fato das camadas de esponjas se sobreporem e darem efeito de estruturas

nanometricas, isso pode ser comprovado aumentando o contraste da imagem
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da Figura 4.3 d e gerando, portanto a imagem da Figura 4.3 e, onde
prevalecem caracteristicas, micrométrica e submicrométricas de topografia.

Resultados similares foram obtidos por Nebe et al. (2008) com um
procedimento muito semelhante de tratamento com HCI e NaOH, no entanto,
os autores classificaram a superficie como topografia nanoestruturada que néo
foi adotada neste trabalho, por julgar que as caracteristicas topograficas sao
acima de 100nm.
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Figura 4.3: Imagens da surface da amostra 3A (TiCP#1500+HCI|+NaOH) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000, (d) 30000 vezes e (e)
30000 vezes com aumento da intensidade de contraste (sentido horario).

As imagens da Figura 4.4 apresentam a superficie da amostra 4A
modificada com ataque de acido fosférico. A superficie apresentou porosidades
esféricas e uniformemente distribuidas. Ha a presenca de poros nas escalas de
dimensBes micrométrica e submicrométrica com formacdo de topografia
apresentando distribuicdo geométrica de poros de forma fractal, desde poros
contendo diametros com cerca de 12 pum a poros em torno de 500 nm,
ocasionado pelo ataque com acido. Trata-se de uma superficie que apresenta

topografia micrométrica e submicrométrica.
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Figura 4.4: Imagens da surface da amostra 4A (TiCP#1500+H3P0O4) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes
(sentido horério).
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A amostra 5A da Figura 4.5 apresenta porosidade uniformemente
distribuida sobre sua superficie. Na Figura 4.5d, com 30000 vezes de aumento,
observa-se a formacdo da estrutura em forma de esponja depositada na
superficie devido ao tratamento alcalino. Temos, portanto, uma superficie com
topografia microestruturada porosa e submicroestruturada na forma de
esponja.

Pattanayak et al. (2011) descreveram como camadas nanoestruturadas
a morfologia de superficies de amostras de Ti-CP lixadas com particulas de
SiC na granulometria #400 e tratadas com NaOH a uma concentracdo de 5
mol.L-1 durante 24 horas [100], semelhantes as encontradas na amostra 5A,
gue por sua nao foi classifica aqui como nanotopografica.
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Figura 4.5: Imagens da surface da amostra 5A (TiICP#1500+ H3PO4+NaOH) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes.
(sentido horério).
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Com bases nas micrografias obtidas com o microscopio eletrénico de
varredura das diferentes superficies no Ti-CP foi proposta a Tabela 4.1 para
auxiliar na avaliacdo da existéncia de topografias em trés grandezas
dimensionais micrométricas, submicrométricas e nanométricas distribuidas

uniformemente sobre as superficies das amostras.

Tabela 4.1: Resumo das caracteristicas para as amostras de Ti-CP.

Escala de alteracao das superficies

Amostras
Submicrométrica | Nanométrica
Marcas de lixamento ou
1A N&o N&o N&o deformagdo em um
sentido.
Porosidades, estrutura
2A Sim Sim N&o semelhante a dimples
ou alpes.
Estrutura em forma de
, , . esponjas com
3A Sim Sim Nao .
didmetros com cerca
de 1 pm.
Porosidade esférica
, , 5 com medidas de
4A Sim Sim Nao R
didmetros fractalmente
distribuidos.
Estrutura em forma de
, , N esponjas distribuidas e
5A Sim Sim Nao ]
unidas com cerca de 1
pum

4.1.1.2. Titanio-6Aluminio-4Vanadio (Ti-6Al-4V-ELI)

Na Figura 4.6 (a) observa-se a superficie da amostra 1B apos ser

lixada com lixa #1500 e que apresenta marcas de lixamento e deformacéao,
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proveniente deste processo, maior aumento em (b). O referido processo de
lixamento foi realizado em todas as amostras previamente aos tratamentos

quimicos, e foi utilizada com amostra controle.

Figura 4.6: Imagens da surface da amostra 1B (Ti6AlI-4V #1500) em dois
aumentos no MEV: (a) 1000 e (b) 10000 vezes (sentido horario).

Por meio da Figura 4.7 (a) é possivel observar que o tratamento acido
aplicado a superficie lixada, alterou a morfologia da superficie formando poros
uniformemente distribuidos em 1000X de aumento, amostra nomeada 2B. No
entanto, em maiores aumentos (10000X e 30000X) verifica-se que nao ha

formacé&o de topografia submicrométrica.
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Figura 4.7: Imagens da surface da amostra 2B (Ti6Al-4V #1500+HCI) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes

(sentido horério).

Em adicdo, quando a amostra 2B, tratada com acido, é submetida ao
tratamento alcalino (amostra 3B) ela passa a apresentar uma morfologia
homogénea e organizada sobre a sua superficie, observada entre 1000 a
10000 vezes de aumento, o que configura formacdo de micro e
submicrotopografia em forma de esponja, conforme imagens da Figura 4.8 (a-
c). Por meio da Figura 4.8 (d) € possivel observar que o tratamento alcalino
ndo produziu a formagdo nanotopografica. Resultados semelhantes de
topografia foram encontrados em superficies de amostra de Ti-CP submetidas

ao tratamento alcalino, amostras 3A e 5A.
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Figura 4.8: Imagens da surface da amostra 3B (Ti6Al-4V #1500+HCI+NaOH)
em quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes

(sentido horério).

O tratamento 4B provocou a superficie da amostra lixada, formacéo de
poros homogeneamente distribuidos para 1000 e 5000 vezes de aumento.

Observando com 10000 vezes de aumento nota-se a presenca de
algumas estruturas em forma de linha distribuida sobre a superficie
homogeneamente. Desta forma, a amostra 4B apresentou microtopografia,
porém ndo apresentou caracteristicas nanométricas organizadas, conforme

imagens pertencentes a Figura 4.9.
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Figura 4.9: Imagens da superficie da amostra 4B (Ti6Al-4V #1500+H3P0O,4) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes
(sentido horério).

As imagens da Figura 4.10 referem-se a amostra 5B onde aparece sua
superficie uniformemente recoberta com uma estrutura homogénea em forma
de esponja distribuida apresentando topografia nas dimensdes micro e

submicrométricas.
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Figura 4.10: Imagens da superficie da amostra 5B (Ti6Al-4V
#1500+H3PO4+NaOH) com quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c)
10000 e (d) 30000 vezes (sentido horario).

Com bases nas micrografias obtidas com o microscépio eletrénico de
varredura das diferentes superficies no Ti-6Al-4V foi proposta a Tabela 4.2 para
auxiliar na avaliacdo da existéncia de topografias em trés grandezas
dimensionais, a saber, micrométricas, submicrométricas e nanométricas

distribuidas uniformemente sobre as superficies das amostras.

Tabela 4.2: Resumo das caracteristicas para as amostras de Ti-6Al-4V.

Escala de alteracdo das superficies

Amostras . . o "
—- Submicrométrica | Nanométrica | Caracteristicas

Marcas de
lixamento ou
deformacdo no
sentido.

1B Nao Nao Nao
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Porosidade sem
N 5 5 formacéo de
2B Nao Nao Nao ]
topografia nestas
escalas.
Estrutura em
forma de
3B Sim Sim N&o esponjas com
diametros com
cercade 1 pum.
. 5 5 Porosidade ou
4B Sim Nao Nao . .
pits aleatorios.
Estrutura em
forma de
. . . esponjas
5B Sim Sim Nao o
distribuidas e
unidas com cerca
de 1 um

4.1.1.3. Titanio-6Aluminio-7Nidbio (Ti-6Al-7Nb)

A Figura 4.11 contém a superficie da amostra 1C onde se observam
algumas linhas de deformacao e de lixamento sobrea superficie. Este processo

foi realizado em todas as amostras previamente ao tratamento quimico.
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Figura 4.11: Imagens da superficie da amostra 1C (Ti6AlI-7Nb #1500) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes
(sentido horario).

A Figura 4.12 mostra que o tratamento com acido cloridrico aplicado a
superficie 2C alterou a morfologia da superficie uniformemente no aumento de
1000X. No entanto, em maiores aumentos (10000X e 30000X) a superficie da
amostra passa a nao ter morfologia homogénea, ou seja, ndo ha topografia na
escala nanométrica, conforme, Figura 4.12.
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Figura 4.12: Imagens da surface da amostra 2C (Ti-6Al-7Nb #1500+HCI) em
guatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes

(sentido horério).

Com base na Figura 4.13, observamos a superficie da amostra 3C.
Nota-se a formagédo de uma estrutura porosa em menores aumentos, portanto
ha caracteristicas microtopograficas. Para aumentos maiores aparece a

formacdo de uma estrutura nanométrica homogeneamente distribuida na forma
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de “coral” ou “colméia de abelhas” com tamanho de poros ao redor de 100 nm.
Essa modificacdo de superficie apresenta a formagdo de microtopografia e
nanotopografia em Ti-6Al-7Nb como pode observado com 30000 vezes de
aumento ao MEV.
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Figura 4.13: Imagens da surface da amostra 3C (Ti-6Al-7Nb
#1500+HCI+NaOH) em quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000

e (d) 30000 vezes e (e) ampliada do original (sentido horario).

De acordo com a Figura 4.14 houve a formagdo de porosidade

distribuida homogeneamente sobre a superficie da amostra 4C, formando uma
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microtopografia. Em aumentos maiores verifica-se a presenga de estrutura em
forma de linhas (listrada), podendo, portanto, observar caracteristicas
nanométricas de topografia.
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Figura 4.14: Imagens da superficie da amostra 4C (Ti-6Al-7Nb #1500+H3PO,)
em quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes

(sentido horério).

A superficie da amostra 5C, onde se observa a formacdo de uma
estrutura porosa com aumentos de 1000 e 5000 vezes, pode ser vista na
Figura 4.15 (a) e (b). Em maiores aumentos observa-se a formacdo de uma
estrutura em forma de corais ou colmeias de abelha distribuida uniformemente
sobre a superficie da amostra 5C. Na Figura 4.15 (e) com 50000 vezes de
aumento é possivel observar que a superficie apresenta estruturas porosas em
formas de coral com diametros com cerca de 100 nm que se repetem
homogeneamente sobre a superficie da amostra. Portanto, a amostra 5C

apresenta topografia em escalas micrométricas e hanométricas.
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Figura 4.15: Imagens da superficie da amostra 5C (Ti-6Al-7Nb
#1500+H3PO4+NaOH) em cinco aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c)
10000, (d) 30000 e (e) 50000 vezes (modificada do original) (sentido horario).

Com bases nas micrografias obtidas com o microscépio eletrénico de
varredura das diferentes superficies do Ti-6Al-7Nb foi proposta a Tabela 4.3
para auxiliar na avaliacdo da existéncia de topografias em trés grandezas
dimensionais: micrométricas, submicrométricas e nanomeétricas, distribuidas
uniformemente sobre as superficies das amostras.

Oliveira e Nanci (2004) obtiveram apdés um tratamento simples com
H,S04/H,0, superficies em Ti-CP e Ti-6Al-4V com morfologias semelhantes as

encontradas nas amostras 3C e 5C. H4 diferencas com relacdo ao tamanho de
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poros, no entanto,

comportamentos biologicos de interesse [8].

ambas apresentaram nanotopografias e induziram

Tabela 4.3: Resumo das caracteristicas para as amostras de Ti-6Al-7Nb.

Amostras

1C

Escala de alteracao das superficies

Submicrométrica

Nanométrica

Caracterisitcas
morfolégicas

N&o

Marcas de
lixamento ou
deformacdo em um
sentido.

2C

Sim

Sim

Formacéo de pits
nas escalas micro
e submicro

3C

Sim

Sim

Estrutura em forma
de coral
homogénea, poros
de 100 nm ou
maiores.

4C

Sim

Sim

Porosidades
micrométricas e
listras entre cerca
de 100 nm.

5C

Sim

Sim

Sim

Estrutura em forma
de coral
homogénea com
poros menores de
100 nm

4.1.2. Rugosidade

Neste trabalho foi também incluido os valores de Rugosidade média R,

para auxiliar na exposicéo dos resultados e nas discussoes.
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Os resultados encontrados nas Figs. 4.16 a 4.18 referem-se aos
graficos distribuidos para cada material apés diferentes tratamentos de
superficie.
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Figura 4.16: gréafico representando as medidas de rugosidade, R, e R, para as
amostras de Ti-CP.
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Figura 4.17: gréfico representando as medidas de rugosidade, R, e R, para as
amostras de Ti-6Al-4V.
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Figura 4.18: gréfico representando as medidas de rugosidade, R, e R, para as
amostras de Ti-6Al-7Nb.

O parametro R, para medida de rugosidade média € amplamente
utilizado em estudos referentes a superficie de biomaterais e a partir dos
valores desta propriedade, podemos ter uma classificagdo proposta por
Albrektson e Wennerberg (2004) quanto as condicbes de rugosidade da
superficie, conforme se segue [101]:

o Lisa: definida com medidas de R, menores que 0,5 pm. Implantes
com superficies polidas possuem essa caracteristica.

o Minimamente aspera: definida no intervalo de R, entre 0,5 e 1,0
pm. Estdo contidas as superficies usinadas de implantes.

o Moderadamente aspera: valores de R, compreendidos entre 1,0 e
2,0 um. Implantes atacados com acido, anodizados ou jateados se enquadram
nesta categoria.

o Aspera: valores de R, maiores que 2,0 um. Implantes tratados

com spray de plasma possuem valores desta magnitude.

A literatura sugere que o aumento de rugosidade tende a possibilitar
maior adesédo de células, porém, os resultados evidenciam que a existéncia de
rugosidade na escala nanométrica apresenta respostas celulares mais

pronunciadas [102].

4.1.3. Area efetiva da superficie

Os tratamentos das superficies dos materiais estudados provocaram
aumento da area superficial devido ao aumento da rugosidade das amostras
modificadas durante os experimentos.

Com auxilio de um microscépio confocal a laser foi possivel calcular

uma regido da amostra de 643 um X 643 pum o que corresponde a area de
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413449 um?. A éarea efetiva, medida, refere-se a éarea equivalente a um
guadrado com aresta de 643 um e a é&rea obtida com o microscépio
corresponde aproximadamente a area da superficie do material levando em
consideracao as irregularidades ou diferentes morfologias presentes, ou seja,
devido a existéncia de rugosidade ou topografia.

No entanto, a limitacdo da medida deve-se a resolucdo do
equipamento que consiste em cerca de 0,2 um e que possibilita concluir que o
equipamento ndo distingue bem as caracteristicas nanométricas e portanto os
valores atribuidos as area da superficie sdo restrito as escalas submicro e
micrometricas.

Na Tabela 4.4 estdo listados os resultados referentes a area medida
pelo microscopio confocal a laser e as porcentagens de aumento da area com
relacdo a area da superficie projetada em um plano. De forma correspondente
temos os resultados em porcentagem de aumento da area das superficies
projetados na Figura 4.22.

Com esses resultados verifica-se que a amostra 2A possui um
aumento pronunciado de area (108%) e que as amostras da liga Ti-6Al-7Nb de
forma geral tiveram aumentos de area pronunciados. Além disso, a amostra 5B

teve a area aumentada em 54%, maior variacao para a liga Ti-6Al-4V.

Tabela 4.4: Areas da superficie e a porcentagem de aumento com relagéo a
area geométrica do plano, medidas com microscopio confocal a laser para

todas as amostras do estudo.

: _ % de aumento da
Amostras Area da superficie area geomeétrica
1A 432685 5
1B 434937 5
1C 426754 3
2A 861880 108
2B 496158 20
2C 720885 74
3A 585654 42
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3B 530522 28
3C 696254 68
4A 527958 28
4B 523803 27
4C 691780 67
5A 558704 5

5B 628109 52
5C 596638 44

W Ticp

I Ti-6Al-4V

Aumento de area (%)

40 +

B Ti-6Al-7Nb

1 2 3 4 5
Amostras

Figura 4.19: Porcentagem de aumento das areas de todos os materiais e todos

os tratamentos de 1 a 5 descritos na Tabela 3.1.

4.1.4. Composic¢do quimica

A caracterizagdo de superficie por meio de microanalise com EDS
(espectroscopia com energia dispersiva de raios-X) foi realizada em cada uma
das superficies das amostras para a verificagdo da existéncia dos elementos

contaminantes utilizados nos tratamentos quimicos.
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Os resultados revelaram os elementos das composi¢des nominais com
adicao das contaminacdes provenientes dos ataques acidos: presenca de cloro
devido a incorporacdo de cloretos e de fosforo proveniente do atague com
acido fosférico. Os tratamentos alcalinos causaram a incorporacgéo de sédio as
superficies e a incorporacdo do elemento calcio, possivelmente oriundo da
agua utilizada para preparar as solucoes.

ApGs a conclusdo dos ensaios com as células osteoblasticas, com 15
dias de incubacéo, as células foram removidas da superficie e transferidas para
a etapa de avaliagdo com RT-PCR. As amostras foram entdo lavadas com
agua deionizadas e as microanalises com EDS foram realizadas nas
superficies para avaliar em adicdo os reflexos dos ensaios in vitro sobre
composi¢ao quimica das superficies. De acordo com as Figuras 4.20, 4.21 e
4.22 houve a ocorréncia do aumento da incorporacdo do elemento célcio sobre
as superficies das amostras 3A, 3B, 3C, 5A, 5B e 5C, ou seja, daquelas
atacadas com acido (HCI ou H3PO,) e tratadas alcalinamente com NaOH.

Com isso, € dificil certificar a origem do calcio ligado a superficie,
podendo ser proveniente tanto de contaminacdo da agua utilizada durante o
tratamento com NaOH, mas pode ser proveniente de uma possivel
mineralizacdo Ossea realizada pelos osteoblasticos, como sugerido pelos
resultados de EDS, Figuras 4.20, 4.21, 4.22, que apontam um aumento da
concentracdo de calcio apds o0s ensaios com cultura de osteoblastos.
Assumindo esta hipdtese correta, pode-se perceber que nestas amostras a
expressdo génica de ALPL foi consideravelmente elevada, o que torna essa
hipétese elegivel. Outros autores reportaram esse fenbmeno de osteogénese
em ensaios com células in vitro [103]. No entanto, como ja havia a
contaminacao com calcio nas amostras anteriormente a realizacdo dos ensaios
in vitro, analises minuciosas devem ser executadas para o esclarecimento
deste evento.

Observando as microandlises realizadas com as analise com EDS nas
Figuras 4.20, 4.21 e 4.22, é possivel observar que de forma geral, os

tratamentos alcalinos provocaram um acréscimo da concentracdo de oxigénio.
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Figura 4.20: Composicao quimica via EDS nas amostras (a — d) 2A, 3A, 4A, 5A,

respectivamente.

Com base na Figura 4.21, os processos de modificacdo ndo causaram
aumento da difusdo de vanadio, ocorreu somente a presenca de tracos deste

elemento na liga Ti-6Al-4V apods andlise via EDS.
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Figura 4.21: Composicao quimica via EDS nas amostras (a — d) 2B, 3B, 4B, 5B,

respectivamente.

Por outro lado o elemento nidbio que ndo apresenta citotoxicidade foi
encontrado em quantidades apreciaveis ap6s os tratamentos de superficie

utilizados, como pode ser vista na Figura 4.22.
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Figura 4.22: Composi¢cfes quimicas via EDS nas amostras (a-d) 2C, 3C, 4C,

5C, respectivamente.

4.1.5. Angulo de contato ou molhabilidade

Todas as amostras foram caracterizadas com relacdo a molhabilidade
com agua deionizada medindo-se o angulo de contato formado com agua na
superficie das amostras. Na Figura 4.23 estdo ilustradas como exemplo
imagens das gotas de agua deionizada em contato com as superficies 2A (Fig.
4.23 (a)) e 5C a direita (Fig. 4.23 (b)). Foram realizadas duas medidas em cada
amostra dos angulos de contato em ambos os lados da gota entre a superficie
das amostras e a agua, conforme visto na Figura 4.23 o esquerdo e o direito
ap6s 60 segundos de ensaio. Esse periodo foi considerado para aguardar a
estabilizacdo momentanea da gota sobre a superficie, a variacdo do angulo de
contato de 0 a 60 segundos para a amostra 5C pode ser observada na Figura
4.24, onde nota-se o decréscimo de um angulo de contato médio por vota de
100° com 2 segundos de ensaio e apds 60 segundos foi reduzido a 40° devido

as interacles eletrostaticas com a superficie exemplificada.
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4 @) L(b)

Figura 4.23: Gota de agua deionizada sobre a superficie da amostra 2A e 5C

nos ensaios de molhabilidade para determinar o &ngulo de contato medio.

O angulo de contato utilizado para caracterizar cada amostra e que foi
utilizado para compor o grafico da Figura 4.24 equivale, portanto, a média de
duas medidas por amostra que representam por sua vez a média dos angulos
médios dos lados esquerdo e direito de cada gota da figura abaixo apds 60

segundos de ensaio.

Amostra 5C
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;
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lo de contato médio
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Figura 4.24: O angulo médio observa-se o formato da gota de agua (miliQ)
com aproximadamente 4,0 uL sobre as superficies com diferentes tratamentos
guimicos. As medidas foram realizadas com auxilio do software (KSV Contact

Angle Measurement System).

Com esse ensaio € possivel investigar o comportamento das
superficies estudadas com relacdo hidrofilicidade ou hidrofobicidade da

amostra e desta forma correlacionar principalmente com a etapa de adesao
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das células osteoblasticas e portanto a expressdo de osteopontina, importante
proteina nesta etapa de interacdo osteoblasto/material. Pesquisas vém
demonstrando que comportamento predominantemente hidrofilico tem
promovido maior adesao celular [53,54,104].

No grafico da figura 4.25 pode-se observar que para todas as amostras
o comportamento foi predominantemente hidrofilico, uma vez que os angulos
medidos durante 0os ensaios ndo ultrapassaram 90° apés 60 segundos, periodo
para estabilizacdo da gota.

As amostras nomeadas por 3 e 5 para os trés materiais (A, B e C)
apresentaram maior hidrofilicidade comparadas as amostras 2 e 4, como poder
ser observado no gréafico da Figura 4.28. Esse fato era esperado e pode ser
explicado devido ao tratamento alcalino provocar a formagdo de Ti-OH nas
superficies do titanio e de suas ligas [41].

As amostras 2A, 2B e 2C apresentaram comportamento pouco
hidrofilico, que pode ser explicado pelo aprisionamento de ar favorecido pela
rugosidade das amostras, conforme exemplo abaixo [105,106].

A figura ilustra que o aumento da amplitude da rugosidade provocou o
aumento do angulo de contato [105].

a b c

Figura 4.25: Esquema de gotas sobre superficie com texturas. Comportamento

no caso do (a) modelo de Wanzel (b) e (c) modelo de Cassie-Baxter [105].

O comportamento hidrofilico pode ser intensificado com a formacéo da
camada de titanato de sédio na superficie do material apés o tratamento

alcalino com NaOH, formando as amostras 3A, 3B e 3C, portanto.
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Figura 4.26: Angulos de contato de todas as amostras testadas.

4.1.6. Respostas Bioldgicas

As respostas biologicas buscaram avaliar os niveis de expressao
génica dos osteoblastos apos respectivamente 7 e 15 dias de cultura sobre as
diferentes superficies nos trés materiais estudados. Os resultados estédo
relatados na forma de graficos, expostos nas Figuras 4.27 a 4.33, nas quais
podem ser verificados os diferentes genes codificados por ALPL, SPP1,
RUNX2, CollAl, Col3Al, SPARC, relacionados aos processos de
osteoconducéo e do gene RPL13 (denominado housekeeping, gene guardiéo,
gue possui a funcdo de normalizar os valores do ensaio) como referéncia para
0 ensaio em real time RT-PCR.

Observa-se nas Figuras 4.27 a 4.33 que as amostras 1A, 1B e 1C néo
aparecem nas legendas; isso se deve ao fato das superficies pertencentes a
estas amostras serem adotadas como controle, ou seja, todas as andlises
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realizadas para cada material sdo relativas a essas amostras de referéncia ou
superficie controle. Em outras palavras, pode-se dizer, por exemplo, que o
gene codificado como RUNX2 que atingiu um valor igual a log 1,0 no grafico
apresenta um nivel de expressao génica desse referido gene 10 vezes superior
ao nivel encontrada pela superficie controle.

Neste trabalho, foram investigadas as respostas celulares em quatro
diferentes superficies desenvolvidas a partir de tratamentos quimicos em
comparacao com as superficies controle (somente lixadas, amostras 1A, 1B e
1C), simulando uma superficie usinada. Todos os tratamentos foram aplicados
em trés materiais a base de titanio contendo as seguintes composi¢des
nominais: Ti-CP, Ti-6Al-4V-ELI, Ti-6Al-7Nb.

As respostas celulares relativas a expressao génica é uma forma de
avaliar o potencial de osteoconducdo das células, uma vez que a analise traz
respostas com relacdo as expressdes génicas dos osteoblastos sobre
diferentes superficies e avalia a sequéncia ou a ordem das expressdes bem
como as quantidades relativas destas expressdes, sendo assim possivel
observar a tendéncia de comportamento dos osteoblastos perante as diversas
superficies.

De acordo com a definicho proposta por Albrektson e Johansson
(2001) a osteoconducdo esta atrelada ao crescimento do osso sobre uma
superficie de um determinado materiail [13].

A Figura 4.27 traz respostas sobre as amostras constituidas de Ti-CP.
As amostras 2A e 4A, apresentaram em 7 dias de cultura celular valores de
expressdo de SPP1 (osteopontina, importante para a etapa de adesdo das
células) mais elevados que as amostras 3A ou 5A, mesmo possuindo menor
hidrofilicidade. No entanto, isso pode ser explicado, pelo fato da amostra 2A
ter, em comparacdo as demais, area efetiva de sua superficie aumentada
drasticamente (acima de 100%), além do aumento da rugosidade, conforme
Tabela 4.4 e Figura 4.16, o que pode ter induzido a expressao elevada de
osteopontina pelas células [64,66]. Em adicdo, a amostra 4A, que também
apresentou niveis elevados de SPP1, contém fésforo ou fosfato incorporados a

superficie, o que pode ser a causa da expressdao do referido gene, fato
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reportado com resultados de tratamento com &cido fosforico no trabalho de
Park et al. [14].
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Figura 4.27: Analise da expressao génica de osteoblastos humanos (HOb) em
cultura in vitro sobre discos de Ti-CP grau Il com diferentes modificacfes de
superficie (2A, 3A, 4A, 5A) apos sete dias.

Apoés 15 dias de cultura as amostras da Figura 4.28 apresentaram
expressao génica de RUNX2 superiores, principalmente as amostras 3A e 4A o
gue pode ser explicado pela topografia favoravel em ambas as amostras,

conforme Tabela 4.1.
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Figura 4.28: Analise da expressao génica de osteoblastos humanos (HOb) em
cultura in vitro sobre discos de Ti-CP grau Il com diferentes modificacfes de

superficie (2A, 3A, 4A, 5A) apods quinze dias.

De acordo com as Figuras 4.29 e 4.30 a amostra 2B apresentou
expressao génica inferior para todos os genes analisados em comparacao a
amostra 1B, a controle. Este fato decorre provavelmente do fato do ataque
acido com HCI néo ter provocado a corrosao uniforme da superficie do material
Ti-6Al-4V, liga composta pela presenca de fases alfa mais beta que possuem
potenciais quimicos diferentes. A consequéncia foi a ndo formacdo de uma
topografia (rugosidade isotrépica) na escala observada, além da ocorréncia da
formacdo de rugosidade que pode nado ter favorecido o aumento da
hidrofilicidade (Fig. 4.26), conforme modelos apresentados na Figura 4.24, o
gue culminou em um comportamento muito pouco efetivo com relacdo a
pretendida osteoconducéo e possivel mineralizacdo 6ssea no tempo estudado.

Observa-se que as amostras 3B, 4B e 5B, Figura 4.29, apresentam
niveis elevados de expressao génica referente a SPP1, osteopontina,
importante proteina produzida pela célula durante a etapa da adesé&o celular.

Essa consideracdo pode ser explicada pelo fato do tratamento alcalino ter
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aumentado a hidrofilicidade da superficie tratada tanto com acido cloridrico
como &cido fosférico previamente ao tratamento com NaOH, e ter, portanto,
induzido a expresséo deste gene vinculado a adeséo celular nas amostras 3B e
5B. Em adicdo, o tratamento realizado com acido fosférico, amostra 4B,
também induziu niveis elevados de expressdo de osteopontina apesar de
moderada hidrofilicidade, angulo de contato igual a ©=63°, 0 que sugere que a
amostra apresenta incorporacdo de fosforo ou fosfatos na sua superficie,
proveniente do ataque com H3PO4 0 que pode explicar a expressao de
osteopontina [88]. Essa consideracdo esta em acordo com resultados
encontrados com Park et al. (2010) que avaliaram a expressdo de osteopontina
em superficies tratadas com acido fosférico em diferentes condigbes e
encontraram a correlacdo entre aumento da expressdo génica de SPP1 em
amostras tratadas hidrotermicamente com acido fosférico [14].

Os resultados para a liga Ti-6Al-4V demonstram que o ataque realizado
com acido fosférico combinado com NaOH causou um decréscimo esperado de
© (Figura 4.26), ou seja, um aumento do comportamento hidrofilico da
superficie associado a um aumento da area efetiva da superficie (Tabela 4.4),
sugerindo serem estas as causas do aumento da expressdo de osteopontina e
a formacédo de uma topografia serem as responsaveis pela expressao génica
de RUNX2 e de ALPL superiores aos encontrados pela amostra 1B,
sinalizando uma possivel atividade osteogénica aos 7 dias de cultura de

osteoblastos humanos no ensaios in vitro, conforme Figura 4.29.
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Figura 4.29: Analise da expressao génica de osteoblastos humanos (HOb) em
cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-4V com diferentes modificacbes de

superficie (2B, 3B, 4B, 5B) apoés sete dias.

A Figura 4.30, com 15 dias de incubacéo sobre as superficies da liga
Ti-6Al-4V, mostra que as respostas das expressdes génicas dos osteoblastos
sobre as amostras 3B e 5B foram consideravelmente maiores que as demais o
gue sugere a maior osteocondutividade a estas amostras ap0s os tratamentos
utilizados. Isso pode ser explicado devido a formacéo de topografia (rugosidade
isotrépica) micrométrica que pode ter induzido a expressdo de RUNX2 seguida
pela expressao de ALPL [70,107,108].
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Figura 4.30: Analise da expressao génica de osteoblastos humanos (HOb) em
cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-4V-ELI com diferentes modificacées de

superficie (2B, 3B, 4B, 5B) apods sete dias

Resumidamente, apo0s analise das modificacbes executadas no
material Ti-6Al-4V e conforme os resultados encontrados, observa-se que as
amostras 3B e 4B foram mais eficazes haja vista as expressdes elevadas de
SPP1 com 7 dias e de RUNX2 e ALPL com 15 dias o que sugere um
comportamento osteocondutivo da superficie dessas amostras comparado aos
da superficie controle (1B).

Paralelamente, analisando os tratamentos sobre as superficies da liga
Ti-6Al-7Nb, podemos afirmar que eles foram muito eficientes, haja visto, os
comportamentos fisico-quimicos encontrados nas superficie das amostras 2C,
3C, 4C e 5C e as respectivas respostas bioldgicas que corroboram com estas
analises.

Na literatura ha resultados comparando respostas celulares in vitro
entre Ti-6Al-7Nb e Ti-CP, utlizando-se células similares aos osteoblastos
humano (SaOS-2 cells) na qual a liga citada, contendo aluminio e niébio,

promoveu respostas boas quanto a espraiamentos celulares, sinteses de



93

fibronectina e osteopontina em ambos os métodos de andlise, tanto através de
MRNA quantificado via PCR quanto através da avaliacdo in situ dos niveis de
proteinas sintetizadas sobre as superficies dos dois materiais, Ti-CP ou Ti-6Al-
7Nb [65]. Os resultados demonstraram que a liga possui respostas bioldgicas
superiores mesmo quando comparada ao Ti-CP, possuindo os dois materiais o
mesmo tratamento de superficie, polimento seguido por um jateamento com
alumina (50 pum) [65].

Em outro estudo, amostras de Ti-6Al-7Nb passaram por diferentes
processos de lixamento e apresentaram superficies contendo riscos
provocados por abrasivos com diferentes granulometrias: #180, #400 e #1200.
O valor de R, igual a 0,2435 +0,0690 foi medido na amostra lixada com lixa
#180, a mais aspera, sendo aquela que apresentou respostas superiores com
relacdo espraiamento e proliferacédo celulares, no entanto, a adeséo foi pouco
influenciada pela rugosidade [64].

Analisando as respostas dos osteoblastos para as amostras da liga Ti-
6Al-7Nb, todas elas apresentaram niveis de expressdo génica consideraveis
com 7 dias de cultura celular. Porém, com 15 dias as amostras que mantiveram
niveis elevados de expressao génica sdo: 3C, 4C e 5C. As respostas dos
osteoblastos foram induzidas provavelmente pela presenca de estruturas nas
escalas submicrométricas (4C), mas, principalmente nanométricas (3C e 5C)
formando, portanto nanotopografias de interesse (Figuras 4.13 e 4.15) e que
aparentam ter influéncia significativa na expressdo de RUNX2 seguida pela
expressdo de ALPL e das proteinas colagenosas (COL1A1 e COL3Al) com
base nos resultados encontrados nos ensaios de RT-PCR ap6és 7 e 15 dias das
amostras de Ti-6Al-7Nb, conforme Figuras 4.31 e 4.32. Resultados que
corroboram com esta analise foram encontrados por You et. al (2010) e Gredes
et. al (2012) [109,110].
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Figura 4.31: Andlise da expressao génica de osteoblastos humanos (HOb) em
cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-7Nb com diferentes modificacdes de
superficie (2C, 3C, 4C, 5C) apos sete dias.

Adicionalmente, é importante salientar que para as amostras avaliadas
na Figura 4.31 houve indicios da expressao génica de osteonectina, codificada
como SPARC, o que pode ser um sinal da ligacédo destas proteinas aos cristais
de célcio presentes no 0sso, sinal do estagio avancado de mineralizacdo 6ssea
[111].

De forma geral, pode-se observar que 0s tratamentos propostos
influenciaram os processos celulares nos estagios que antecedem a fixacao
biologica. Foi observada uma sequéncia de eventos relacionados a expressao
génica dos osteoblastos humanos em ensaios in vitro sobre as diferentes

superficies contendo distintas propriedades fisico-quimicas.
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Figura 4.32: Analise da expressao génica de osteoblastos humanos (HOb) em
cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-7Nb com diferentes modificacoes de

superficie (2C, 3C, 4C, 5C) apos quinze dias.

Os resultados sugerem que 0s comportamentos predominantemente
hidrofilicos e as incorporacdes de fosfatos além do aumento da area efetiva,
aparentam influenciar a expressdo génica de SPP1 — osteopontina. Diversos
autores avaliaram a quantidade de células relacionadas aos eventos de
formacédo Ossea e foi possivel constatar que em 7 dias de cultivo a maioria das
células estavam aderidas ou a expressao de osteopontina ja atingira o0 maximo,
ambos os sinais do processo de adeséao [14,112].

Em adicéo, os resultados sugerem que a formacao de topografia teve
influéncia na expressao génica de RUNX2, gene chave para manter 0s
osteoblastos em homeostases (equilibrio bioldgico) e induzir as expressdes
génicas no sentido da osteoconducao, a se confiar nos resultados obtidos com
relacdo as expressbes das proteinas, sinalizando eventos de mineralizacao
O0ssea, como expressdo de ALPL, como pode ser observada na analise
realizada por outros autores [14,112] e por meio da expressdo génica de
SPARC, que atingiu o maximo apoés 14 dias na andlise realizada por Neel et al.
(2013) [113].
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Principalmente a formacao de topografias nas superficies das amostras
4A, 2C, 4C apdbs os respectivos ataques acidos conferiram a essas amostras
superficies com dimensfes fractais que aparentam ter influenciado nas
respostas celulares e podem ser levadas em consideracdo na busca de uma
superficie altamente osteocondutiva e osteogénica [21,37,114,115].

De qualquer maneira, h4 muito que se elucidar a respeito da
manipulacdo das propriedades fisico-quimicas para potencializar as respostas
celulares e provocar a fixacdo assintomatica de implantes em um cada vez
mais curto periodo de tempo, traduzindo assim em incontéveis beneficios aos
pacientes.

Ao final, com intuito de orientar os efeitos das diferentes variaveis
contidas nas superficies com relacéo as respostas bioldgicas, esta proposto um
Diagrama de Ishikawa ou Causa e Efeito. Neste caso, temos os efeitos das
propriedades superficiais nas respostas biolégicas das células, para que possa
guiar as modificacbes superficiais no sentido que possibilitem em ultima

instancia a osseointegracao, Figura 4.33.
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Figura 4.33: Diagrama de causa e efeito (Ishikawa) dos processos que

antecedem o fenbmeno de osseointegracgao.
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5. CONCLUSOES

Os tratamentos realizados atingiram o0s objetivos de alterarem as
caracteristicas fisico-quimicas de Ti-CP, Ti-6Al-4V-ELI e Ti-6Al-7Nb, de tal
forma a obter-se uma combinacdo de propriedades que podem ser
correlacionados aos eventos de expressdes génicas em osteoblastos humanos
a partir de 7 e 15 dias de cultura in vitro.

A hidrofilicidade, a area efetiva e a incorporacéo de fosfatos aparentam
regular a expressao de osteopontina nos estagios iniciais de cultura de
osteoblastos humanos.

A formacdo de topografias em escalas micrométricas,
submicromeétricas e principalmente nanométricas sugerem ter influéncia sobre
a expressdao de RUNX2 e de ALPL e na sequéncia dos processos de
osteoconducao.

As medidas de rugosidade entre as amostras nao apresentaram
diferencas significativas e mesmo assim as amostras apresentaram
comportamentos distintos, o que denota a baixa correlacdo da rugosidade
guando comparada a topografia com relacdo aos eventos celulares estudados.

Quanto as medidas de rugosidade, as amostras apresentaram
comportamento classificado como liso ou minimamente aspero e influenciaram
nas respostas dos osteoblastos, esse resultado sugere que a inducdo de
comportamentos osteocondutivos das superficies se da em uma escala de
dimensé&o deveras reduzida.

Os tratamentos acidos associados ao alcalino demonstraram ser
eficientes para o processo de osteoconducdo, uma vez que as expressdes
génicas de proteinas relacionadas aos processos de osteogénese foram
elevadas nessas superficies para os trés materiais.

O ataque &acido simples com H3PO,, apesar de possuir poucas
referéncias na literatura com essa aplicacdo aparentou ter influéncia na

expressdo do gene SPP1, devido a incorporagdo de fosfatos e influenciou a
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expressdo de RUNX2, devido provavelmente a formacdo de topografia, com
dimenséo fractal.

A combinagdo de um comportamento altamente hidrofilico,
moderadamente aspero com aumento de area efetiva associado a uma
nanotopografia homogeneamente distribuida sobre a superficie da amostra de
Ti-6Al-7Nb atacada com &cido cloridrico e tratada alcalinamente (amostra 3C),
provocou elevados niveis de expressao génica, sugerindo um comportamento
altamente osteocondutivo comparado aos demais tratamentos. Resultados
semelhantes foram encontrados para a amostra atacada com acido fosforico e

tratada alcalinamente (amostra 5C).
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6. Sugestdes para trabalhos futuros

o Aperfeicoar os parametros dos tratamentos quimicos propostos.

o Explorar novos tratamentos quimicos que privilegiem a
incorporacao de ions presentes no meio fisiolégico.

o Comparar outros processos de modificacdo quanto as respostas
celulares.

o Realizar ensaios in vitro com células osteoblasticas para verificar
in situ os fendbmenos de adesédo, espraiamento, proliferacdo, mineralizacao
0ssea, etc.

o Avaliagbes in vivo podem ser requeridas para melhor
interpretacéo dos fenbmenos e da validacéo da proposta.

o Obtencao de topografias diferentes na mesma escala (preferéncia
nanomeétrica) para comparar aquela que aparenta induzir determinadas

respostas bioldgicas (expressdo de RUNX2, por exemplo).
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APENDICE A

o CELULAS ESTAMINAIS MESENQUIMAIS: células indiferenciadas com
capacidade de multiplicacéo e auto renovacdo e que podem diferenciar-se em
outras linhagens, como em osteoblastos, por exemplo.

. CELULAS OSTEOBLASTICAS OU OSTEOBLASTOS*: células de
origem mesenquimal interessadas na formacgéo do tecido 6sseo.

. CITOTOXICIDADE: toxicidade provocada a célula, por exemplo, pela
liberacdo de ions toxicos pelos implantes.

o EXPRESSAO GENICA: é o provesso pelo qual a informacéo contida no
gene é usada para a “montagem” da molécula de proteina.

o GENE*: todo fator hereditario; a menor unidade de transmissdo de
caracteres hereditarios considerados como particulas ultramicroscopicas,
capazes de auto reproducdo e imitacdo, que ocupa um lugar definido no
cromossomo. Todo gene conhecido € modificado do desenvolvimento e
considerado agente celular fisiolégico que atua como centro de atividade

guimica especifica.

o IMPLANTACAO*: colocacéo de alguma substancia dentro dos tecidos do
organismo.
o IMPLANTES: material natural ou sintético inserido no interior de algum

tecido do organismo.

o OSTEOCLASTO*: uma das grandes células multinucleadas encontradas
em associacdo com a reabsorcéo 6ssea.

o PRIMERS: pedacos de DNA sintéticos.

o SUBCONFLUENCIA: estagio de crescimento celular no qual as células
atingem uma determinada porcentagem de cobertura do fundo do frasco no
gual estdo sendo cultivadas as células. Estd associada ao estagio de finitude
da proliferacédo celular..

o TRIPSINIZAR: método para desprender as células do substrato onde

estao aderidas.
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*extraido de DICIONARIO MEDICO ILUSTRADO. Editor Edmondo Andrei.
Copyright. The McGraw-Hill Book company Inc. 1970. 1104 pgs.
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APENDICE B

Rugosidade, algumas defini¢des:

Quando se trata de medidas de rugosidade, referimo-nos aos desvios
em relacdo a forma ideal de um determinado corpo. E imprescindivel, portanto,
usar uma forma ideal como a linha de referéncia, que no caso adotado neste
trabalho € a linha média [116].

A linha média é definida como uma linha disposta paralelamente a
direcdo do perfil, dentro do percurso de medicéo (I) de modo que a soma das
areas superiores sejam exatamente iguais a soma das areas inferiores,

ilustrado na Figura B.1.
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Figura B.1: esquema de representacéo da linha média (extraido de [116]).
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Percurso inicial (I,) é a primeira parte do trecho apalpado e que é
descartada para o calculo da rugosidade por ser o trecho que contém
oscilacbes de medida.

Percurso de medicao (I) trata-se da extenséo do trecho util do perfil
de rugosidade projetado sobre a linha média.

Comprimento de amostragem (le) € tomado como um quinto do
percurso de medicéao.

Percurso final (I,) € a dltima parte do trecho apalpado descartado por
conter provaveis oscilagfes e amortecimentos intrinsecos ao ensaio.

Percurso de apalpamento (I) € a soma dos percursos: inicial,
medicao e final.

Todas essas variaveis estao ilustrados no esquema da Figura B.2.
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Figura B.2: Percurso de apalpamento para a medicdo de rugosidade (extraido
de [116]).

Apo6s definicdo dos termos, passamos a definir os parametros de
avaliagéo de rugosidade:

Rugosidade média (R,) € a média aritmética dos valores absolutos
das ordenadas de afastamento dos pontos de perfil de rugosidade em relacao
a linha média, dentro do percurso de medicéao I,, como pode ser observado
pela Figura B.3.

Figura B.3: Perfil de rugosidade média, Ra (extraido de [116]).

Rugosidade média (R,) € a média aritmética dos 5 valores de
rugosidade parcial Zi. A rugosidade parcial Z; € definida como a soma dos
valores absolutos das ordens dos pontos de maior afastamento, acima e abaixo
da linha média, existentes dentro de um comprimento amostragem (l¢), vide
Figura B.4.
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Figura B.4: Esquema dos parametros de célculo de R, e Rnax (extraido de
[116])
Rugosidade méxima (Rmax) € 0 maior valor das rugosidades parciais

(Z), que se apresenta no percurso de medigcao In.
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As medidas de rugosidade relatadas em varios trabalhos por diversos
autores que dizem respeito a superficie de intradsseos sdo geralmentes
reportadas utilizando-se os parametros de rugosidade média, principalmente R,
[9,32,117,118].
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APENDICE C
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Ti-6Al-7Nb as cast atacado com H,SO, a 60 °C por 30 min.
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Acido fosforico: Ti-6Al-7Nb as-cast.
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Ti-6Al-4V em barra atacado com HCl a 60 °C por 30 min.
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Ti-CP em barra atacado com H,SO, a 60 °C por 30 min.
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Ti-6Al-4V em barra atacado com H,SO,4 + H,0, a 60 °C por 4 horas.
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