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A biocompatibilidade de um material estd relacionada com o comportamento
célular frente a sua superficie. Neste trabalho, ¢ analisada a influéncia da anodizacdo na
topografia e quimica de superficies de titdnio, bem como a associa¢dao de fibronectina
(FN) a estas superficies. A porosidade e a textura resultante da anodizacdo das
superficies com H,SOy4 favoreceram a adsor¢do de FN. Superficies de titanio tratadas ou
ndo por anodizagdo e incubadas ou ndo com FN foram levadas a interagdes com células
osteoblasticas humanas da linhagem HOB. Tais células se associaram mais as
superficies revestidas com FN do que aos controles. Além disso, sobre as superficies
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The biocompatibility of one material is related to the behavior present by cells
when they are found associated to its surface. In this work, the influence of an
anodization process carried out with H;SO4 on the texture and chemistry of titanium
surfaces is analyzed, as well as the ability of fibronectin (FN) to bind to such surfaces.
Both high texture and porosity presented by anodized-titanium surfaces favored FN
binding. Titanium surfaces which have been submitted or not to anodization and
subsequently treated or not with FN were allowed to interact with human osteoblastic
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addition, HOB cells did spread on these surfaces. Altogether, these results point out that
titanium surfaces previously submitted to anodization and coating with FN are highly
compatible to human osteoblasts.

vii



INDICE

LINTRODUGAO. ... 1
2. REVISAO DA LITERATURA........ocoooimeieeeeeeeeeeeeee e 3
2.1.BI0MALETIAL ..ot 3

2.2. Titanio como material de implante...........c.ccoovvveeiiiieiiieeciieeee e 4

2.3. Titanio comercialmente PUIO........ccccveerrireeriiieeeiiieeeieeeeireeeireeereeeeaeeeeaeeeeens 6

2.4 TItANI0 € SUAS 1IZAS....ueeeieiieeiiieeiiie ettt et ae e e ssaae e seveeeaaee s 8

2.5. Tratamentos de SUPETTICIC.....cuueeeruiieiiiiieeiiie ettt e e e e 9

2.5.1. ReECODITMENTOS. .. ..eiiueieiiiaiiieiieeiteeite ettt ettt s 9
2.5.2. Tratamentos MECANICOS. ....cceveerurerreeriieatieniieeieesiteebeeseeeenseesaeeans 10

2.5.3. Tratamentos QUIMICOS:.......cccureerrreerrieerireesieeerreeesereeessreeennneeenns 10

ANOAIZAGAO......uiiiieiiiie e e 11

2.6. Interagao célula-substrato...........cccoviiiiiiiiii i 13

2.7. Fatores que afetam @ adeSA0.........cccueeeuieeiiiiieiiieeciie et 22
2.8. Técnicas de caracteriZaga0..........cccvuereeeeiurireeeiiiieeeecieeeeeeeteeeeeeeareeeeeeaaeeeeeans 29

3. OBIETIVOS. ettt ettt ettt e be e st e bt e sateebeeeas 36
4. MATERIAIS E METODOS ..o aene s 37
Preparacao das amOSIas.......cccuviieciiieeiiieeeiieeeiee e eeiee et 37
Caracterizacao das AMOSLIAS. .......ccuvieeeeiiieeeeciiieeeeetee e e e e e e eerae e e eeareeeeeeaaaeeaeas 40
Cultivo e adesdo dos 0steoblastos..........eeuiirieiiiiriiiiieie e 45
Caracterizagao da morfologia celular...........cccooevvieeiiiieiiiecieeee e 46
Adsorcao de fIbronecting..........c..eeeeeeuiiiiiiiiieeeceie e 48

5. RESULTADOS E DISCUSSAO........ccovuirrirrineireierinesnsiesesseseessesesesssssseseessesssenes 53
5.1. Resultados da fase experimental 1...........ccocoviveiiieiiiniiiiniieiieiecieeee e 53

5.2. Resultados da fase experimental 2...........ccocoveeiieniieeiienieeiieciecieeee e 66

viii



6. CONSIDERACOES FINAIS........ooivieeieeeeeieeeeeee et 78

T CONCLUSAO. ..o e e e e e e e e e s s e e s ee e e e e s e s e e es e s e s e eeseeseanans 80
8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.....vieeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerenans 81
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 82



1 INTRODUCAO

O sucesso clinico de um implante 6sseo envolve diversos fatores que nao estao
somente relacionados com o planejamento e a técnica cirurgica utilizada. Propriedades
quimicas, fisicas e mecanicas do material a ser implantado influenciam diretamente a
qualidade da interface osso-implante.

O material implantado ndo deve produzir qualquer resposta bioldgica adversa,
local ou sistémica, e também ndo sofrer degrada¢ao quando em contato com os tecidos
adjacentes. Os fluidos corporais sdo altamente corrosivos € muitos metais sdo atacados
apods sua inser¢do no corpo humano. Produtos oriundos da corrosdo de alguns metais
podem induzir efeitos bioldgicos indesejaveis como citotoxicidade, histotoxicidade,
hipersensibilidade e imunogenicidade. O acumulo de tais produtos pode provocar
distarbios na fun¢do de alguns 6rgaos.

O titanio possui excelentes propriedades que combinam alta resisténcia
mecanica e resisténcia a corrosdo, além de ser reativo quando em contato com a agua e
oxigénio, formando uma fina camada de 6xido em sua superficie. A camada funciona
como uma barreira, impedindo que ions metélicos oriundos da matriz metalica sejam
liberados para o meio e também prevenindo a corrosdo do material.

Diferentes tratamentos tém sido utilizados para modificar a tribologia ¢ a
quimica da superficie de materiais implantados em humanos, com o objetivo de
melhorar sua biocompatibilidade e biointegracdo. Para implantes dsseos de titinio, t€m
sido utilizados tratamentos simples de jateamento e imersdes em acidos (FENG et al
2002), recobrimentos (ou revestimentos) com fosfatos de calcio (WEN et al, 1998),
recobrimentos derivados de sol-gel (WEI et al, 2002), tratamento termoquimico

(NISHIGUCHI, 1999), tratamento térmico (BESS et al, 2001), tratamento



eletroquimico (ALBREKTSSON et al, 2000, SUL et al, 2000, 2001, 2002,
SANTOS,2005), deposi¢do quimica a vapor (CVD) (CILIBERTO et al, 1997),
deposicao fisica a vapor (PVD) (BACAKOVA et al, 2001), deposi¢ao idnica assistida
(HANAWA, 1999) e aspersao térmica (WANG et al, 2001). Um outro tratamento diz
respeito a anodizagdo de superficie (KIM, 2008; LIANG,2005; SANTOS Jr, 2005;
SUH, 2003).

A anodizagdo ¢ um método eletroquimico capaz de produzir filmes com
diferentes propriedades sobre superficies de materiais. Algumas propriedades celulares
como adesdo, alteragdes morfoldgicas, proliferagdo e diferenciacdo sdo afetadas por
essas propriedades apresentadas por materiais implantaveis em humanos. Dentre elas,
destacam-se a composic¢do, a rugosidade, a tensdo superficial e a carga eletrostatica do
oxido de titanio (ZHU, 2001,2004; SUL, 2002).

O objetivo deste estudo ¢ analisar a associacdo de osteoblastos humanos a
superficies feitas de chapas de titanio tratadas por oxidagdo anddica e recobertas ou nao

com fibronectina plasmatica humana.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomaterial

Um biomaterial ideal deveria induzir uma rapida, previsivel e controlada
cicatrizagdo dos tecidos hospedeiros (OLIVEIRA & NANCI, 2004). Os biomateriais
podem ser usados para implantagdo permanente no corpo humano ou como um suporte
temporario de células e tecidos. Em ambos os casos, a superficie desses materiais deve
prover sinais quimicos e fisicos que guiem a diferenciagdo e agrupamento de células
para formarem tecidos mais biofuncionais (DIENER, 2004).

Segundo Tengvall & Lundstrom (1992), alguns pré-requisitos sdo desejaveis
para que um biomaterial seja aplicado nos tecidos duros (ossos e dentes) e moles (tecido
conjuntivo, epitelial, mucosa, etc...) como:

e Biocompatibilidade que significa uma menor toxicidade intrinseca do material,
baixa da reatividade com macromoléculas, da indugdo de resposta inflamatoria
ao longo do tempo e da imunogenicidade;

e Biofuncionalidade, por exemplo, mecanica, que ¢ diferente para osso, tecido
mole ou proteses vasculares;

e Textura de superficie compativel com a adesdo celular;

e Resisténcia a corrosdo, para manter as propriedades mecanicas e impedir a
degradacao do material frente aos fluidos corporais;

e Bioadesividade: quimica, eletrostatica e mecanica, com o intuito de promover
uma ligagdo entre a protese e o tecido adjacente combinando um periodo
apropriado de cicatrizagdo, evitando uma encapsulagao fibrosa do implante;

e Prevenir uma adesdo bacteriana e / ou facilitar sua morte;

e Baixo custo e facilidade no processamento também sao desejaveis.



O critério de selegdo de biomateriais ¢ baseado principalmente na aplicacao a
que se destinam. Para dispositivos de aplicagdes em tecidos moles, se propde a
aumentar ou redefinir o tecido (ex.: implantes de seios e implantes faciais). Em
indicacdes ortopédicas e odontologicas, os materiais sdo componentes de implantes
estruturais (ex.: proteses de juntas e implantes de raiz de dentes) ou sdo usados para
reparar defeitos 6sseos (ex.: parafusos e pinos inseridos em osso) (PRADO DA SILVA,
1999). Um bom biomaterial precisa estimular o ambiente bioldgico a responder de
modo positivo (PFEIFFER et al, 2003).

Apesar das excelentes propriedades de biocompatibilidade e bioatividade de
algumas ceramicas, suas aplicacdes como implantes sdo limitadas por possuirem baixa
dureza e tenacidade. Por outro lado, os metais podem conferir aos implantes melhor
resisténcia a tracdo. Com o objetivo de agregar as propriedades bioldgicas das
ceramicas com as propriedades mecanicas dos metais, compositos e/ou recobrimentos
tém sido desenvolvidos, na busca de um implante ideal. Varios trabalhos recentes
mostram a bioatividade dos implantes de titanio recobertos com oxido de titdnio (SUL
et al, 2002, 2003, LIANG, B, 2003; LANGE et al, 2004, ZHU et al, 2004, XIONG,

2004, KIM et al, 2004, YANG et al., 2004).

2.2 Titanio como material de implante
O titdnio ¢ o material que reline o maior nimero de requisitos para uso em
cirurgias dentre os biomateriais metalicos chamados de “metais especiais”. Além do
titdnio, este grupo compreende o nidbio, tantalo e suas ligas, seguidos pelas ligas de
cobalto.
Embora tenha sido descrito como um material de ancoragem dssea desde os anos

40, seu uso na Odontologia comegou por volta dos anos 60 com o sistema de Branemark
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(BRANEMARK, 1969, 1977, TENGVALL & LUNDSTROM, 1992). Branemark
(1977) introduziu o conceito de osseointegragao como sendo a ligagdo direta, estrutural
e funcional entre osso ordenado e vivo e a superficie de um implante sujeito a cargas
funcionais.

Quimicamente, o titanio ¢ um elemento de transi¢ao que pertencente a familia
IV B da tabela periodica, tem numero atdmico 22, peso atomico 47,90 e densidade
4,54 g/em’. Em sua forma elementar, tem um ponto de fusdo de 1668° C e possui
estrutura hexagonal compacta (HCP) fase (a) até a temperatura de 882,5° C. Acima
desta temperatura, o titdnio transforma-se em estrutura ctibica de corpo centrado (CCC
ou BCC) fase (8) (CALLISTER, 2000, LIU, 2004).

O titanio pode corroer muito rapida ou lentamente, dependendo das condig¢des
do meio. Pode ocorrer em duas condigdes: em anaerobiose, onde a dgua ¢ o agente de
oxidacdo e em aerobiose, onde o oxigénio ¢ o agente de oxidacdo. No ambiente
fisioldgico a corrosdo ocorre em condi¢des aerdbicas.

Humanos ingerem uma quantidade consideravel de titdnio em muitas formas
quimicas por dia na dieta (800 pg Ti/d). Cerca de 40% da quantidade ingerida total ou
mais ou menos 300 pg por dia sdo metabolizadas. Mesmo que esse nimero ndo seja
muito preciso, ¢ muito maior do que a quantidade de oxidagdo que um implante de
titanio pode liberar. Além disso, a meia-vida bioldgica (320 dias) é muito pequena para
que o titdnio se acumule no corpo (SCHOEDER, 1994).

O material normalmente utilizado como implante em humanos ¢ o titdnio
comercialmente puro (Ti-cp). Possui médulo de elasticidade (15,5x10°° psi) compativel
com o do osso (2,4x10® psi), permitindo assim, uma distribuicdo de forcas na interface

implante-osso (PARR et al., 1985). Porém, outras ligas também sdo utilizadas, como



TiAl6V4, Ti318 e Ti350, principalmente quando se necessita de uma alta resisténcia

mecanica (TENGVALL & LUNDSTROM, 1992).

2.3 Titanio comercialmente puro
O titanio comercialmente puro (Ti-cp) possui teores entre 98 e 99,5% de pureza
e esta disponivel em quatro graus, apresentados na Tabela 1, variando de acordo com os

teores de oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, carbono ¢ ferro.

Tabela 1 — Composigao quimica do titanio comercialmente puro (Ti-cp) (ASTM F67,
1998).

Composicao maxima (%) p/p

GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4
Chapa Barra Chapa Barra Chapa Barra  Chapa Barra
Nitrogénio 0,03 0,03 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05 0,05
Hidrogénio 0,015 0,0125 0,015 0,0125 0,015 0,0125 0,015 0,0125
Oxigénio 0,18 0,18 0,25 0,25 0,35 0,35 0,40 0,40
Carbono 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Ferro 0,20 0,20 0,30 0,30 0,30 0,30 0,50 0,50

O titanio puro grau 2 e 4 ¢ normalmente utilizado nos implantes odontoldgicos,
como por exemplo, nos implantes ITI e Straumann, entre outros. O grau 4 indica um
material com elevado teor de oxigénio e ferro, elementos que estdo em solu¢ao no
titdnio.

A incorporagao desses elementos no titdnio aumenta o limite de resisténcia a
tragdo pelo efeito de endurecimento por solucao solida. As propriedades mecanicas

desse material estao apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2: Propriedades mecanicas do titanio grau 4 (CALLISTER,2002).
Resisténcia a tracdo Alongamento  Moddulo de young

(MPa min) (%omin) (GPa)
Forjado/destemperado 550. 20 110
Trabalhado a frio 800 15 110

Hé uma tendéncia de se considerar o titdnio como sendo ideal para implantes
dentarios, por ser um metal reativo, devido a formagdo espontanea de uma camada fina
e protetora de 6xido na superficie do metal a temperatura ambiente, além de ser inerte
nos tecidos, nao liberar ions que possam reagir com moléculas organicas e de ter boas
propriedades mecanicas, dentre outras caracteristicas. As propriedades do oxido
formado nas superficies dos implantes t€m um papel importante durante o processo de
osseointegracao (SUL, 2002; ALBREKTSSON, 1983).

Considerando a superficie do 6xido nos sistemas de implantes de Ti-cp, estudos
de espectroscopia revelaram que sua espessura fica em torno de 1,5 a 17 nm, e que a
composi¢do quimica consiste na maior parte de TiO, (SUL, 2002; LAUSMAA,1996,
KASEMO & LAUSMAA, 1991). O 6xido nativo ndo € cristalino, possui uma estrututra
basicamente amorfa (SUL et al, 2002). Sua rugosidade de superficie pode variar de 0,53
a 0,83 um (Top Scan 3D measuring system) dependendo do modo de confec¢ao do
implante (WENNERBERG, 1996, SUL et al, 2001).

O TiO; existe em 3 diferentes formas cristalograficas: o rutilo e anatisio com

estrutura tetragonal e a broquita de estrutura ortorrombica.



2.4 Titanio e suas ligas

O desenvolvimento de ligas de Ti tem sido alvo de varias pesquisas. O TiAl6V4
¢ uma liga estavel na fundi¢do, apresenta um aumento de resisténcia quando submetida
a tratamento térmico por apresentar estabilizadores a (Al) e B (V), assim dizemos que
coexistem as fases a ¢ B (o + ) (FRAKER, 1987). O efeito toxico do aluminio ¢ do
vanadio levou ao desenvolvimento de ligas alternativas. Como resultados, surgiram
duas ligas distintas: a (TiZrNbTaPd) e a (TiSnNbTaPd), que fornece propriedades
mecanicas, compatibilidade bioldgica e resisténcia a corrosdo superior as ligas
convencionais (OKASAKI, 1995).

As ligas mais modernas de niquel titanio desenvolveram-se a partir de uma liga
conhecida por Nitinol, cuja denominagdo ¢ derivada das iniciais de seus componentes e
do laboratorio de origem (“ni” de niquel, “ti” de titanio e “nol” do Naval Ordenance
Laboratory), a partir das pesquisas do engenheiro metalurgico Willian F. Buehler, nos
anos 60. Essas ligas exibem propriedades fisicas de memoria de forma, maior
elasticidade e aumento do tempo de agdo, sendo muito utilizadas na ortodontia. No
entanto, a escolha do niquel na implantodontia ndo ¢ indicada devido a seus efeitos
biologicos adversos (LLOYD, 1997; LIU, 2004).

O titanio e suas ligas de nidbio (Nb), tantalo (Ta), zirconio (Zr), rédio (Rh), sao
conhecidos por possuirem excelente resisténcia a corrosdo na dagua. Quando
implantados, os metais reativos Nb, Ta, Ti, Zr e Al, sdo protegidos por uma camada de
oxido densa e passiva com baixa solubilidade e baixa reatividade a moléculas orgéanicas
(WILLIAN, D.F., 1976, XIAGRONG et al, 1989, TENGVALL & LUNDSTROM,

1992).



2.5 Tratamentos de superficie

Os tratamentos de superficie ttm como objetivo o estabelecimento de uma
ligacdo quimica e mecanica do osso com a superficie do implante. As propriedades de
superficie devem incluir tanto aspectos estruturais quanto quimicos, desde a escala
macroscopica até o nivel atdmico, e sdo fatores essenciais na formacao da base da
resposta biologica aos biomateriais (KASEMO et al, 1991, TENGVALL &
LUNDSTROM, 1992, LAUSMAA, 1996, SCHEIDELER et al, 2003, PFEIFFER et al,
2003, KIRBS et al, 2003, ZHU et al, 2004, RUPP et al, 2004).

Os tratamentos de superficie podem ser divididos em 3 métodos principais:

recobrimentos, tratamentos mecanicos € tratamentos quimicos.

2.5.1 Recobrimentos

A aplicagdo de recobrimentos sobre a superficie dos substratos metalicos tem
por finalidade aumentar a resisténcia na interface osso-implante, prevenir a liberagdo de
ions, mascarar as contaminagdes da superficie causadas pelos processos de fabricacao,
além de produzir uma superficie porosa e rugosa.

O processo de recobrimento mais comumente utilizado ¢ o de aspersao térmica
de um p6 metalico ou ceramico sobre o substrato de titdnio. A técnica de aspersdo
térmica por plasma spray envolve altas temperaturas, mas mantém o substrato a uma
média de 300°C, ndo induzindo altera¢des microestruturais do titanio.

A hidroxiapatita (HA) € o p6 ceramico mais utilizado e as particulas empregadas
sdo da ordem de 20 a 40 um. Uma desvantagem desse processo estd relacionada ao
colapso da interface HA-titdnio como resultado da fraca unido entre recobrimento e
metal, podendo haver exposicao local do implante metdlico com conseqiliente aumento

da liberacdo de ions. Para implantes com recobrimentos porosos, a resposta quimica e



celular dos tecidos circunvizinhos a liberagdo de ions metalicos € critica na
determinagdo da extensdao da formacdo de novo osso e sua subseqiiente adesdo a
superficie do implante.

Outros métodos vém sendo pesquisados para depositar HA densa sobre o titanio,

dentre eles a deposicao eletroforética, processo biomimético e deposigao eletrolitica.

2.5.2 Tratamentos mecanicos

Os tratamentos mecanicos aos quais sao submetidos os implantes de Ti-cp visam
a alteragdo da rugosidade e topografia da superficie. Podem ser obtidos por jateamento
com particulas duras de 6xidos de Ti, Al, ou Si e depois é recomendado um tratamento
com acido, para retirar possiveis incrustagcdes de particulas de 6xido e também para
uniformizar a rugosidade criada pelo processo de jateamento.

Na usinagem, criam-se entalhes na superficie do implante que podem ser desde
roscas até a criagdo de furos ou reentrancias para que haja aposicao de osso por entre

esses entalhes.

2.5.3 Tratamentos quimicos

Os tratamentos quimicos com acidos, anodizagdo ou implantagdo idnica tém por
objetivos principais a limpeza da superficie, a criagdo de rugosidade e ativacdo da
superficie por meio da alteracdo estrutural da camada de 6xido.

Ataque acido: Os acidos mais utilizados sd3o o HF ¢ HNO;. Apds o ataque
acido, ¢ feita a imersdo em solugdes de HF e H,O,, que tem por objetivo a formacao de
uma camada estavel de oxido, apds a exposicdo do metal ao acido. Também sdo

aplicados na limpeza apds os tratamentos de jateamento para retirar particulas inclusas.
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Nitretacdo: Existem duas maneiras de fazer a nitretagdo das superficies de
titAnio: o aquecimento a 750 — 900 °C em atmosfera de nitrogénio gasoso ou a
implantacdo i6nica, onde o nitrogénio gasoso e¢ o alvo de titanio sdo colocados em
camara de vacuo para formar TiN.

Anodizacao

Esse tratamento ¢ feito através da utilizacdo de um anodo de titanio e um catodo
de platina, prata ou ago inoxidavel, etc., com o objetivo de produzir uma camada de
oxido estavel e biocompativel sobre a superficie do substrato (PUIPPE, 2003).

A célula eletroquimica é o dispositivo no qual ocorrem reagdes de oxi-redugao,
permitindo a interconversao de energia elétrica e quimica. As células eletroquimicas
podem ser divididas em dois tipos: célula galvanica e célula eletrolitica. Numa célula
galvanica o processo ¢ espontaneo, no qual o produto da reagdo quimica ¢ um trabalho
elétrico. Na célula eletrolitica o processo nao ¢ espontaneo, no qual ¢ utilizada energia
elétrica para produzir uma reacdo quimica. Este fendmeno ndo-espontaneo provocado
pela passagem de corrente elétrica € a eletrolise.

Uma célula eletrolitica ¢ composta por dois eletrodos (inertes ou nao), solucao
eletrolitica (eletrolito) e gerador. O anodo ¢ o eletrodo em que ocorre a oxidagao, isto &,
o eletrodo que atrai anions da solu¢do e ¢ denominado catodo o eletrodo em que ocorre

a reacdo de reducdo, onde os cations da solucdo sdo atraidos (Fig 1).

Arvedn l

Figura 1 — Esquema de uma célula eletrolitica.
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Na anodizacdo do titdnio ocorrera a adsor¢ao dos anions da solugdo sobre a
camada de 6xido em formagdo. Este fendmeno desencadeara também outras reagdes que
poderdao promover o crescimento do 6xido de titdnio, processo complexo que nao
envolve apenas o estudo do titanio e da natureza do eletrélito. Outros parametros devem
ser considerados, como a temperatura, densidade de corrente aplicada e velocidade de
agitagdo da solugdo (SUL et al., 2001; VELTEN et al., 2002)

Os oxidos formados apresentam variadas modificagdes cristalinas e sao
estequiométricos ou ndo, por exemplo, TiO,, TiO e TiOs. Em atmosfera normal o 6xido
termodinamicamente estavel é TiO,, o qual existe em trés modifica¢des alotrdpicas:
rutilo, broquita e anatasio (VELTEN et al., 2002; PUIPPE, 2003 ).

A nova camada de 6xido formada é porosa e estd firmemente aderida ao
substrato, o que beneficia a resposta bioldgica do implante. Outra vantagem deste
processo ¢ a possibilidade de incorporar ions de calcio e fosforo a superficie, através do
controle da composigdo e concentragdo do eletrolito (LI et al, 2003).

Estudos recentes sobre a resposta bioldgica dos implantes de titdnio demonstram
que o processo de anodizagdo constitui um bom método de otimizagdo bioldgica da
superficie do metal (SUL et al., 2001, 2002a, 2002b, 2003; SUH, 2003; ZHU, 2004,
KOKUBO, 2004.).

A anodizacao feita com o eletrolito de H;PO4 em um alto potencial, produz
estruturas microporosas baseadas na quebra dielétrica do 6xido anddico. Abaixo da
quebra do potencial (60V), nao ha evidéncias de formagdo de microporosidades mas
apenas fendas na superficie (KIM, 2008). A avaliacdo da nano dureza, médulo de
elasticidade e tenacidade dos filmes de oxido de titdnio produzidos por oxidagdo
anddica mostrou que o filme possui uma nano dureza maior que o titanio

comercialmente puro. Os resultados sugerem que com o aumento do potencial aplicado
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e da espessura dos filmes, a dureza aumente. A variagdo da dureza ¢ maior para a
concentragdo de 0,5M do que para 1,0M H,SO4 (SANTOS JR, 2007). Estes resultados
indicam que os filmes anodicos de titdnio comercialmente puro podem ter aplicagdes

biomédicas quando submetidos a baixa carga (<200mN).

2.6 Interacao célula-substrato

A biocompatibilidade de um material esta estreitamente relacionada com a
resposta fisiologica da célula em contato com a sua superficie. Os fendmenos de
interagdo entre células e substratos podem ser definidos de forma bastante abrangente,
como mecanismos pelos quais as células sdo capazes de responder a estimulos do meio
ambiente externo e como estes influenciam sua adesdo, proliferacdo e diferenciagdo
(ANSELME, 2000; ANSELME E BIRELLE, 2005). Entender os mecanismos que
influenciam o comportamento celular na microestrutura da superficie pode ajudar a
otimizar a superficie de futuros implantes (PFEIFFER et al., 2003).

Diversos autores consideram a ‘“adesdo” como um evento que envolve as
primeiras horas de contato da célula com o substrato. A maior parte dos mecanismos
relacionados a esta interagdo ¢ realizada por moléculas adsorvidas a membrana
plasmatica, uma vez que se encontram em contato com ambos os ambientes externo e
interno da célula. Sao exemplos destas estruturas, glicoproteinas adesivas, proteinas
formadoras de canais e todas as proteinas carreadoras. A adsor¢do, a adesdo e o
espraiamento pertencem a primeira fase da intera¢do célula/material e engloba vérios
fenomenos até que a célula esteja adsorvida sobre o material. A qualidade desta fase
influenciaré a capacidade da célula proliferar e se diferenciar quando em contato com o
implante (ANSELME, 2000, DI PALMA, 2005; SILVA FILHO & MENEZES, 2004;

ANSELME & BIGERELLE, 2005). Podemos dividir em:
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® Adsor¢do celular: Ocorre rapidamente e ¢ governada por propriedades fisico-
quimicas das cé¢lulas com os materiais pela acdo de forcas interfaciais,
eletrostaticas e brownianas. Acompanhando o modelo do mosaico fluido da
membrana plasmatica, toda superficie celular também apresenta um mosaico de
energias interfaciais e eletrostaticas. Considerando uma membrana plasmatica de
forma unificada e pressupondo a célula como um macrocoldide, é possivel
determinar a carga eletrostatica ¢ a forca interfacial liquidas para uma dada
superficie celular. Estas caracteristicas, somadas ao efeito Browniano ¢ a
viscosidade do meio, podem determinar a adsor¢do ou repulsdo celulares (VAN
0SS, 1990; VAN OSS et al., 2001).

® Fixacdo celular: A fixagdo celular ¢ o processo pelo qual as células se ligam a
biopolimeros ou a outras células por intermédio de interagdes especificas (como
receptor-ligante e lectina-carbohidrato). A natureza desta interagdo consiste nas
mesmas ligacdes quimicas que prevalecem nas interagdes nao-especificas:
energia Browniana (quantitativamente constante e sempre repulsiva), interagoes
de Lifshitz-van der Waals (quantitativamente n3o muito importantes, mas
sempre presentes em meios aquosos), elétron-receptoras ¢ doadoras (geralmente
as mais importantes quantitativamente) e eletrostaticas (de importancia bastante
variavel, dependendo das particulas envolvidas) (VAN OSS, 1990).

® Adesao celular: Este fenomeno ¢ mediado por interagdes especificas do tipo
receptor-ligante, mas com a diferenga fundamental de que ha o disparo de
cascatas de sinalizacdo intracelulares, que acarretam em mudangas fenotipicas
da célula. Ocorre em periodo mais longo e envolve varias moléculas biologicas:
proteinas de matriz extracelular (MEC), proteinas de membrana plasmatica e

proteinas do citoesqueleto que induzem sinais de transdugdo promovendo a
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expressao de fatores de transcricdo, e consequentemente regulando a expressao
do gene (ANSELME, 2000, SILVA FILHO & MENEZES, 2004; ANSELME &
BIGERELLE, 2005).

® Migracdo celular: Depois que a célula estabelece seu primeiro contato com o
substrato, ela inicia sua fase de espraiamento. Para migrar, a célula necessita de
uma dindmica interagdo entre o substrato e seu citoesqueleto. Apos desenvolver
e fixar seu lamelipodio, as células usam interagdes adesivas para gerar forca e

energia necessarias ao seu movimento, seguidos de seu descolamento e retragao.

A matriz extracelular do osso é composta por 90% de proteinas colagenosas
(97% de colageno tipo I e 3% de colageno tipo V) e 10% de proteinas ndo colagenosas
(20% de osteocalcina, 20% de osteonectina, 12% de sialoproteinas oOsseas, 10% de
proteoglicanas, osteopontina, fibronectina, fatores de crescimento, proteinas
morfogenéticas do 0sso, etc.). Todas estas proteinas sdo sintetizadas pelos osteoblastos e
a maioria esta envolvida na adesao.

Proteinas como a fibronectina e a vitronectina tém demonstrado estarem
envolvidas no processo de adesdo dos osteoblastos in vitro. Algumas proteinas Osseas
tém propriedades quimiotaticas ou adesivas devido ao fato de conterem a seqiiéncia
Arg-Gly-Asp (RGD), a qual é reconhecida por receptores de membrana plasmatica,
genericamente conhecidos por integrinas (GRZESIK & ROBEY, 1994, ANSELME,
2000; SIEBERS,2004). As integrinas agem na interface entre os compartimentos intra e
extracelulares ¢ podem traduzir, a partir da juncdo de ligantes externos, informagao
interna que induza a adesdo, espraiamento ou migragdao celular. Conseqlientemente,
podem, indiretamente, regular tanto o crescimento quanto a diferenciacdo celulares

(ANSELME, 2000, SIEBERS,2004 LUTHEN, 2005).
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GRONTHOS et al (1997) relatou que osteoblastos humanos aderem
preferencialmente a fibronectina, se comparado com colageno tipo I, tipo IV e
vitronectina, e fracamente a laminina e ao colageno tipo V, ndo aderindo ao colageno
tipolll.

Muitos estudos in Vvitro sdo realizados com o objetivo de entender estes
mecanismos de adesdo e desenvolver experimentos que avaliem a adesdo dos
osteoblastos humanos por longos periodos de tempo, variando de horas a semanas
(BELOTI, 2005). O modelo de cultura celular proposto por Anselme. & Bigerelle
(2005), permite a formacdo em 21 dias de um complexo osteoblasto/matriz
extracelular/interface do material (CMS). Um novo parametro chamado “forga de
adesao” (AP = adhesion power) foi utilizado por aqueles autores para quantificar a

citada adesao.

Contato focal

Os sitios especificos de adesdo entre as células e a superficie do substrato sao
chamados de contato focal ou placas de adesdo. Sdo jungdes, onde a distdncia entre a
superficie do substrato e a membrana da célula estd compreendida entre 10 e 15
nanometros. Na sua face externa encontramos as integrinas e, na interna, algumas
proteinas como a talina, praxilina, vinculina e tensina as quais, modulam interagdes
entre filamentos de actina e as proteinas receptoras de membrana (integrinas).

Em geral, células com baixa motilidade formam adesdes focais fortes enquanto

que células altamente moveis formam fracas estruturas de adesao.
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Proteinas de adesao

As células de mamiferos nunca sdo encontradas de forma isolada no corpo, mas

sim ligadas a outros componentes, celulares ou ndo, presentes no seu ambiente. A

questdo fundamental é: como elas se ligam entre si e de que forma elas podem se ligar a

materiais ndo biologicos? Esta interacdo geralmente envolve proteinas moleculares

presentes na sua superficie. Desta forma, um estudo sobre adesdo celular deve envolver

uma detalhada investigacdo sobre as proteinas de adesdo celular e as moléculas

pertencentes a este complexo.

As proteinas de adesdo celular sdo frequentemente receptores de transmembrana

que atravessam a superficie da membrana celular e mantém contato tanto com o espago

extracelular como com o espago intracelular (Fig.2 ).

ligante

proteina de adesao

citoesqueleto

Figura. 2. Diagrama de adesdo celular.

A parte extracelular da proteina de adesdo pode aderir moléculas da superficie

de uma célula adjacente (adesdo célula-célula), ou a parte da matriz extracelular (adesdo

célula - MEC). A molécula que a proteina de adesdo adere ¢ chamada de ligante.
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Existem familias de proteinas de adesao celular que podem ser caracterizadas em termos

de estrutura de adesdo e de seus ligantes.

As proteinas de adesdo irdo determinar indiretamente a subseqiiente interacao
bacteriana ou celular a superficie do material implantado, representado como uma
inflamacao ou uma resposta imune do hospedeiro respectivamente. A adesdo celular ao
biomaterial ¢ determinada por um complexo de proteinas da matriz extracelular (MEC).
A MEC ¢ um complexo estrutural que cerca e suporta as células nos tecidos mamiferos,
frequentemente referida como tecido conjuntivo. A MEC ¢é composta por 3 classes de

biomoléculas:

1. Proteinas estruturais como o coldgeno e a elastina;

2. Proteinas especializadas como, por exemplo, a fibronectina, vinculina e a
laminina;

3. Proteoglicanas que sdo compostas por proteinas que estdo aderidas a longas
cadeias de dissacarideos chamados glicosaminoglicanas (GAGs) formando um
complexo de alto peso molecular.

O colageno ¢ a mais abundante proteina encontrada nos animais € o maior
componente na MEC, possuindo pelo menos 12 tipos conhecidos. Predominantemente ¢

sintetizado por fibroblastos, mas também pode ser sintetizado por células epiteliais.

Fibronectina

A fibronectina (FN) tem elevado peso molecular (variam de 440.000 a 500.000
daltons) contendo cerca de 5% de carboidratos. Ela se liga principalmente a integrinas,

podendo estabelecer ligagdes com outras moléculas tais como:colageno, fibrina e
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heparina. E um dimero e cada mondmero tem 60 nm de comprimento e 2,5nm de

diametro conectados por ligacdes dissulfeto (SIEBERS,2004; SOUSA, 2005)

A principal fungdo das fibronectinas ¢ aderir células a variadas matrizes
extracelulares, exceto as matrizes tipo 4 que tem a laminina como molécula de adesdo.

A molécula de fibronectina pode interagir com uma série de biomoléculas,
incluindo colagenos (ENGVALL et al., 1978), proteoglicanas (PERKINS et al., 1979),
heparina (STATHAKIS & MOSESSON, 1977), acido hialuronico (YAMADA et al.,
1980), fibrina/fibrinogénio (ENGVALL et al., 1978; STATHAKIS & MOSESSON,
1977), trombospondina (LAHAW, 1982), plasmina (BLUMBERG & ROBINS, 1975),
gangliosideos (YAMADA et al., 1983), componentes do complemento (MENZEL et
al., 1981; HAUTANEN & KESKI-OJA, 1983), bem como com ela mesma
(SCHWARZBAUER & SECHLER, 1999). Proteinas integrais de membrana plasmatica
também se ligam a fibronectina, como por exemplo, a integrina (MIYAMOTO et al.,

1998).

No caso particular do titdnio, o processo de adsor¢do ocorre sobre uma
superficie de 6xido de titanio, resultante da oxidagdo do metal. Diferenca significante na
adsor¢do de fibronectina sobre titdnio ocorre em fun¢do do tempo de incubagdo. A
maxima adsor¢do de fibronectina plasmatica de bovino ocorre em 180 minutos de
incubagdo (YANG et al, 2003). Outros estudos relataram, usando diferentes ensaios ¢

concentragdes, uma adsor¢do na faixa de 0,5 a 2,5 h (TENGVALL, 2001)

Como ¢ de se esperar, coberturas protéicas realizadas sobre superficies inertes
resultam em alteragdo de tensdo superficial das ultimas. Medidas de angulo de contato
mostraram que a cobertura de fibronectina a superficie do titdnio resultou em uma maior

hidrofilicidade da superficie (SOUSA, 2005). Quando utilizada como pré-cobertura na
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densidade de 40ug/ml, a FN pode funcionar como ligante de adesdo. As células
puderam reorganizar esta camada pré-adsorvida, depositar e/ou incorporar outras
proteinas que possam influenciar atividades celulares (KESELOWSKY et al, 2005). O
principal sitio de interagdo celular na fibronectina esta localizado no décimo modulo do
tipo III da fibronectina. Este segmento contém a seqiiéncia dos aminoacidos arg-gly-asp
(RGD), reconhecida por receptores de superficie celular que promovem adesdo
(MOSHER et al., 1980; PIERSCHBACHER & RUOSLAHTI, 1984). O receptor mais
conhecido para fibronectina, em células de mamiferos, que reconhece a seqiiéncia RGD
¢ a integrina asP;. A quimica de superficie modula a estrutura e a atividade da
fibronectina adsorvida. Esta diferenga na estrutura da FN altera o receptor da integrina,
resultando em uma adesdo seletiva da integrina osP; as superficies de OH
(hidrofilicidade neutra) e NH2, nas superficies com COOH (negativamente carregada)
adere ambos o asP; como o ayBs3, e fraca adesdo da integrina no CH; (hidrofobica)
(KESELOWSKY et al, 2005). A fibronectina pode ser a intermediaria entre a superficie
do biomaterial ¢ a célula. Deste modo, compreender como a fibronectina pode
influenciar a adesdo de osteoblastos ¢ a formacdo do novo tecido 6sseo é um dos

objetivos deste trabalho.

Integrinas

As integrinas sdo heterodimeros receptores de transmembrana que consistem em
a- e B- subunidades, tem funcdo importante no sinal de transdug@o e na organizagao do
citoesqueleto de actina (LUTHEN, 2005). Elas sdo expressas durante o
desenvolvimento e sua deficiéncia pode causar alteragdes no fendtipo de varios tecidos,

tais como, deficiéncia na proliferacdo de células foliculares do cabelo levando a queda
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severa; vascularizagdo anormal, defeitos na placenta, defeitos na morfogénese,
crescimento e migragao celular extra-endodérmica, entre outras (CONSTANT &
COLOGNATO, 2004). Embora as células expressem varias integrinas, incluindo o,p;,
azBi, ouPi, asPi, aePi, ovPi € ayP3, as integrinas asBq € 0,P3 sA0 0s maiores receptores de

FN.

A investigacdo dos receptores especificos de integrina na quimica de superficie
permitiu identificar integrinas especificas que contribuam para a diferenciacdo de
osteoblastos. MOURSI et al (1997) mostrou que a liga¢@o da integrina a fibronectina ¢
essencial para a expressdo de gene especifico de osteoblastos e para a sua mineralizagao
em culturas primarias. Mineralizacdo via modulacdo de sinais intracelulares que

regulam a atividade transcripcional (KESELOWSKY et al, 2005).

As integrinas tém uma caracteristica bi-direcional, além de transmitir os sinais
extracelulares para o citoplasma levando a organizacdo do cito esqueleto através de
componentes intracelulares, também induz sinais intracelulares para a biosintese da
MEC, nova incorporacdo de proteinas, formagdo de fibronectina e diferenciagdo de
osteoblastos. Podemos dizer que elas mediam os sinais de dentro da célula e a mesma
influéncia o meio que a cerca. Também funciona como mecano-transdutor transmitindo

forcas e tensdes externas, levando a remodelacdo da matriz.

Osteocalcina

A proteina dssea, acido gama-carboxiglutamica (Gla) conhecida como BGLAP,
BGP ou osteocalcina, ¢ uma abundante proteina ndo colagenosa que compde o 0sso.

Produzida pelos osteoblastos, aparece no osso embriondrio no momento da deposi¢ao
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mineral onde se liga a hidroxiapatita de forma dependente de calcio. A osteocalcina ¢
uma das mais abundantes proteinas dsseas ndo-colagenosas encontrada no osso adulto
mineralizado. A variacdo genética no seu cromossoma 1q interfere no grau de densidade
mineral do osso (BMD) na pds-menopausa e pode predispor a osteoporose em algumas

mulheres.

2.7 Fatores que afetam a adesao

Os efeitos da composi¢cao do material, da quimica de superficie e da topografia
de superficie, na adesdo de células 6sseas tém sido amplamente estudados (ANSELME
et al, 2000a, 2000b, DEGLIANNI et al, 2001, BIGERELLE et al, 2002, LEE et al,
2002, ZINGER et al, 2004, FROSCH , 2003; SANTIAGO, 2004, ANSELME &

BIGERELLE, 2005 )

Topografia

A integragdo de implantes ao tecido Osseo “in Vvivo” estd positivamente
correlacionada com um aumento da rugosidade da superficie do implante. Osteoblastos
humanos aderem melhor a superficies rugosas que lisas (ANSELME et al, 2000a,
2000b, BIGERELLE et al, 2002, LANGE, 2002; FROSCH , 2003, PONSONNET,
2003; ANSELME & BIGERELLE, 2005).

A adesdo ¢ geralmente aumentada em superficies com rugosidade média (Ra)
em torno de lpm, como a produzida, por exemplo, nos jateamentos (sandblasting)
(DEGLIANNI et al, 2001, LEE et al, 2002, BIGERELLE et al, 2002). A rugosidade

variando entre 0,8um e 1,90um otimizaria respostas celulares intermedidrias e finais,
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mas nao afetaria respostas iniciais, e superficies lisas ndo favoreceriam esta resposta
(ROSA & BELOTI, 2003).

Estudos recentes revelaram que osteoblastos espraiaram mais nas superficies
com baixa amplitude de rugosidade (buracos mais rasos). No entanto, mostraram uma
alta for¢a de adesao nas superficies mais rugosas (ANSELME & BIGERELLE, 2005).

A rugosidade da superficie deve ser considerada ndo apenas em termos de
amplitude, mas também de organizacdo. Varias técnicas de tratamento produzem
superficies organizadas (isotropicas) e desorganizadas (anisotropicas) com a mesma
amplitude. Um parametro de avaliacdo da rugosidade chamado de dimensao fractal ou
Delta (A) representa a organizagao desta rugosidade (BIGERELLE et al, 2002).

Experimentos mostraram uma baixa adesdo celular ao substrato e baixa
proliferacdo em superficies com um alto Delta, isto ¢, em superficies cadticas. Quanto
mais a dimensdo fractal do substrato aumenta, mais a area de contato entre a célula e o
substrato diminui. As células aderem menos a superficies que apresentam muitas
irregularidades devido a sua inabilidade de estabelecer area de contato suficiente com o
substrato (ANSELME et al, 2000b).

Desta forma, a topografia deve ser considerada em varias escalas: a escala acima
do tamanho da célula (macro-rugosidade) e abaixo do tamanho das células (micro-
rugosidade). Quando a topografia estd abaixo do seu tamanho, as células apreciam a
superficie mais lisa, quando estad acima, elas apreciam uma rugosidade isotropica
formada por numerosos “ninhos” (bowl-like nests), que favorecem a adesdo
(BIGERELLE et al, 2002).

O efeito da topografia em escala nanométrica (abaixo de 1pum) tem mostrado
diferentes aspectos no comportamento celular. Trés tipos de superficie foram

investigados com diferentes escalas de rugosidade: a “nano” (sub-micrométricas), a
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“micro” e a “micro mais nano” (escala micrométrica ¢ nanométrica). Os osteoblastos
responderam sinergicamente a combinacao da nano topografia com micro topografia,
mostrando uma densidade celular significativa apos trés dias (ZINGER et al, 2003).

A orientacdo celular também ¢ um outro fendomeno importante causado pela
topografia. Testes de migracao celular em biomateriais com ranhuras na superficie,
demonstraram que células migram mais rapidamente em materiais com ranhuras mais
profundas (CHESMEL, 1995). Porém, trabalhos mais recentes mostraram que ranhuras
superficiais (rasas) induzem a orientagdo de grupos ou células individuais ao longo do
seu eixo, levando os autores a concluirem que o melhor parametro para a orientagdo da
c€lula ¢é a largura dos sulcos e ndo a sua profundidade. (DEN BRABER et al, 1998,
PERIZZOLO et al, 2001). A importancia destes estudos, ¢ que osteoblastos orientados
tendem a mineralizar mais rapidamente, possibilitando assim, osseointegragdes

tecido/implante mais eficiente (BRUNETTE & CHEHROUDI, 1999).

Hidrofobicidade

A hidrofobicidade do material também exerce grande influéncia na adesdo
célula-superficie do material. Células aderem em maior quantidade sobre superficies
hidrofilicas (ALTANKOV & GROTH, 1994, ANSELME, 2000a, PONSONNET, 2003;
ZHU et al, 2004), ao passo que a adsor¢do de proteinas modifica a hidrofobicidade da
superficie; por exemplo, fibronectina adsorvida a superficie de titdnio comercialmente

puro induz a alteragdo na hidrofobicidade do metal (RUPP et al, 2004).

Angulo de contato / Molhabilidade
E definido como o 4ngulo formado na interface liquido-ar-superficie.

Especificamente, ¢ o angulo formado entre um plano tangente a uma gota do liquido e
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um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra depositado, conforme

esquematizado na Fig. 3 (RATNER, 1996).

T g
4
")’s ‘YSL’

Figura 3. Definicao do angulo de contato 6 entre uma gota liquida e uma superficie
plana e horizontal. Nesta figura, ys e yLv s@o a energia de superficie do solido e a tensao
superficial do liquido em equilibrio com o vapor, respectivamente; ys, € a energia da

interface so6lido — liquido.

A molhabilidade ¢ um pardmetro que indica o quanto um liquido pode se
espalhar sobre uma superficie. Quando uma gota liquida ¢ depositada sobre uma
superficie horizontal, a molhabilidade estard ligada ao comportamento do angulo de
contato entre a linha tangente a superficie do liquido e esta superficie horizontal.
Quando este angulo de contato esta acima de 90 graus, a superficie ndo molha, e a
chamamos hidrofébica; se o angulo fica abaixo de 60 graus a superficie molha, caso em
que ¢ chamada de hidrofilica (Fig. 4). Quanto menor o angulo formado entre a gota e o
substrato, mais hidrofilica serd a superficie (VAN OSS, 1994, 1995a, 1995b,
YILDIRIM,2001; BURKARTER, E., 2006).

Uma mesma superficie pode se comportar de maneira diversa quando em
contato com diferentes liquidos. Da mesma forma, o mesmo fluido pode ter
comportamento distinto ao estar em contato com diferentes superficies. Se uma

superficie tem predominantemente alta energia de superficie (hidrofilica) e € recoberta
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por uma pequena fracdo de regido de baixa energia (hidrofébica), o angulo de contato
val aumentar quando parte da cobertura de baixa energia aumentar e diminuir for o

inverso (LEE et al, 2000).

()

A BE.

Figura 4: Representacao esquematica do angulo formado entre a gota e a superficie: A)

hidrofobica; B) hidrofilica. (UWEB, 2006).

Energia de superficie

A energia de superficie pode influenciar a adsor¢ao de proteinas e seu rearranjo
estrutural sobre o material. (BOYAN, 1996, ANSELME, 2000a). Os sitios superficiais
disponiveis a adsor¢ao de proteinas sao formados basicamente, por afinidades quimicas
que se refletem na energia de superficie. A aproximagado celular também ¢ dirigida, em
parte, pela energia de superficie por meio dessas afinidades quimicas.

O conceito de energia de superficie pode ser compreendido usando um liquido
como exemplo. Atomos e moléculas do liquido podem se mover livremente procurando
ocupar uma posi¢do de menor energia potencial. Ou seja, um lugar onde as forcas
(atrativas e repulsivas), agindo em todas as diregdes, estejam em equilibrio. Por outro
lado, as particulas na superficie do material experimentam apenas forgas dirigidas para
dentro do liquido (Fig. 5). Devido a isto, as superficies sdo sempre regides de maior
energia. A diferenca entre as energias das espécies na superficie e no interior do

material se denomina energia de superficie ou tensdo interfacial (VAN OSS, 1994).
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Figura 5. Forcas atuando em dtomos ou moléculas no interior e na superficie de um

material.

E assumido que a adsor¢do de vapor em solidos de baixa energia de superficie,
como ¢ o caso dos polimeros, ¢ desprezivel. Com isto, ysy = ys, representa a energia de
superficie do s6lido em uma atmosfera qualquer.

Considerando que a gota da Figura 2 esteja em equilibrio, tem-se:

Ys = 7YsL T yLvcos O 2.1
ou,

YLvCos O =1vs - 5L (2.2)
que ¢ conhecida como equacao de Young.

O trabalho de adesdo, W,, o negativo da energia de adesdo Gibbs, entre o so6lido
e o liquido pode ser expresso pela equagdo de Dupré:

Wa =1Ly +vs - ysL (2.3)

Assim, combinando-se (3.2) e (3.3) obtém-se a equacao de Young-Dupré:

Wa=17Lv (cos 0+ 1) (2.4)

Esta ultima equacdo ¢ mais util que a equacdo de Dupré, pois relaciona duas
grandezas determindveis com relativa facilidade e precisdo, 0 e a tensdo superficial do

liquido YLv.
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Fowkes (1964,1983) propds que a energia de superficie pode ser descrita como a
soma de contribuicdes de interacdes dispersivas (y%) e ndo dispersivas também
chamadas de polares ().

y=v'+y° 2.5)

Fowkes ainda afirmou que apenas interagdes dispersivas eram importantes
através da interface e contribuiriam para o trabalho de adesdo, como expresso pela

média geométrica da energia de superficie dispersiva:

- Z(YS'YLV )V (2,6)

Com isto, a equagao de Young-Dupré pode ser escrita:

1
YLV(1 +€0s0) = Z(YE’YSV )é 2.7)

A equagdo acima fornece um método para estimar o valor de Yg e nao da
energia total v, a partir de uma unica medida do angulo de contato, onde apenas forcas
dispersivas atuem no liquido, como ¢ o caso de hidrocarbonetos liquidos, por exemplo.

Owens, Wendt e Kaelble estenderam a equagdo de Fowkes para uma forma mais

geral:

1 1
W, = 2(787%,) 2 + 2r208, ) 2.8)

que, combinada com (2.7) fornece:

YLV(1 + COS 6) = Z(Y YSV )/ + Z(VSYLV )V (2.9)

onde os sobrescritos d se referem as componentes de dispersdo (ndo-polar) e p as
componentes polares (ndo-dispersivas) incluindo todas as intera¢des entre o s6lido e o
liquido, tais como dipolo - dipolo, dipolo induzido — dipolo, pontes de hidrogénio, etc.
A equacdo (2.9) ¢ conhecida como aproximagdo da média geométrica e fornece
uma maneira de estimar a energia de superficie de um so6lido. Usando dois liquidos com
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d p
Yo e Vv conhecidos, com a medida do angulo de contato, pode-se facilmente

d p
determinar ¥s e Vs resolvendo a equacao (3.9) (VAN OSS, 1994).
Existe uma relacdo direta entre rugosidade e energia de superficie. O
componente apolar da energia de superficie aumenta significativamente com a

rugosidade, embora o componente basico diminua.

Composicao quimica

A variacdo na composi¢do quimica da superficie do implante afeta a adesdo e
proliferagdo celular. Os efeitos positivos in vitro podem ser devido a incorporagao de
ions fosfato ou ambos célcio e fosfato, moléculas que podem penetrar na membrana
celular ou ativar receptores de membrana. A presenca de ions célcio foi relatada como
sendo vantajosa ao crescimento celular, melhorando a aposicdo dssea a superficie do
implante. Estudo concluiu que as superficies anodizadas de titdnio com diferentes
concentragoes de fosforo ou calcio e fosforo nao reduzem a viabilidade e o metabolismo
dos osteoblastos (ZHU, 2001).

Ahmad et al (1999) descreveu uma diferenga insignificante na adesdo celular de

osteoblastos nas superficies de titdnio puro grau 1 e grau 4.

2.8 Técnicas de caracterizacio

A superficie do material pode influenciar a resposta biologica do hospedeiro.
Desta forma, sua caracterizagdo ¢ considerada um componente importante nos
protocolos de fabricacdo e na avaliagdo do desempenho dos biomateriais (HEALY &
DUCHEYNE, 1992; FENG et al, 2002, 2003).

As superficies dos implantes devem ser caracterizadas quanto a sua composicao

quimica, a topografia e a bioatividade. As técnicas de caracterizacdo da composi¢ao
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quimica avaliam o grau de pureza do metal e a presen¢a de contaminantes provenientes

do processo de fabricacdo, limpeza e esterilizagao.

Microscopia eletronica de varredura

O microscopio eletronico foi desenvolvido no inicio dos anos 30, pelo alemao
Ernest Ruska. Esse instrumento utiliza feixes de elétrons e lentes eletromagnéticas, no
lugar da luz e das lentes de vidro, permitindo ampliagdes de até um milhdo de vezes. Ha
trés tipos basicos de microscopios eletronicos: de transmissdo (para observagdo de
cortes ultrafinos), de varredura (para observagdo de superficies) e de ponto de prova

(para visualizacao de atomos) (FIOCRUZ, 2006).

O equipamento de microscopia eletronica de varredura (MEV) consiste de uma
fonte que gera elétrons que é colimado ao passar por lentes eletromagnéticas, sendo
focalizado em uma regido muito pequena da amostra. Bobinas adequadamente
colocadas promovem a varredura desse feixe sobre a area da amostra a ser examinada.
A interacdo feixe-amostra gera uma série de sinais, como elétrons secundarios, por
exemplo, que sdo captados por um detector. Apos a amplificagdo, esse sinal modula o
brilho de um tubo de raios catoédicos (TRC), que € varrido de forma sincronizada com a
varredura da superficie da amostra, gerando uma imagem ponto a ponto da superficie
examinada. A técnica ¢ geralmente utilizada para observacao da superficie de amostras
espessas, ou seja, ndo transparentes a elétrons. Sua grande vantagem ¢ sua excelente
profundidade de foco, que permite a obtengdo de imagens de superficies de fraturas ou

superficies irregulares com alta definigado (MALISKA, 2005).

O MEV pode formar imagens a partir de diversos mecanismos de contraste. Os
mais utilizados sdo: contraste de numero atdmico (ou composicional) € o contraste

topografico. O contraste topografico ¢ o mais utilizado e é proprio para superficies que
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contém relevo. Utiliza sinais produzidos pelos elétrons secundarios, que sdo elétrons
com baixa energia, oriundos da superficie da amostra permitindo visualizagao de
detalhes topograficos com elevada definicdo. No contraste por elétrons retroespalhados,
os elétrons coletados sdo os de maior energia, oriundos de uma profundidade maior da
amostra e cuja energia ¢ altamente dependente do numero atdomico das espécies
envolvidas, podendo ser usado para identificar fases com composi¢des quimicas

diferentes (SENA, 2001).

Os elementos quimicos presentes na amostra podem ser detectados e
quantificados através do acoplamento de um espectrometro por dispersao de energia

(EDS).

Virios trabalhos recentes mostram através de MEV que os filmes anddicos
formados apresentaram morfologia porosa e topografia rugosa. As caracteristicas finais
da superficie da camada anddica dependem da concentragdo e composigao do eletrolito,
e do potencial aplicado entre os eletrodos. (XIAOLONG et al., 2001; SUL et al., 2002;
SUL, 2003; KESHMIRI & TROCZYNSKI, 2003; YANG et al., 2004). O emprego de
H,SO4 como celetrdlito mostrou-se efetivo para a formagdo de filmes anddicos
uniformes, especialmente quando aplicado o potencial de 150V (SANTOS JUNIOR, E.,

2005).

Perfilometria

A técnica de perfilometria ¢ empregada para quantificar a topografia superficial
de um material. O equipamento utilizado para avaliar quantitativamente a rugosidade ¢
o perfilometro. Ele registra os movimentos de uma sonda que se move sobre a
superficie do material, gerando sinais elétricos que sdo representados graficamente

(MONCADA, 1995).
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A rugosidade ¢ usualmente analisada em trés dimensdes. A rugosidade média
(Ra) representa a média aritmética dos modulos das alturas dos picos e vales em relagao
a uma linha média; Rz ¢ a media absoluta entre os cinco picos mais altos e os cinco
vales mais profundos sobre o comprimento ¢ o Rt ¢ a distdncia pico-vale, o
comprimento do pico mais alto e do vale mais profundo (BORSARI et al, 2005).

Recentemente, medidas tridimensionais tém sido utilizadas empregando-se
processamento digital. Uma das principais vantagens da analise tridimensional ¢ ser da
mesma dimensdo que as estruturas reais, ¢ também realgar a topografia da superficie

analisada (BASTOS et al., 2003).

Difracao de raios X

Difratdmetro de raios-X pode ser usado para analise de amostras em pd, filmes
finos, superficies irregulares e policristalinas. Este equipamento permite
fundamentalmente a identificagdo de fases e analise em amostras com estrutura

cristalinas conhecidas com agilidade (SAZAKI, JM. & BLEICHER, L., 2000).

Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X
A técnica de espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) ou andlise quimica
através de espectroscopia de elétrons (ESCA) possibilita a obtengdo de informagdes

sobre a composi¢ao quimica da camada mais externa da superficie de um material.

O principio fisico envolvido estd baseado no efeito fotoelétrico descrito por
Einstein em 1905, mas origindrio das experiéncias de Hertz em 1886. O efeito
fotoelétrico ¢ a emissdo de elétrons de uma superficie devido a incidéncia de luz
(energia) sobre essa superficie. Segundo Einstein, a energia esta quantizada em pacotes

concentrados, chamados de fotons (EISBERG & RESNICK, 1979).
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No XPS uma fonte de raios-X ¢ direcionada contra a superficie do material. Os
fotons emitidos interagem com os elétrons da superficie analisada. Se a energia do foton
for suficiente, um elétron sera emitido da superficie do metal. Esta energia pode ser
descrita como o trabalho necessario para remover o elétron do metal. A energia do
elétron emitido ¢ a diferenga entre as energias do foton e a energia gasta para remover o
elétron e ¢ medida por um analisador de elétrons acoplado ao equipamento. Estas
medidas informam os elementos presentes na superficie (exceto H e He). Permitem
informagdes sobre atomos presentes até 10 nm de distancia abaixo da superficie com
concentragdes locais superiores a 0,1 %. A técnica ainda permite a obtengdo de
informagdes sobre as propriedades elétricas da superficie, bem como, a identificacdo de
grupos funcionais utilizando reagdes de derivagdo (RATNER et al., 1996).

Viérios trabalhos atuais utilizam o XPS para caracterizar a composi¢do quimica
da superficie de titanio(LAUSMAA, 1996; CASALETTO et al., 2001; CACCIAFESTA

etal., 2001; SUL et al., 2002; SUL, 2003; KRUPA et al., 2003; SENA et al., 2003).

Micro analise por dispersao de energia

A microanalise ¢ um dos mais importantes instrumentos para a analise quimica
de materiais organicos e inorganicos. Através da identificagdo dos raios-X emitidos pela
amostra, quando da interagdo com o feixe eletronico, é possivel determinar a
composi¢io de regides com até 1 pum de didmetro. E uma técnica ndo destrutiva,
podendo determinar quantidades de até 1-2% dos elementos presentes na amostra.

A deteccdo dos raios-X emitidos pela amostra pode ser realizada tanto pela
medida de sua energia (EDS) como do seu comprimento de onda (WDS). Os detectores
baseados na medida de energia sdo os mais usados, cuja grande vantagem ¢ a rapidez na

avalia¢ao dos elementos. Uma amostra contendo elementos na ordem de 10% (em peso)
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ou mais pode ser identificado em apenas 10 s e cerca de 100 s para avaliar um elemento
na ordem de 1%. Apesar da menor resolucdo da espectroscopia por dispersdo de
energia, 140eV para a raia Ka do Mn, quando comparada com os espectrometros por
comprimento de onda, 5-10eV, esta técnica permite obter resultados quantitativos
bastante precisos.

Uma outra caracteristica importante da microanalise ¢ a possibilidade de se obter
0 mapa composicional da regido em observacdo, permitindo que se correlacione a
analise  micrografica com  informagdes  microcomposicionais  detalhadas

(MALISKA,2005).

Microscopia de Forca Atomica

Os componentes basicos do microscopio AFM estdo mostrados na Figura 6.
Inicialmente, a amostra ¢ colocada sobre um piezoelétrico, um dispositivo que sofre
deslocamentos micrométricos quando uma tensdo ¢ aplicada entre seus terminais. Uma
area desta amostra ¢ varrida por uma agulha (probe tip) ¢ a continua interacdo desta
com a superficie gera tensdes que movimentam o piezoelétrico. Um feixe de laser
incidindo sobre o braco (cantilever) da agulha ¢ refletido para um detector que, por sua
vez, gera um sinal, o qual ¢ captado pelo sistema computacional para transforma-lo
numa micrografia (imagem). A partir da micrografia, um programa computacional

especifico ¢ usado para calcular a dimensdo fractal (CRUZ, 2000).
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Figura 6: Esquema do AFM (CRUZ, 2000)
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo:

e Caracterizar propriedades fisico-quimicas e morfologicas de superficies de
titdnio apos os tratamentos de anodizacao;

» Estudar o processo de adesdo de osteoblastos humanos as superficies tratadas,

» Correlacionar as propriedades de superficie do material com o processo de
adesdo dos osteoblastos.

» Desenvolver substratos recobertos com fibronectina; e

* Auvaliar a influéncia da fibronectina na interacdo célula/biomaterial.
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4 MATERIAIS E METODOS
Materiais

Preliminarmente, utilizamos noventa chapas de Ti-cp ASTM grau 2 com
dimensdes de 8,0 X 8,0 X 0,9 mm, das quais 51 foram utilizadas para o estudo in vitro
e 39 para a caracterizacao do material. Numa segunda fase, foram empregadas quarenta
chapas de Ti-cp ASTM grau 2 com as mesmas dimensdes descritas anteriormente,
sendo que 36 foram utilizadas para o estudo in vitro e 4 para a complementacdo da
caracterizagdo do material.

Células osteoblasticas humanas (HOB) doadas pelo Banco de Células do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, mantidas como osteoblastos, foram
descongeladas, cultivadas em meio e utilizadas em passagem numero 15 (culturas
confluéntes, densidade 5,0 x 10° células/ml) como descrito em trabalho anterior

(MENESES, G, 2003).

Métodos
Preparacdo das amostras
As amostras de Ti-cp apos cortadas em guilhotina, foram lixadas utilizando-se
uma granulometria decrescente de lixas de carbeto de silicio (400, 600, 800, 1200)
seguidas de lavagem. O polimento foi realizado inicialmente com suspensao de alumina
numero 1 mais acido oxalico para retirar os riscos da lixa e finalizado no pano OP-
Chem" com suspenséo de OP-S® (85ml) mais H,O, (15ml) (SANTOS JR, E., 2005).
Depois do polimento, as amostras foram levadas ao aparelho de ultra-som em
solugdo de alcool 70% por 30 minutos, trocando o liquido a cada 10 minutos, para

remocao de impurezas e residuos de material de polimento.
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Os eletrolitos utilizados foram solugoes de H;PO4 e H,SO4, com concentragdes
de 1,4 M e 0,5 M respectivamente e o contra-eletrodo foi uma placa de platina (Pt). As
voltagens foram fixadas em 50 e 150 V para o H3PO4 ¢ 200 V para o H,SO4, com um

tempo de duragdo de 1 minuto para cada oxidagao Figura 7.

Figura 7: Aparato experimental utilizado nas aodizacdes.

A area de exposi¢ao do eletrélito foi padronizada através da utilizagdo se um

o’ring com diametro de 7,5mm (Figura 8).

8mm

A

8mm

Figura 8: Vista de topo da superficie da chapa de titanio apos o tratamento.

38



Na fase de estudo preliminar, apds seguir o protocolo de preparo de amostras
descrito acima, as amostras foram divididas em 3 grupos de acordo com o tratamento
superficial, numeradas e classificadas, sendo:

Grupo A: Ti-cp anodizado com H;PO4 de 1,4 M, t=60s, 50 V;
Grupo B: Ti-cp anodizado com H3POy4 de 1,4 M, t = 60s, 200 V;
Grupo C: Ti-cp anodizado com H,SO4 de 0,5 M, t=60s, 150 V;

O eletrolito utilizado para a segunda fase do estudo foi a solu¢dao de H,SO4, com
concentragdo de 0,5 M e o contra-eletrodo uma placa de platina (Pt). A voltagem foi
fixada em 150 V e o tempo de duragdo para cada oxidacdo foi de 1 minuto. A area de
exposicao do eletrolito também foi padronizada através da utilizagdo de um o’ring com
diametro de 7,5mm. Apds o tratamento, todas as amostras da primeira quanto da
segunda fase do estudo foram levadas novamente ao aparelho de ultra-som, apds seu
tratamento de superficie, em solu¢do de alcool 70% por 10 minutos para limpeza.
Posteriormente foram embaladas individualmente em papel aluminio e esterilizadas
através de radiacdo Gama a 25 KGy.

Nesta segunda etapa, as amostras foram divididas em 2 grupos de acordo com o

tratamento superficial utilizado e numeradas de 1 a 20, sendo:

Grupo A =: Ti-cp anodizado com H,SO4 de 0,5M, t=60s, 150V + 2 pg.cm™ de FN
(tratamento+fibronectina).
Grupo B: Ti-cp anodizado com H,SO4 de 0,5M, t=60s, 150V
(controle)
A fibronectina foi adsorvida apés o tratamento de anodizagdo, limpeza e

esterilizagdo das amostras.
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Caracterizacao das amostras

e Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Corpos de prova (8,0 X 8,0 X 0,9 mm) foram limpos no aparelho de ultra-som
em solugdo de alcool 70% por 30 minutos, trocando o liquido a cada 10 minutos para
remocdo de impurezas e residuos de material de polimento. A caracterizacdo da
superficie foi feita através de MEV (ZEISS DSM 940 e JEOL JSM-6460LV, do
laboratorio de microscopia eletronica, PEMM/UFRYJ), operando a 15kV. Foram obtidas
trés imagens por amostra e trés amostras por tratamento de superficie. Os aumentos das
imagens obtidas foram de 500, 3000, 5000 e 1000 vezes. As imagens capturadas foram
processadas através do Adobe Photoshop. Para quantificar e medir o tamanho dos poros
foi utilizado o programa Imagem Pro Plus. A analise estatistica foi realizada através do

programa SPSS.

e Perfilometria
A rugosidade das superficies foi avaliada por perfilometria (perfilometro Dektak
ITA), onde se fez uma varredura de 2 mm. Foi medido o Ra de 10 por amostra,

utilizando-se 3 amostras para cada tratamento.

e Microscopia de forca atomica (AFM)
A superficie resultante de deposi¢do do filme fino de 6xido de titanio foi
analisada por AFM Shimadzu, SPM-9500J3, scanner (30x30) microns, cantilever de
SiN4 com constante elastica de 42N/m. As varreduras foram feitas em se¢des de 30 pm

e a topologia resultante foi analisada através do software SPM.
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A avaliagdo da rugosidade da superficie através do AFM foi realizada através de

medidas de 10 pontos horizontais e 10 outros pontos verticais (Figura 9).

240,51
[nm])

240 21

0.00 _ 0.00
410.00 um 2000 x320.00 um 10,00 um 2000 x320.00 um

Figura 9: Imagens do AFM

Foi utilizado como pardmetros de medida o Ra conforme descrito em Zygo
Corporation (2002) que compreende a média entre a rugosidade da superficie em

nanometros (Fig. 10).

VYo Y3 Yy
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Figura 10: Esquema mostrando a medida de Ra: média entre a rugosidade da superficie
(nm)
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A distancia vertical entre o topo mais alto e o vale mais baixo (nm) ¢ descrito

como Ry (Fig. 11).

F

M\
vy WU

¥

Figura 11: Ry (Rmax): distancia vertical entre o topo mais alto e o vale mais baixo

(nm)

O Rz (Fig.12) ¢ a média absoluta dos 5 picos mais altos ¢ dos 5 vales mais

baixos (parametro ISO 10) em nanémetro, conforme descrito na equacao abaixo:

_ (P1+P2...P5)- (V1+V2...V5)

Rz
2 4.2)
P1 P4
Di" -
A= | R
I I I I
I INF | ! I
W1 V2 V3 V4 V5
-

Figura 12: Esquema mostrando a medida de Rz.
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e Difracao de raios X (DRX)
O difratrograma das superficies foram realizados através do Profile Data Ascii

Dump (XRD) por geometria Bragg-Bretano (6-26°), corrente de 30mA e voltagem de

40Kv.

e Carga de superficie
A carga eletrostatica de superficie das amostras foi indiretamente avaliada por
medidas de adsor¢ao do corante catidonico cristal violeta, onde 0,1% de cristal violeta
em 0,145M NaCl + 0,01M fosfato, a pH 7,2, foram gotejados nas superficies. Em
seguida, o excesso de corante foi aspirado e desprezado, e aquele que permanecia

associado as superficies foi submetido a espectrofotometria (A=585nm).

e Avaliacio da adsorcao de fibronectina
Solugdo estoque de fibronectina sérica humana (Sigma, Chem Co, EUA) foi
diluida para concentragio final de 10 pg.ml”. A solugdo foi depositada ou nio sobre a
superficie de titanio, a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente a proteina foi
solubilizada e avaliada quantitativamente sua adsor¢do por espectrofotometria

(A=545nm). Os resultados encontram-se expressos em unidades arbitrarias (u.a.).

e Microanalise por dispersao de energia (EDS)
A caracterizacdo através do EDS mostrou a composi¢do quimica, o grau de
pureza do metal e a presenca de contaminantes provenientes do processo de fabricagao,

limpeza e esterilizagao.
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e Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS)

Esta técnica foi utilizada para avaliar a estrutura e a composi¢do quimica do
material. Durante a oxidag@o anddica, pode ocorrer a adsor¢do de ions provenientes da
solugdo eletrolitica na camada de TiO, formada. O XPS fornece informagdes sobre os
elementos quimicos presentes na superficie mais externa da camada de TiO,. Foi
avaliada a composi¢do quimica das superficies tratadas por H;PO4 200V e H,SO4 150V
e realizada a deconvolu¢do do oxigénio e do titanio através do XPS PHOIBOS 100 e

XR50 da SPECS (COPPE/UFRYJ).

e Molhabilidade
Angulos formados por gotas sésseis de 4dgua destilada, etanol ou glicerol na
interface ar-superficies-liquido foram medidos por goniometria (gonidometro Kriiss, Lab.
de quimica de interface, COPPE). Trés gotas de aproximadamente 20ul foram
depositadas sobre regides diferentes de uma mesma amostra, sendo que 3 amostras

foram utilizadas para cada condigao.

e Energia livre de superficie
Para determinacdo da energia livre das superficies estudadas foi utilizada a
equacdo descrita por Fowkes (1964,1983) que propds que a energia de superficie ¢ a
soma de contribui¢des de interacdes dispersivas (yd) e nao dispersivas também
chamadas de polares (y"). Foi utilizado os angulos do glicerol e etanol para achar a

energia de superficie.

y=y'+y (43)
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Cultivo e ensaios de adeséo de osteoblastos

Células HOB foram mantidas em garrafas de cultura de poliestireno (75 cm?;
Falcon, EUA) mostradas na Figura 13, contendo meio de cultura Dulbecco Medium
Eagle-Modified (DMEM) com baixa concentracao de glicose (GIBCO) e suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (Soromed). O pH do meio de cultivo foi
ajustado para 7,2 e as culturas mantidas em estufa a 37° C, em atmosfera imida com 5%

de CO,, até confluéncia.

Figura 13: Garrafas de cultura de poliestireno.

Para quantificar a adesao celular as superficies de titanio, as células HOB foram
previamente incubadas em meio contendo *H-timidina. Apds 24 horas de incubagdo
com 2 uCi de [*H]- timidina em DMEM com soro, em estufa a 37°C com 5% de CO»,
as c¢lulas foram recolhidas por prévia digestdo enzimatica com 0,1% tripsina (Sigma
Chem Co, EUA) feita em 0.25% Verseno (DIFCO, EUA) por 5 min a 37°C,
centrifugadas (1500 rpm; 10 min), lavadas em DMEM sem soro (duas vezes; 1500 rpm,
10 min/vez) e ensaiadas.

A densidade celular da suspensdo foi estimada por contagem hematimétrica e

ajustada para 5,0 x 10° células/ ml (gota de 114 uL por amostra). Foram colocadas 3
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placas de titanio / pogo, para cada tratamento. Para isso utilizamos uma placa de seis
pocos (Falcon, EUA). Um dos controles (Ctr +) representava o nimero total de células
aderidas ao fundo dos pogos; isto €, na auséncia de titanio. O total de células na solugao
(Ctr -) foi obtido através da suspensdo lisada e recolhida em tubos Eppendorf.

As chapas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO; por 30, 120 e 240
minutos, para o estudo da adsor¢do e adesdo celular. Os cilindros foram lavados com
PBS 0,01M para retirar as células ndo aderidas e, em seguida, adicionados 114uL de
solugdo de lise (0,1% de SDS em NaOH 0,1%).

A ades3o osteoblasto/substrato foi estimada pela contagem da radioatividade
associada as amostras, em contador de cintilacdo liquida (1214 Rackbeta Liquid
Scintillation Counter, LKB Wallac). As amostras foram adicionadas a 6ml de Cytoscint

ES (ICN Biomedicals), que depois foram levadas para contagem no cintilador liquido.

Caracterizacdo da morfologia celular

e Microscopia eletronica de varredura

As células aderidas ao substrato foram fixadas usando uma solugdo de
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1% por 1h e pos-fixadas em
solucdo de tetroxido de o6smio 1,0% em tampdo cacodilato de sodio 0,1% por 15
minutos. Apds fixagdo, as células foram desidratadas por imersdo em solug¢des aquosas
de etanol com concentragdes crescentes (15%, 30%, 50%, 70%, 90%, 100%). Cada
imersao durou cerca de 10 minutos sempre mantendo a amostra imida para prevenir sua
desidratacdo. A secagem das amostras foi realizada no aparelho de ponto critico (BAL-
TEC CPD 030) utilizando-se CO, como substituto, e posteriormente foram recobertas
por um fino filme de ouro (Sputtering device, Balzers) e examinadas no MEV (Zeiss

DSM 940A) (Fig. 14).
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As observagdes ultra estruturais foram feitas através do MEV operando a 15 Kv

com aumentos de 2000, 3000 e 5000 vezes.

¥4 18 kU 4 2 S ; COEREAUFRJ 18KV a8 Srn IE; EIII;J;F'E <UERJ

Figura 14: Micrografia (MEV) dos osteoblastos cultivados por 30’ nas plcas

anodizadas de Ti sem (esquerda) e com adsorcao de fibronectina (direita) (3000x).

e Microscopia optica
Foi utilizada microscopia 6tica com contraste de fase para determinarmos a
densidade e a viabilidade celular. A contagem das células pré incubadas com azul de

tripan foi feita em camara de Neubauer (Fig. 15).

Figura 15: Fotografia representativa da cdmara de Neubauer (Inlab).

A r ’ 2 ,
Esta camara contém um reticulo com 9 quadrados de 1 mm~ de area, tendo um

total de 9 mm” de superficie. Cada um desses 9 quadrados ¢ subdividido: quatro
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quadrados externos sdo divididos em 16 pequenos quadrados (1/16 do mm?), um
quadrado central ¢ dividido em 25 pequenos quadrados (1/25 do mm2). Cada um destes,
por sua vez, ¢ dividido em 16 quadradinhos (1/400 do mm?). A profundidade da cAmara

¢ de 0,1 mm e o volume total ¢ de 0,9 mm” (Fig 16)

Figura 16: Imagem mostrando o reticulo da camara de Neubauer.

Adsorcéo de Fibronectina

As solugdes estoque de fibronectina sérica humana (Sigma) foram diluidas para
concentracio final de 10 pg.ml’', em tampio PBS 0,01M (NaH,PO,H,O 0,01M
(Reagen) e deixadas para adsor¢do sobre as superficies tratadas por 2 horas em
temperatura ambiente (MENEZES, 2003). O controle negativo, isto ¢, placas sem
fibronectina adsorvida, foi deixado com a mesma quantidade de PBS pelo mesmo
tempo. Previamente a interagdo com os osteoblastos, os substratos recobertos eram
lavados com o tampao utilizado na diluigdo para retirar moléculas nao adsorvidas.

Foi utilizado o mesmo protocolo de preparo de amostras para MEV descrito
anteriormente. A caracterizagdo da morfologia celular foi feita através do MEV
trabalhando em 15 Kv com aumento de 3000 vezes. Foram obtidas quinze imagens por

amostra e trés amostras por tratamento de superficie.
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Para quantificar e medir o tamanho das células foi utilizado inicialmente o
programa Adobe photoshop para tratamento das imagens e, posteriormente, 0 programa
Imagem Pro Plus. O objetivo foi quantificar o total de células em forma de “bola”, com
adesdo fraca e o total de células espalhadas, consideradas aderidas, nos tempos de 30,
120 e 240 minutos. A analise estatistica foi realizada através do programa SPSS.

Dividimos a morfologia das células conforme descrito por ZHU (2004) em trés
grupos: esféricas ou nao espraiadas, parcialmente espraiadas e totalmente espraiadas.
Observamos que no mesmo artigo, as células foram quantificadas apenas de acordo com
o formato, mas nao foi medido o tamanho. Entdo inserimos na avaliagdo, além de sua

forma, as seguintes medidas esquematizadas na Figura 17:

e N3ao espraiadas ou esféricas, menores que 60 pum, onde as protrusdes
citoplasmaticas e lamelipodios ainda ndo foram produzidos.

e Polimorficas menores que 100um ou, parcialmente espraiadas, quando as células
comegam a se espalhar lateralmente para um ou mais lados.

e Polimoérficas maiores que 100um ou totalmente espraiadas: extensdes da
membrana plasmatica para todos os lados, a célula esta achatada com uma larga

area de contato com o material.

. Polimorficas L
Esférica < 60 um 60 a 100um Polimorficas >100pum
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Figura 17: Micrografia mostrando a diversidade morfoldgica das células (300x).

Através da analise das micrografias avaliamos o numero de células por imagem
e suas respectivas areas nas superficies com e sem fibronectina. Inicialmente as

imagens de MEV eram compiladas para o programa Image Pro plus (Figura 18).
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Figura 18: Esquema mostrando o contorno das células através do Image Pro Plus.

Como a imagem tem um background muito préximo da coloragao da célula, o
programa foi incapaz de fazer a contagem automaticamente. Desta forma, o contorno
manual das imagens das células foi realizado e posteriormente medida a quantidade de

células por campo e sua area média (Figura 19).
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Figura 19: Imagem da tabela de medidas de area e comprimento celular.

Andlise Estatistica
Os resultados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e do teste T,

utilizando o software SPSS versao 6.0 para Windows.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados da fase experimental 1
O objetivo inicial foi observar o efeito das solugdes na anodizagao da superficie.
Identificar se o aumento na voltagem influenciaria um aumento na rugosidade da

superficie e se este teria influencia na adesao de osteoblastos.

Caracterizacio das superficies
e Microscopia eletronica de varredura

A caracteriza¢do da superficie feita através do MEV, resultou em morfologias
distintas para cada tratamento utilizado.

O tratamento de superficie com o eletrolito H;PO4 de 1,4M, foi realizado
utilizando duas voltagens: 50 ¢ 200 V.

No tratamento A, observamos uma superficie irregular, porém com pouca
porosidade. Em algumas regides, ndo havia formagdo de poros e a morfologia se
assemelhava a do titdnio sem tratamento de superficie. Outras revelaram a formacao de
pequenos vulcdes na superficie, evidenciando o efeito da liberagdo de O, dentro do

filme (Figura 20).
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Figura 20: Tratamento A: Ti-cp anodizado com H3;PO4 de 1,4M, t = 60 s, 50V

(5000x) e no aumento (10000x)

O tratamento B apresentou poros irregulares, as vezes circulares, outros
ovalados. Em algumas regides, a imagem sugeria uma superposi¢ao de camadas (Figura
21). Corroborando outros autores (KIM, 2008; SANTOS, 2005; YANG, 2004), o
aumento do potencial aplicado para uma mesma concentracao de eletrolito aumentou o
tamanho médio dos poros e a porosidade da superficie. A anodizagdo com o eletrolito
de H3PO4 com alto potencial (200V) produz estruturas microporosas baseado na quebra
dielétrica do 6xido anodico. Abaixo da quebra da constante dielétrica (50V), ndo ha

evidéncias de formagao de microporosidade (KIM, 2008).
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Figura 21: Tratamento B: Ti-cp anodizado com H3;PO4 de 1,4 M, t = 60s, 200 V

(5000x) e no aumento (10000x)

As amostras tratadas com H,SO4 de 0,5 M apresentaram superficie com poros
menores € mais regulares que as tratadas com H3;POs de 1,4 M. Esses poros
apresentaram morfologia circular em sua maioria (Figura 22).

Baseado no que foi previamente relatado na literatura (SANTOS, 2005), o
potencial constante de 100V ndo seria suficiente para formagao de poros no tratamento
de anodizacdo com H,SO4 de 0,5 M. Por este motivo, aumentamos o potencial para

150V onde houve uma formagao significativa de poros.
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Figura 22: Tratamento C: Ti-cp anodizado a H,SO4 de 0,5 M, t = 60 s, 150 V

(5000x) e no aumento (10000x).

e Porosidade da superficie

A partir das imagens em MEV, foram identificados o tamanho e niimero de
poros de cada superficie. A morfologia da superficie ¢ significativamente influenciada
pela composicao do eletrolito e do potencial aplicado, quanto ao nlimero e tamanho dos
poros.

O tratamento de superficie A mostrou inicio de algumas erup¢des e formacao de
poucos poros. Corroborando alguns autores que indicam que a formacdo do 6xido ¢
muito rapida sendo dissolvido na solugdo (KIM, 2008).

O tamanho e numero de poros foi estatisticamente diferente nas trés superficies
estudadas. O numero de poros foi diretamente proporcional ao aumento do potencial
(Figura 23). O tamanho dos poros foi inversamente proporcional ao aumento do

potencial aplicado, diminuindo quando a voltagem era aumentada (Tabela 3).
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Figura 23: Nimero de poros (u/5um) e desvio padrao de A (H;PO4-50V), B (H;PO4-

200V) e C (H2SO4 -150V).
A superficie B mostrou poros mais definidos e delimitados, as vezes unindo-se
com outros. O tamanho médio dos poros foi de 0,94 pm”. Enquanto a superficie C

mostrou poros bem menores como mostrado na Tabela 3.

. , L 1: 2
Tabela 3: Tamanho dos poros descrito como a area média em pum”.

Superficies
H3;PO4(50V) H3;PO4(200V) H,S04 (150V)
1,24 + 1,07 0,94+ 0,90 0,14 + 0,04

Existe significancia estatistica entre as condi¢gdes apresentadas. (ANOVA: 0=0,05)

Em acordo com os resultados apresentados, hd uma tendéncia ao aumento do

numero de poros com o aumento da voltagem nas superficies tratadas com H3;POs.
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e Perfilometria
A andlise estatistica através da analise de variancia mostrou diferenca

estatisticamente significante entre as trés condi¢des de tratamento (Tabela 4).

Tabela 4: Rugosidade (média de Ra + desvio padrdo)

Superficies
H3;PO4(50V) H3PO4(200V) H>S04 (150V)
0,08 £ 0,013 um 0,19 £ 0,0003 pm 0,11 +0,025 pm*

Existe significAncia estatistica entre as condi¢cdes de anodizagdo para as diferentes
solugdes. (ANOVA: 0=0,05)

Os resultados de rugosidade obtidos com o perfilometro estdo em concordancia
com outros autores (SANTOS, 2005) e mostram a variagdo da rugosidade com o
eletrélito e o potencial aplicado. Porém, a técnica de perfilometria por contato gera
resultados pouco precisos quando a espessura do recobrimento ¢ pequena devido a
dificuldade da visualizacao perfeita do degrau.

A superficie B apresentou uma rugosidade maior apesar de possuir poros
maiores € em menor numero se comparada a superficie C. Provavelmente, isso se deve

ao fato da dificuldade da ponta em detectar poros muito pequenos.
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e Microscopia de forca atomica (AFM)
Dependendo do tipo de eletrdlito utilizado e voltagem final aplicada, o ¢xido
apresentou-se distribuido de diferentes maneiras quanto a sua rugosidade. Os

parametros de rugosidade média (Ra) estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Rugosidade média (Ra/um)(média + desvio padrdo)

Superficies
H3;PO4(50V) H3PO4(200V) H>S04 (150V)
0,02 £ 0,01 0,2+0,01 0,08 + 0,001

Existe significancia estatistica entre as condi¢cdes de anodizagdo para as diferentes
solucdes. (ANOVA: 0=0,05)

Seguindo os mesmos parametros, avaliamos ainda o Ry (tabela 6) e Rz (tabela 7)

confirmando a menor rugosidade da superficie B.

Tabela 6: Rugosidade méxima (Ry/um) (média =+ desvio padrao)

Superficies
H3;PO4(50V) H3;PO4(200V) H,S04 (150V)
0,1 £0,02 0,33 +0,03 0,51 +£0,01

Tabela 7: Rugosidade média absoluta (Rz/um) (média + desvio padrdo)

Superficies
H3PO4(50V) H3PO4(200V) H>S04 (150V)
0,07 = 0,02 0,66 + 0,02 0,4+0,01
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As imagens de AFM das superficies tratadas com H;PO4-200V e H,SO4 -150V

estao representadas nas figuras 24 e 25 respectivamente.

0.00

30.00 x 30.00 [um] Z 0.00 - 1849.85 [nm]

B14- oxidada erm acido fosforico z = 30 microns

Figura 24: Imagem de AFM da superficie tratada por H;PO4-200V.

0.00

30.00x 30.00 [um] Z 0.00 - 624.27 [nm]

D& - oxidada em acido sulfurico z = 30 micrans

Figura 25: Imagem de AFM da suprficie tratada por H,SO4 -150V.
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e Difracio de Raios-X (DRX)

As Figuras 26 e 27 mostram os difratogramas obtidos. As amostras tratadas com
H3;PO4 mostram que o filme ¢ muito fino ou amorfo, pois s6 é possivel ver picos de
titdnio. A investigacdo por DRX mostrou que o filme da superficie tratada com H>SO4
apresenta uma fase rutilo e outra anatisio, sendo a primeira em maior intensidade
(Figura 28).

Este resultado corrobora o trabalho de XIONG e colaboradores (2004) que
mostrou que o aumento do potencial e concentracdo de H,SO4 diminuiu a fase anatésio,

aumentando significativamente a fase rutilo no filme.
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Figura 26: Difratograma de raios-X da amostra tratada com H3PO4 a 50V
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Figura 27: Difratograma de raios-X da amostra tratada com H3PO4 a 200V.
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Fig 28: Difratograma de raios-X da amostra tratada com H,SO4 a 150V.
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Alguns autores relatam que camadas porosas de oxido de Ti produzidas por
anodizagdo e compostas principalmente de fases anatdsio e rutilo podem apresentar
grande habilidade de formagdo de apatita sobre a superficie. Ao contrario, nas
superficies com pouca ou nenhuma presenga de fase amorfa de Ti uma menor formagao
de apatita foi observada em testes de bioatividade de 3 dias (KAWASHITA et al., 2004;
XIONG et al., 2004). Superficies que apresentaram camadas de 6xido de Ti formadas
por anodizacdo em acido sulfirico constituidas somente pela fase rutilo foram mais
eficientes nos testes de bioatividade em 3 dias, apresentando grande quantidade de

apatita formada (XIONG et al., 2004).

e Avaliacao da carga de superficie
O objetivo do método ¢ inferir a quantidade de cristal violeta total associada as
placas de titanio. O valor para a 4gua foi zero unidade arbitaria (ua) e para o corante foi
2,834 ua.
A superficie anodizada com H3PO4 ¢ muito pouco carregada pois absorve apenas
0,02%, enquanto que a de H,SO,4 sugere ser negativamente carregada devido a adsor¢ao

de 47% do corante que sabemos ser carregado positivamente.

Tabela 8: Absorbancia de cristal violeta as superficies anodizadas.

Absorbancia (u.a.) Porcentagem
Controle — (agua) 0 0
Total (cristal violeta) 2,83 100
H3PO4 (200V) 0,02 0,7
H,S04 (150V) 1,33 47
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e Avaliacio da adsorc¢ao de fibronectina a superficies de titinio
Os resultados de leitura de absorbancia de fibronectina (10pg.ml-1), as

superficies ¢ apresentada na Tabela 9.

Tabela 9: Adsor¢ao de fibronectina a superficie de titanio anodizadas ou nao

Tratamentos das superficies Absorbéancia (u.a.) Porcentagem
Controle — (PBS) 0 0
Controle + (FN) 1,02 100
A- H3PO4 (50V) 0,14 14
B- H3PO4 (200V) 0,39 39
C- H,SO4 (150V) 0,68%* 68

O resultado mostra que 68% da fibronectina da solu¢ao foram adsorvidas na
superficie C. Enquanto que nas outras duas superficies A e B onde usamos o eletrolito
H3PO4 tivemos menos de 40%. Fato que confirma o resultado anteriormente descrito,

onde a superficie C negativamente carregada atrai a FN que € positivamente carregada.

e Cultivo e adesio de osteoblastos
O resultado quantitativo da adesdo celular encontra-se representado na Tabela 8§,
assim como a porcentagem de adesdo/drea tratada. A porcentagem de adesdo foi
estimada através do total de células aderidas dentro da area da superficie com

tratamento (circulo).
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Tabela 8: Quantidade de células aderidas nos diferentes tratamentos de superficie ao

longo do tempo.

H3PO4-50V | 13250,24 50
30’ H3P04-200V 9943,68 38
H,SO4-150V | 10946,57 41
H3PO4-50V | 22753,16 86
90’ H3P04-200V 19366,8 73
H,S0,-150V | 15898,76 60
H3PO4-50V | 11105,38 42
120' H3P0O4-200V | 11107,14 42
H,S0,4-150V 24020,7 91
Plastico (Ctr+) | 33072,51 -
Total Solugao 26493,66 100

A superficie tratada com H,SO4 mostrou uma porcentagem de adesdo celular

crescente ao longo do tempo, enquanto que a as outras duas superficies tratadas com

H;PO4 tiveram uma diminui¢ao no total de células HOB aderidas apos 120 minutos

(Figura 29).

Adesao (%) X Superficie

120
100

80

Adesao (%)
(2]
o

40

20

H3P04-50V| H3PO4- H3PO4-50V| H3PO4- H3P04-50V| H3PO4-
150V 200V 150V 200V 150V 200V

30" 90 120 Total

tempo (min)

Figura 29: Grafico mostrando a porcentagem de adesdo dos osteoblastos em

tratamento, em fung@o do tempo.
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5.2 Resultados da fase experimental 2

Na segunda fase do trabalho, o objetivo foi analisar as propriedades da camada
de 6xido apds os tratamentos de superficie com os diferentes eletrolitos e, correlacionar
as propriedades de superficie do material com o processo de adesdo de osteoblastos
humanos.

Os grupos de estudo foram divididos em:
Grupo A: Ti-cp anodizado com H3PO4 de 1,4 M, t = 60s, 200 V;
Grupo B: Ti-cp anodizado com H,SO4 de 0,5 M, t=60s, 150 V;

Grupo C: Controle = Ti-cp sem tratamento.

e Microscopia eletronica de varredura
A Figura 30 mostra as micrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura dos filmes anddicos produzidos sobre os substratos de Ti-cp em comparagdo

com o titanio polido.

'H,S04 (150V)

438 ¥

15kU X3,808 Sim COPPE-UFRJ

15kl X1, 008 3 COPPEAUFRJ

Figura 30: Micrografias (MEV) das superficies.de Ti-cp polido e Ti-cp

anodizado.
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Corroborando os resultados encontrados da fase 1, as micrografias mostraram
uma diferenca no tamanho e quantidade de poros nas superficies tratadas com os
diferentes eletrdlitos. As amostras anodizadas com H,SO,4 apresentaram uma maior
formagdo de poros quando comparadas com a superficie anodizada com H3;PO,, além de

€SSES poros serem de menor tamanho.

e Microanalise por energia dispersiva (EDS)

As Figuras 31 e 32 mostram os espectros obtidos pela espectroscopia por
dispersao de energia. Os resultados informaram a presenga de fosforo (P) e enxofre (S)
nas superficies tratadas com H3PO4 e H,SOu, respectivamente.

Os elementos encontrados devem ser provenientes do tratamento de anodizagao

utilizado sobre a superficie de titanio.

Full scale counts: 2001 F1

2000 B

1500

1000 0

500

=

Figura 31: Espectro de EDS das amostras de Ti-cp anodizado com 1,4M H3;PO,4200V.
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Full scale counts: 2002 G7

2000

1500

1000

500 -

Figura 32: Espectro de EDS das amostras de Ti-cp anodizado com 0,5 M H,SO4 150V.

e Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS)

As duas superficies analisadas mostraram a presenga de titanio e oxigénio. O
carbono e o nitrogénio foram detectados e considerados contaminantes de superficie. A
presenga de carbono em espectros de XPS ¢é comumente verificada devido a
contaminagdo das amostras por ser adsorvido do ar, assim como, a presenga de
nitrogénio como contaminante nao € raro.

O tratamento com H3PO4 mostrou a presenca de anions de fosforo (P), com pico

de 6,76%, eletroquimicamente incorporados a matriz de TiO, (Figura 33).

Nome Posicdo  Area %
L O 1s 530,32 2216,3 46,10
Ti2p 3/2 458,22 1025,4 11,97
C1s 285,32 554.8 33,81
P 2p 133,42 132,3 6,76
N 1s 398,72 39,8 1,34

Figura 33: Espectro global de XPS para a superficie tratada com H3PO4(200V).
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No grafico de deconvolugdo do pico de titanio (Figura 34) observou-se o

predominio quase que total de TiO, (98,2%).

Figura 34: Deconvolucgao do titanio tratado com H3PO4 (200V).

A superficie tratada com H,;SO4 contém anions de enxofre (S) incorporados

eletroquimicamente a matriz do TiO, (Figura 35).

Nome Posicdo  Area %

O1s 529,73  2269,70 48,24
_ Ti2p3/2 457,63  1033,9 12,33
C1s 284,73 5451 33,94
3 P 2p 131,43 17,5 0,91

N 1s 399,53  114,6 3,96

H S 2pl 167,13 15,9 0,58

T
1000

Binding Ensray (V)

Figura 35: Espectro de XPS para a superficie tratada com H,SO4 (150V),
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O espectro referente ao Ti 2p apresenta novamente a presenca de TiO, (Figura
36). Ombros no nivel de energia proximo a 455eV normalmente sdo associados a

presenca de TiO (SUL,2002).

Nome Posigdo Area %Area
TiO 456,59 29,3 1,18
Ti2p 458,33 2441,5 98,81

Binding Ererzy (V)

Figura 36: Deconvolu¢do do titdnio tratado com H3PO4 (200V).

e Angulo de contato (0)
O valor médio de 0 e seu desvio padrdo para cada um dos tratamentos sao

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Medidas de angulo de contato (média + desvio padrdo) das superficies em

agua, alcool etilico e glicerol

Liquidos
Superficies Agua Alcool Etilico (5mol/l) Glicerol
H3PO4(200V) 43,2 +10,0 48,0+ 6,7 32,1+ 6,0
H,SO4 (150V) 329+73 31,1 +£3,0 95,9+ 10,9
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Comparativamente, a superficie anodizada com H,SO4 (150V) € mais hidrofilica

do que a com H3PO4 (200V), por apresentar menor angulo de contato na agua.

e Energia de superficie
Os valores medidos de energia de superficie das amostras estudadas mostrou que
as superficies possuem hidrofilicidade semelhantes, independente do tratamento. Porém,
a componente dispersiva da tensdo superficial foi estatisticamente maior para a
superficie tratada com H,SO4 (150V). Alguns autores associam a componente
dispersiva com uma maior adesdo celular por ser ela a responsavel pela retencdo da

molécula (SANTIAGO, 2004).

Tabela 11: Medidas de energia de superficie das superficies estudadas (mJ/m?).

Superficies s TS 75
H;PO4 (200V) 58,8 53,6 5,1
H,SO4 (150V) 62,2 49,4 12,8

e Avaliacio da porcentagem de osteoblastos aderidos

O cultivo das células seguiu o mesmo protocolo descrito no método de cultivo e
adesdo de osteoblastos.

Para quantificar a adesao celular as superficies recobertas a concentragao celular
da suspensdao foi estimada por contagem hematimétrica e preparadas para uma
concentracdo final de 5,0 x 10° células/ amostra (gota de 114 pL por amostra).

No segundo ensaio a contagem celular foi realizada usando 4 tempos: 30, 90,

120, 240 minutos.
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Tabela 12: Porcentagem de células HOB aderidas nos diferentes substratos em fungao

do tempo.

Tempo Tratamento | Adesao (%) p:derz\(/)lgm)

H,SO, 58 36,84

30' H;PO, 53 24,29
Ticp 29 0,81
H,SO, 75 11,82

90 H;PO, 75 2,37
Ticp 16 20,52
H,SO, 62 11,31

120’ H3;PO, 45 2,34
Ticp 28 1,67
H,SO, 61 39,90

240' H3;PO, 33 2,03
Ticp 14 1,47
Total 100

Nos primeiros 90 minutos ha um aumento significativo da porcentagem de
células aderidas ao substrato, com excecdo do Ti-cp onde houve uma diminuigdo.
Porém se for considerado o desvio padrdo, podemos sugerir também um aumento nesta
superficie.

Em todos os tempos, as células mostraram uma preferéncia por superficies
tratadas por anodizacdo, onde o niimero de células aderidas foi comparativamente
superior, em relacdo ao titanio polido (Figura 37 e 38).

Com o aumento do tempo, observou-se um comportamento celular superior nos

substratos anodizados por H,SO4,
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Adesao (%) x Tempo

Adesao (%)

H2S04 | H3PO4 | Ticp | H2SO4 | H3PO4 | Ticp | H2SO4 | H3PO4 | Ticp | H2SO4 | H3PO4 | Ticp Total
30 90 120' 240
Tempo (min)

Figura 37: Grafico representativo da porcentagem de adesdo de células HOB nos

diferentes eletrdlitos em funcao do tempo.

Adesao (%) X superficie
120

100

8 8§ 8 8

o

Figura 38: Grafico representativo da porcentagem de células aderidas em funcdo dos

tratamentos utilizados.
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Adsorcao de fibronectina
A andlise realizada por contagem hematimetrica revelou que a presenca da FN
na superficie melhora a adesdao de osteoblastos em relacdo ao nimero (Tabela 13) e

porcentagem (Tabelal4) de células aderidas.

Tabela 13: Numero de células aderidas em relagdo ao tempo.

FN 30 1200 240’
+ 7,7+2,3 3,612 53+33
_ 341 2,6+1,5 0,3+0,5
Tabela 14: Pocentagem de células aderidas em relagdo ao tempo.
FN 30’ 1200 240°
+ 58,8 18 27,7+9,5 40,4 + 25
_ 23+ 7,6 20+ 11 2,5+4,4

A analise das micrografias do MEV mostrou que as superficies com FN
adsorvida, tiveram um numero de célula estatisticamente maior no periodo de 4 horas
(Tabela 15). A morfologia das células também mostrou diferenca significante. Com o
aumento do tempo estudado, as células mostravam aumento de prolongamentos

citoplasmaticos e maior espraiamento (Figura 39).
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Tempo (min)

30

120

240

Figura 39: Micrrﬁas de MEV da cultura de

4

osteoblastos sobre as superficies
recobertas ou ndo com FN nos diferentes tempos estudados (300x).
A Figura 40 mostra em maior aumento os lamelipodios do osteoblasto quando

entra em contato com a superficie e a descontinuidade do filme de FN (Fig. 40b).

COFPE-UFRJ

Figura 40: Osteoblasto aderido a superficie anodizada de iapc')s 30min: sem FN (a) e

com FN adsorvida (b) no aumento de 3000x.
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Tabela 15: Distribuicdo do nimero de células e suas respectivas areas nas superficies

com e sem a adsorcao de FN nos diferentes tempos.

Tempo(min) | FN |N. células | Area media | Desv. padrio | Minimo. | Maximo
30° - 70 114,49 78,55 30 331
+ 87 206,68 147,96 45 683
1200 - 157 209,82 97,25 40 518
+ 122 124,15 81,63 28 576
240° - 83 354,81 175,00 107 851
+ 162 264,61 151,23 62 841

A Figura 41 mostra o momento de espraiamento celular e sua divisdo. Antes da
adesdo, ha uma adsorcdo a superficie e a emissdo de prolongamentos citoplasmaticos e

lamelipddios.

£

L
&
¢
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¥

Wwi.ooe Meen . BOPPE “UERJ

R

Figura 41: Cultura de osteoblastos no tempo de 120’ sobre a superficie de Ti anodizado.

76



6 CONSIDERACOES FINAIS

A biocompatibilidade do implante estd relacionada com o comportamento da
cé¢lula em contato com ele e a adesdo celular a sua superficie. Sabe-se que a topografia
da superficie pode influenciar esta resposta biologica (HANEIN,1993; ANSELME,
2000, LANGE, 2002;. ANSELME & BIGERELLE, 2005).

As micrografias de MEV mostram que as configuragdes dos poros dos filmes de
oxido de titdnio variam com a composi¢do e concentragdo do eletrélito, ¢ com o
potencial aplicado. As superficies de H,SO4 (150V) apresentam morfologia
aparentemente mais regular que a de H;PO,4 (200V) apesar de estarem numa faixa de
rugosidade proxima.

O numero de poros foi maior com o aumento do potencial utilizado. Zhu et al
(2004) também mostraram no seu estudo, uma influéncia da anodizacdo anoddica no
aumento da rugosidade em fun¢do da voltagem aplicada, onde o aumento do potencial
aplicado gerou um aumento na porosidade.

Existiu significancia estatistica entre as condi¢des de anodiza¢do com relagdo a
sua rugosidade média. O aumento da voltagem nas superficies anodizadas com H3;PO4
gerou um aumento da rugosidade da superficie e conseqiiente aumento do nimero de
poros.

Segundo a literatura, osteoblastos sdo mais sensiveis a organizagdo ¢ a
morfologia da rugosidade do que a sua amplitude (ANSELME, 2005; ZINGER et al.,
2004, 2005) Superficies numa mesma faixa de rugosidade podem apresentar
micromorfologias diferentes.

A adesdo celular também ¢ afetada pelas propriedades quimicas do substrato.

Modificagdes na carga, hidrofobicidade e hidrofilicidade da superficie, mostraram
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alterar a capacidade de adesao da célula. (HANEIN,1993; ANSELME, 2000 PFEIFFER
etal., 2003).

O tratamento com H,SO4 (150V) apresentou menor angulo em contato com a
agua, mostrando ser mais hidrofilico comparativamente com os outros substratos, logo
possui uma maior molhabilidade. Também mostrou ser mais carregada, porém
necessitamos de estudos mais precisos para determinar esta carga (HIMENO, 2002).
Sabe-se que células aderem melhor em superficies hidrofilicas (ANSELME, 2000,
ZHU, 2004).

Os osteoblastos tiveram a adsor¢do inicial semelhante nos dois tratamentos.
Depois de 90 minutos eles se mantiveram aderidos na superficie com H,SO4 (150V),
enquanto que na de H3;POs (200V), houve um desprendimento das células, nao
completando sua adesdo. A porcentagem de células aderidas foi maior no primeiro que
no segundo, ¢ ambos maiores que no titdnio polido.

Os resultados sugerem uma preferéncia celular pela superficie anodizada com
H,SO4 (150V). As propriedades fisicas e quimicas apresentadas por este filme também
nos sugere que 0 mesmo possua caracteristicas compativeis com uma melhor resposta

biologica, direcionando a escolha do mesmo para trabalhos futuros.
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7 CONCLUSOES
A andlise do efeito da anodizagdo da superficie de placa de titanio puro na

adesdo de osteoblastos humanos permitiu chegar as seguintes conclusoes:

¢ A morfologia da superficie ¢ influenciada pelo eletrdlito utilizado. Superficies
tratadas com H,SO4 (200V) mostraram porosidade e rugosidade maiores que as
tratadas com H3PO4 (50V ¢ 150V).

e Em relagdo ao eletrolito H3PO,, o nimero de poros foi diretamente proporcional
e o tamanho dos poros foi inversamente proporcional ao aumento do potencial
aplicado.

e Superficies tratadas com H,SO4 (0,5M; 200V) adsorvem mais fibronectina e isso
provavelmente se deve ao fato de ser negativamente carregada atraindo a FN que
¢ positivamente carregada.

e Os osteoblastos humanos ap6s 4 horas de adesdo sobre as superficies tratadas de
titAnio mostraram uma porcentagem de adesdo e numero de células maior nas
superficies anodizadas com H,SOs.

e Os osteoblastos sugerem uma preferéncia por superficies hidrofilicas, com
menor angulo de contato e com maior energia de superficie.

e A adsorcdo de FN mostrou ser efetiva na adesdo de osteoblastos ndo apenas nos
momentos iniciais de adsor¢do celular, mas também em tempos maiores de

adesao e fixa¢ao da célula.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

— Estudar a interacdo especifica de proteinas da membrana celular dos osteoblastos
com a superficie de Ti anodizada com H,SOs (150V) usando técnicas de
Imunomarcacao.

— Comparar o efeito da quimica, topografia ¢ morfologia das superficies tratadas com
H,S0O4 (150V) sobre o comportamento a longo prazo dos osteoblastos até seu estagio de
mineralizagao.

— Realizar experimentos in vivo para avaliar as melhores condi¢des de anodizagdo em
que ocorra osseointegragao mais rapida.

— Avaliar o efeito de outros tipos de tratamentos na superficie do Ti, sobre o

comportamento de osteoblastos.
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