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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios
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INFLUENCIA DE TRATAMENTOS SUPERFICIAIS SOBRE CHAPAS DE TITANIO
NA OSTEOGENESE EM CULTURAS DE CELULAS COM ORIGEM NA MEDULA
OSSEA HUMANA

Marilia Garcia Diniz
Agosto / 2001

Orientadores: Gléria de Almeida Soares
Maria Helena Raposo Fernandes

Departamento: Engenharia Metalurgica e de Materiais

Foram preparadas amostras de titdnio com diferentes rugosidades (R.) e
morfologias superficiais, através da combinag¢ao de tratamentos mecéanicos (lixamento,
com lixas metalograficas de SiC ou jateamentos abrasivos com particulas de dioxido
de aluminio com granulometrias de 65um ou 250um) e quimicos (ataques com
solugdes a base de acido sulfurico / acido cloridrico ou a base de acido fluoridrico). Foi
feita uma avaliacdo do comportamento biolégico de culturas de osteoblastos com
origem na medula 6ssea humana incubadas sobre as superficies preparadas. A
solugdo a base de acido fluoridrico foi mais efetiva que a solugao a base de acido
sulfurico / cloridrico na obtengao de uma superficie homogeneamente rugosa e na
eliminacdo das particulas contaminantes de aluminio geradas pelo processo de
jateamento abrasivo. Células da medula 6ssea cultivadas sobre os diferentes
substratos de titanio, apresentaram um modelo de comportamento similar durante as
etapas de ligacdo e espalhamento (adesdo). As células se proliferaram muito bem
sobre todas as superficies testadas e o crescimento celular foi observado durante
aproximadamente de duas a trés semanas. As amostras tratadas com solucéo a base
de acido fluoridrico apresentaram maior atividade da fosfatase alcalina. Somente os
materiais submetidos aos jateamentos abrasivos seguidos de ataques com solugdes
acidas, levaram as culturas com origem na medula 6ssea humana até a mineralizacao
da matriz extracelular. O melhor comportamento bioldégico foi obtido para as culturas
incubadas sobre as amostras jateadas e submetidas ao ataque quimico a base de
acido fluoridrico, o que pode estar relacionado as caracteristicas destas superficies

que apresentaram-se com microtopografia homogeneamente rugosa.
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EFFECT OF SURFACE TREATMENTS ON TITANIUM SHEETS ON THE
OSTEOGENESIS IN HUMAN BONE MARROW CELL CULTURES

Marilia Garcia Diniz

August / 2001

Advisors: Gloéria de Almeida Soares

Maria Helena Raposo Fernandes

Department: Metallurgical and Materials Science

Titanium samples of different roughness (R,) and morphology were prepared
using a combination of mechanical (grinding with SiC paper or blasting with aluminum
oxide particles with 65um or 250um) and chemical (attack with a sulfuric acid based
solution or a hydrofluoric acid based solution) treatments. The biological performance
of the prepared surfaces was evaluated using human bone marrow osteoblastic cell
cultures. Mechanical treated samples presented different R, values and surface
morphology. The hydrofluoric acid based solution was more effective than the sulfuric
acid based solution in smoothing titanium surface and also in eliminating aluminum
contamination resulting from the blasting process. Bone marrow cells seeded on the
different titanium samples showed a similar pattern of behavior during cell attachment
and spreading. Cells proliferated very well on all the titanium surfaces and cell growth
was observed during approximately two to three weeks. The samples treated with the
hydrofluoric acid based solution presented higher alkaline phosphatase activity. Only
the blasted samples treated with the acid solutions allowed seeded bone marrow cells
to form a mineralized extracellular matrix. The best biological performance was found
in the blasted samples treated with the hydrofluoric acid based solution, which could be
related to the characteristic microtopography of these samples that presented a

homogeneous and smooth roughness.
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CAPITULO | — INTRODUGCAO

O desenvolvimento do tecido celular em torno de um implante para reposicédo de perda
O0ssea permanente, envolve uma elaborada estratégia que depende de muitos fatores,
dentre eles, as propriedades da superficie do implante escolhido, incluindo sua
micromorfologia ou microtopografia, composi¢do quimica, rugosidade, energia
superficial, molhabilidade e etc. Estabilidades estruturais e funcionais entre o tecido
6sseo vivo e a superficie dos implantes pode significar uma garantia de seu sucesso e,
neste aspecto, a utilizagdo de implantes tais como os de titanio de pureza comercial
possuem uma ja comprovada biocompatibilidade que inclui boas propriedades

mecéanicas e excelente biotolerancia.

Os implantes dentarios sdo os mais conhecidos e bem sucedidos exemplos desta
situacdo que também utilizam ligas de Ti-Al-V. Em alguns casos, as opgbes de
recobrimento dos implantes metalicos com cerdmicos ou vidros bioativos tem
mostrado bons resultados de osteointegracdo. Os ceramicos a base de fosfatos de
célcio possuem uma forte semelhanga com a hidroxiapatita biolégica, o mineral mais
importante na constituicdo do tecido 6sseo [VROUWENVELDER et al., 1993; MARTIN
et al., 1995].

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
material intercelular calcificado, a matriz 6ssea. Das células que formam o tecido
0sseo, os osteoblastos sdo os produtores da parte da parte organica da matriz
[HANCOX, 1972]. Os osteoblastos mostram-se sensiveis aos parametros relacionados
a topografia gerada pelos diferentes acabamentos superficiais encontrados em uma
consideravel quantidade de implantes atualmente comercializados, porém, a procura
de superficies que otimizem respostas bioldgicas celulares tais como adesao,
proliferacao, diferenciacdo, adequada producado de matriz intracelular e extracelular, a
calcificagao desta ultima, tem motivado estudos que buscam a compreensdo e
melhorias nas interagdes implante — tecido 6sseo, ndao s6 nas etapas iniciais de
cicatrizacdo, mas também em mais longo prazo [BRUNETTE et al., 1999; ANSELME
et al., 2000a].

Assim €& que com o intuito de acelerar e/ou melhorar as citadas interagbes, os
implantes podem sofrer operagdes para modificacdo da superficie, envolvendo
tratamentos mecénicos de jateamentos com 6xidos abrasivos, associados ou nao, a

tratamentos quimicos com solugbes acidas ou basicas. Uma adequada



microtopografia pode ser capaz de induzir a osteogénese e uma boa neo-formagao
6ssea em torno do implante, porém, uma condicdo ideal ainda nado é conhecida, nem
suas amplitudes e organizagoes. Infelizmente, tais informagdes sao de dificil obtencao
por testes in vivo onde a interface implante—tecido é dindmica e complexa, portanto,
testes in vitro tornam-se necessarios como etapas complementares essenciais ao
conhecimento dos efeitos das superficies dos materiais utilizados como implantes
sobre as respostas celulares [CASTELLANI et al., 1999; ANSELME et al., 2000b]. Os
modelos in vitro permitem um exame temporal mais simples de influéncias especificas
sobre uma determinada linhagem celular, tais como as respostas biolégicas dadas por

osteoblastos humanos quando em contato com a superficie do titanio.

A maioria dos trabalhos in vitro que estudam a influéncia da microtopografia de
biomateriais, utilizam linhas celulares bem caracterizadas para culturas de células e
que exibem numerosas caracteristicas de osteoblastos. Estas células ndo sao
osteoblastos humanos saudaveis e normais e, além disso, nem sempre estas culturas
de tecidos sao levadas até a mineralizacdo ou até tempos suficientes para que as
células alcancem maturidade, mostrando uma cinética caracteristica para os estagios
de diferenciacdo em resposta ao tipo de superficie existente na interface células /
material [CASTELLANI et al., 1999].

As respostas dos osteoblastos quanto ao aspecto acabamento superficial do titanio
nao recoberto, sdo dependentes do grau e estagio de maturidade do tecido e,
portanto, considerar que um certo tipo de superficie promove uma boa adeséo nao
garante que a mesma promova a diferenciacao e mineralizagao adequada da matriz
extracelular numa interface sempre ativa entre biomaterial e tecido vivo. Espera-se
que um implante produza respostas de remodelagdo no tecido 6sseo vivo desde sua
cicatrizacao até a osteointegracao, passando por todas as fazes do desenvolvimento
celular [MARTIN et al., 1995; DELIGIANNI et al., 2001].

Em relacido aos sistemas de cultura, considera-se que as células de origem humana
oferecam respostas mais préoximas a realidade do que ocorre in vivo e, neste aspecto,
as células mesenquimais obtidas da medula 6ssea humana de doadores saudaveis,
mostram-se capazes de diferenciarem-se em osteoblastos, sob a presenca de fatores
que enriquecem os meios de cultura, tais como a dexametasona [FERRAZ et al.,
1999].
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O objetivo deste estudo foi analisar a morfologia € o comportamento funcional de
osteoblastos (viabilidade celular / proliferagdo, diferenciacido pela atividade da
fosfatase alcalina - “alkaline phosphatase activity” ou “ALP activity” - e da capacidade
de mineralizagdo da matriz extracelular) recrutados da medula éssea humana e
semeados sobre chapas de titdnio ndo recoberto e com diferentes acabamentos
superficiais, obtidos por meio da combinagdo de lixamentos ou de jateamentos
abrasivos com oxido de aluminio com duas diferentes granulometrias e ataques
quimicos com solugdes a base de acido sulfurico e acido cloridrico ou solugdo a base
de acido fluoridrico. Foram geradas 9 condi¢cdes superficiais distintas e estes
resultados foram comparados com os resultados obtidos em controles feitos em
culturas realizadas em paralelo e sob as mesmas condigdes, em placas plasticas

padrao para cultura de tecidos.
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CAPITULO Il — REVISAO BIBLIOGRAFICA

II. 1 O TITANIO COMO OPCAO PARA IMPLANTOLOGIA

O tithnio é o material contemporaneo de escolha mais comum para implantes
utilizados em cirurgias orais e cranio-faciais devido a sua ja reconhecida aceitacao
biolégica pelo tecido ésseo, em situagdes onde a substituigdo parcial deste tecido pelo

implante possui um carater permanente [BRANEMARK, 1983].

A elevada biocompatibilidade do titanio é garantida, em parte, pela camada de 6xido
protetora e estavel (2 — 6nm de espessura) que se forma na superficie do implante
quando em contato com fluidos corpdéreos e que, presume-se, auxilie nas ligagdes
existentes na interface implante / tecido 6sseo. A composi¢cao quimica e a estrutura da
camada superficial de 6xido pode ser, na maioria das vezes, alterada por técnicas de
tratamento superficial do metal [KELLER et al., 1990 e 1994].

Os métodos de preparacao da superficie de um implante podem de modo significativo
alterar suas propriedades superficiais e consequentemente as respostas biologicas
que ocorrem nesta regido de interface, particularmente durante o periodo de

cicatrizagao que se segue ao processo cirlrgico.

Os eventos celulares que ocorrem nas etapas iniciais da formagao do tecido 6sseo ao
redor do implante sao fortemente influenciados pelas propriedades de sua superficie.
Além disso, as condi¢des superficiais do implante na interface gerada implante / tecido
6sseo podem sofrer alteragdes ao longo de seu tempo de vida util no organismo, sob
efeito de esforcos mecénicos e sob a influéncia de um processo de renovagao
bioldgica local dinAmica e constante. Portanto, a superficie do implante, variavel ao
longo do tempo, ira influenciar o comportamento biolégico celular local

constantemente.

A compreensdo dos mecanismos que ocorrem durante o processo de surgimento de
um tecido 6sseo ao redor de um implante, isto &, a osteogénese, mesmo que sejam
elementares, € uma das maiores barreiras para o desenvolvimento de uma nova e
avancada geracao de biomateriais utilizados em projetos de implantes. A exploragao
deste fendbmeno, com a finalidade de melhorar o desenvolvimento de produtos e

processos, envolve o cruzamento de conhecimentos, uma multidisciplinaridade e uma
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interdisciplinaridade, numa comunicacdo de métodos que buscam resultados
eficientes.

Uma ilustragdo esquematica da situagao que geralmente pode ser encontrada na
interface biomaterial / tecido 6sseo, apds passado algum tempo da insergcao do
implante, é apresentada na Figura Il.1. A superficie do implante é envolvida com uma
camada de material extracelular, incluindo agua, ions e biomoléculas, isto &,
substancias essenciais para a sobrevivéncia e constru¢do dos tecidos. Esta camada
se comporta, de certo modo, como um meio no qual as células se intercomunicam e
que as separa do contato direto com a superficie “estranha” do biomaterial. A referida
situacao nao é estatica, isto é, a interface evolui com o tempo e, portanto, os estudos
dos eventos que se desenrolam devem incluir aspectos relativos aos periodos iniciais

(osteogénese) e de periodos mais avancados apos colocagao do implante.
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Figura 1.1 — Esquema da interface gerada entre o biomaterial e o sistema bioldgico
apoés algum tempo da insergédo do implante. Dependendo da natureza e da estrutura
extracelular gerada nesta regido, as células podem ser estimuladas de maneira
diferente, mesmo que ndo exista um contato direto entre elas e a superficie do

implante.

Il. 2 0S TRATAMENTOS SUPERFICIAIS

Implantes endodsseos sdo normalmente fabricados em titdnio comercialmente puro ou
em ligas Ti-Al-V. As ligas de titanio, com limites de resisténcia a tracado maiores (da

ordem de 900MPa no estado recozido), sdo empregadas preferencialmente em
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implantes com didmetro inferior a 4mm, como forma de garantir a resisténcia mecanica
adequada do material [MOORE e OSHIDA, 1995].

Atualmente, sdo fabricados e comercializados diversos tipos, abrangendo projetos
com variagbes de geometria e acabamentos superficiais. Os tratamentos superficiais
podem ser divididos em dois grandes grupos; um deles € o grupo dos implantes
recobertos, por exemplo, com substancias ditas bioativas ou n&o. Dentre as
substancias bioativas, se destacam os fosfatos de calcio que possuem composi¢cao

similar ao constituinte mineral do tecido 6sseo [DE GROOT, 1998].

A modificacdo da superficie dos implantes por meio de recobrimentos bioceramicos
tem mostrado uma indugcdo na formacao de apatita biolégica, como resultado da
dissolucao, precipitacdo e reagbes de troca ibnica no desenvolvimento fisiolégico de
tecido 6sseo. A hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH),; HA), um fosfato de calcio ceramico,
tem sua utilizagdo como implante limitada as aplicacbes submetidas a menores
esforgcos mecénicos, bem como outros materiais cerdmicos similares [FERRAZ et al.,
1999; MATSUURA et al., 2000].

Os recobrimentos tém apresentado vantagens e desvantagens, pois, apesar do
comprovado favorecimento da osteointegragdo nos estagios iniciais do processo, um
progressivo enfraquecimento nas ligagdes na interface implante / recobrimento podem
levar a dissolugédo do recobrimento ou descolamento do mesmo com o tempo [YAN e
DAVIES, 1998]. A combinagao das propriedades do titAnio como elevada resisténcia a
corrosdo, elevada relagdo resisténcia-peso e simplicidade de fabricagdo com a

bioatividade da hidroxiapatita, tem levado a obtengéo de bons resultados.

Normalmente se objetiva a produgdo de recobrimentos pouco espessos visando
aumentar a adesao do recobrimento ao substrato. A espessura ideal de camada de
hidroxiapatita sobre implantes de titanio ndo esta ainda estabelecida e sempre pode
variar conforme o processo utilizado para o recobrimento, tais como os de deposicao
por eletroforese e eletro-co-deposicdo que geram espessuras menores que as
observadas por aspersdo a plasma que podem chegar até 100um; assim como ainda
nao é conhecido o tempo em que o recobrimento deve se manter estavel sobre o
implante apés inser¢do no corpo humano [PRADO DA SILVA, 1999]. Além de
camadas menos espessas serem mais rapidamente reabsorvidas pelo tecido dsseo
que cresce ao redor do implante, outro ponto que deve ser considerado é a resisténcia
mecénica da camada. Segundo PRADO DA SILVA (1999), alguns trabalhos relatam

14



que, camadas mais finas possuem maior resisténcia mecanica quando comparadas a
camadas espessas. Entretanto, a maioria dos fabricantes de implantes prefere

espessuras da ordem de 50um.

O outro grupo de tratamentos de modificagdo da superficie dos implantes envolve a
criacdo de uma microtopografia que favoreca a osteointegragdo com base no
ancoramento mecanico do implante ao osso. Esta superficie pode ser gerada por
meio de jateamento com oéxidos abrasivos ou usinagem, associados, ou nao, a
tratamentos quimicos com solugbes acidas ou basicas, ou ainda através de
recobrimentos por titdnio num processo de aspersao térmica conhecido como plasma
“spray” (“titanium plasma spray”, TPS). Os jateamentos abrasivos ndo somente afetam
a rugosidade da superficie, mas também, podem remover contaminantes da superficie
metalica e aumentar a sua reatividade. Por outro lado, o emprego de particulas
abrasivas com composicdo quimica diferente da do implante, pode alterar sua

composigao quimica superficial e afetar sua biocompatibilidade.

O Al,O3; (alumina) é utilizado como material para jateamentos abrasivos, a escolha
baseada em menores custos e uma efetiva alteracdo da microtopografia superficial,
apesar de sempre deixar residuos contaminantes na superficie do implante
considerados de dificil remocao, quando nao praticamente impossivel [SALGADO et
al., 1998].

Submeter o titanio e suas ligas a tratamentos quimicos superficiais na procura de
condicbes que induzam melhores respostas biologicas, tal como uma maior
osteointegracdo ao implante, ja tem sido o objetivo de alguns trabalhos. YAN e
DAVIES (1998) testaram em ratos, isto €&, in vivo, implantes de titdnio submetidos a um
certo ataque quimico superficial acido (Implantes OSSEOTITE®), associados ou n3o, a
um ataque quimico superficial com solugcdo a base de hidroxido de sodio (NaOH)
seguido de um tratamento térmico. Os resultados sugerem que a microtopografia dos
implantes submetidos a seqUéncia completa de tratamentos com solugdo acida
(OSSEOTITE®), solugao basica de hidréxido de sodio e tratamento térmico, obtiveram
os melhores resultados de osteointegragdo com uma maior area de contato direto

entre tecido 0sseo e os implantes apés 12 semanas da colocagao dos mesmos.

NISHIGUCHI et al. (1998) num trabalho semelhante, testaram diversos tratamentos
quimicos com solugbes basicas de hidréoxido de sodio, associados ou nao, a

tratamentos térmicos em trés diferentes ligas de titanio implantadas em coelhos por
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até 16 semanas: Ti-6Al-4V, Ti-6Al-2Nb-1Ta e Ti-15Mo-5Zr-3Al. Os resultados também
sugerem que esta associagdo de tratamentos superficiais quimicos com tratamentos
térmicos potencializa a osteointegracdo, porém, em ambos os trabalhos citados,
nenhuma das superficies foi caracterizada para uma avaliacdo de suas propriedades e

reais diferencgas.

Um tratamento quimico superficial em duas etapas, sobre titanio de pureza comercial,
€ proposto por WEN et al. (1998); uma primeira etapa com solugdo a base de acido
cloridrico e acido sulfurico e uma segunda etapa com solugdo a base de hidréxido de
sodio. Os resultados mostraram que os tratamentos em duas etapas foram capazes de
gerar superficies de 6xido de titAnio com microporosidades que aparentemente
induziam a formagao mais rapida de uma aderente camada de fosfato de calcio sobre
as superficies testadas in vitro num processo para deposi¢do de calcio em solugao

aquosa supersaturada sobre as mesmas.

Alguns tratamentos quimicos superficiais sao utilizados especificamente para a
remocao de contaminantes oriundos do processo de fabricagdo dos implantes ou da
preparagao clinica para a cirurgia e, geralmente, estes métodos englobam ataques
com solugdes a base de acidos fluoridricos (HF), acidos sulfuricos (H.SO,), acidos
nitricos (HNO3), acidos fosféricos (H;PO,), acidos organicos, oxidagao anddica com

correntes elétricas em meios acidos e técnicas de nitretagao da superficie de titanio.

Segundo KAWAHARA (1995), a utilizacdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em meio
as solugdes a base de acido fluoridrico, permite a obtencdo de superficies mais
estaveis, através da imediata oxidagéo dos sitios reativos que ficam expostos sobre a

superficie de titdnio quando submetido ao ataque do referido acido.

Il. 3 A SUPERFICIE E O COMPORTAMENTO BIOLOGICO

A natureza da superficie de um implante pode ser descrita em termos de sua
composic¢ao quimica, energia superficial e morfologia. Muitos artigos e livros tem sido
publicados sobre a caracterizagdo de superficies de biomateriais e aplicado estas
informagdes no seu desenvolvimento [RATNER et al., 1987]. Geralmente, os efeitos
da composi¢ao quimica e da microtopografia, em situa¢des in vitro ou in vivo, sao
considerados separadamente, com poucos autores considerando estes efeitos
simultaneamente [ANSELME et al., 2000a].
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E quase um consenso que no caso de osteoblastos, acabamentos superficiais rugosos
sdo preferiveis as superficies polidas, e nao obstante, o titanio esteja sendo
amplamente utilizado em diferentes aplicagdes médicas nos ultimos 30 anos, o fator e
mecanismo que controlam as respostas bioldgicas ao redor do implante continuam
pouco compreendidos [DEGASNE et al.,, 1999] e a microtopografia ideal nido é
conhecida, bem como uma precisa faixa também ideal de rugosidade. Estudos in vivo
mostram que superficies de titanio polidas induzem o crescimento de tecido fibroso ao
redor dos implantes, ao invés de tecido 6sseo [MARTIN et al., 1995]. Em contraste aos
osteoblastos, células epiteliais somente se aderem as superficies de titAnio muito
polidas [BOYAN et al., 1996]. Assim, devido ao ainda desconhecimento da superficie
de microtopografia ideal para os implantes, os tratamentos superficiais de usinagem,
ataques com solugbes acidas ou basicas, eletropolimento, oxidacdo anddica,
jateamento abrasivo, recobrimentos com “plasma-spraying” e etc., continuam gerando
superficies de titdnio com muitas diferencas e que merecem investigacdes e testes do

comportamento biolégico dos osteoblastos [ANSELME at al., 2000a].

A superficie do material na interface implante / tecido, possui um papel crucial nas
interacdes bioldgicas, principalmente por ser uma regido quase sempre diferente em
morfologia e composi¢cdo quimica em relagdo ao tecido circundante como um todo
(“bulk™), e que, quando nao libera substancias toxicas ou biologicamente ativas, suas
caracteristicas micromorfoldgicas irdo governar as respostas bioldgicas. Os arranjos
de macromoléculas que envolvem as células também resultam de suas interagdes
com a superficie do implante e irdo influenciar eventos como sua adesao,
espalhamento sobre a superficie, producdo de horménios, fatores de crescimento,
comunicagao entre células (através de taxas de componentes quimicos), atividades
celulares locais ou nas circunvizinhangas, proliferacao e etc. [MARTIN et al., 1995].
Assim, uma complicada rede de influéncias se estabelece como resultado das inter-
relacbes entre a superficie do implante e o tipo de tecido e de fluidos envolventes

presentes.

II. 4 A INFLUENCIA DA COMPOSICAO QUIMICA

A influéncia da composi¢cao quimica da superficie tem sido examinada em testes de
culturas celulares sobre titdnio comercialmente puro, ligas de titénio, filmes de titanio,
pos de ligas de titanio, vidros bioativos, hidroxiapatita, acos inoxidaveis e muitos
outros; os resultados mostram que tanto para os metais quanto para os materiais

utilizados como recobrimentos, o metabolismo celular e o seu comportamento
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fenotipico sao afetados por este pardmetro [VROUWENVELDER et al., 1993; MARTIN
et al., 1995; SAUBERLICH et al., 1999; ANSELME et al., 2000a].

Muitos sdo os aspectos biologicos celulares influenciados pela modificacdo da
composi¢ao quimica superficial do implante, nos mais variados tipos de células,
incluindo fibroblastos e osteoblastos. Estes ultimos mostraram-se sensiveis as
variagbes nas composi¢des quimicas superficiais de substratos feitos com materiais
comumente utilizados em implantologia (Ti-6Al-4V, aco inoxidavel 316L, hidroxiapatita,
vidro bioativo), testados em culturas de osteoblastos isolados das abdbadas cranianas
de fetos de ratos, nos aspectos de morfologia celular, proliferacdo e diferenciacédo
[VROUWENVELDER et al., 1993].

Apesar de sua frequente utilizagao, recentes estudos tem mostrado que a presenga do
vanadio associado ao aluminio nas ligas Ti-6Al-4V pode provocar desordens
neuroldgicas devido a conhecida toxicidade do vanadio. As ligas Ti-6Al-7Nb e Ti-13Zr-
13Nb tem sido investigadas na busca de possiveis solugcbes alternativas para a
substituicdo da presenga do vanadio e diminuicdo dos efeitos deletérios de toxicidade
[BLENKINSOP, 1992; CANALE, 1996].

Quanto a morfologia celular, observou-se diferencas entre materiais que permitiam
osteoblastos poligonais, com ondulagbes dorsais € numerosos filamentos que se
estendiam sobre a superficie dos materiais em grandes grupamentos (“clusters”) e
materiais em que os osteoblastos eram mais planos, sem ondulagdes dorsais e sem
filamentos (“filopodia”), estando concentrados em pequenos grupos, provavelmente
por um favorecimento micro-localizado. As geometrias mais esféricas, sem ondulagoes
dorsais ou filopodia denotavam condi¢des precarias das culturas osteoblasticas. Ao se
considerar a influéncia da composi¢cao quimica do material, ou de qualquer outra
propriedade da superficie sobre a morfologia de osteoblastos, o importante é que as
observagdes sejam feitas nos periodos iniciais dos sistemas de culturas, pois, a
formacado de camadas celulares superpostas ira de algum modo mascarar os efeitos

da superficie na geometria da célula ou em sua orientagao.

Quanto ao aspecto proliferacdo e diferenciagcdo, as composicbes quimicas que
favoreciam osteoblastos, apresentavam culturas que atingiam a confluéncia e
significativamente mais expressivas fenotipicamente, onde a expressado do grau de
diferenciacdo foi dada por uma relagcdo entre a atividade da fosfatase alcalina

(“Alkaline Phosphatase Activity”, ALP “activity”) - um marcador especifico para
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osteoblastos, relativo a atividade de uma enzima especifica produzida por
osteoblastos maduros, a fosfatase alcalina — e a quantidade de DNA contida nas
culturas incubadas em periodos de 3, 6 e 8 dias. Este estudo mostrou um interessante
aspecto de que os osteoblastos que cresciam sobre substratos metalicos com
superficies nao recobertas apresentaram necessidade de tempos de cultura maiores
para exibirem taxas significativas de ALP em testes in vitro, isto é, os osteoblastos
levavam mais tempo para exibirem maturidade e para expressarem comportamento
que os distinguisse em relagdo a outro tipo de célula qualquer; estabeleceu-se que
testes que estudam sistemas de culturas osteoblasticas in vifro em substratos
metalicos ndo recobertos devem ser mantidos por periodos mais longos de cultura,
isto é, periodos maiores do que 8 dias, para demonstrarem estagios de adesao,

proliferacao e diferenciacao.

Substancias quimicas liberadas pelos materiais, principalmente pelo ago inoxidavel,
geram complexos organometalicos que retardam a expressao dos osteoblastos ou até
mesmo podem lhe causar a morte. Agos inoxidaveis contendo cromo, cobalto e niquel
como elementos de liga, possuem graus de citotoxicidade variaveis; titdnio e suas
ligas sao geralmente bem tolerados [VROUWENVELDER et al., 1993]. A incorporagao
de ions pela superficie pode provocar uma alteracao na ligagdo e na ordem da
distribuicdo das proteinas que envolvem as células e consequentemente em como
elas irdo ficar ligadas ao material € em como irdo desempenhar suas fungbes
biolégicas. Por exemplo, a incorporacdo da fluorapatita nas superficies de
hidroxiapatita altera as ligagcdes e as orientagcdes das proteinas com calcio que

envolvem as células, na sua adesao a superficie do substrato [BOYAN et al., 1996].

A cinética do processo de adesao de ceélulas com origem na medula 6ssea de ratos
mostrou-se susceptivel as variagdes na composicdo quimica de superficies de titanio,
conforme mostram os resultados de ONG et al. (1995). Para substratos de titdnio ndo
recobertos, apresentando  superficies com diéxido de titAnio (TiO,)
predominantemente amorfo e substratos de titdnio recobertos com fosfato de calcio,
testes in vitro nao mostraram diferencgas significativas na populacdo de células para
todos os materiais testados, porém, a percentagem de proteina presente nas camadas
celulares era significativamente maior para os materiais n&o recobertos até ao terceiro
dia de incubacao das culturas. Este comportamento foi, provavelmente, resultado das

diferencas entre as composicdes quimicas e estruturais das superficies testadas.
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Apods as etapas de adesao sobre a superficie do biomaterial, os eventos subseqlientes
também sao influenciados e interdependentes, tais como a capacidade de
espalhamento celular sobre a superficie e a citomorfologia resultante deste
espalhamento, o que ira afetar sua futura expressao fenotipica, incluindo a proliferagcao
e a formacao da matriz extracelular e, finalmente, a possibilidade de mineralizagdo da

matriz extracelular, no caso de osteoblastos.

Processos de esterilizagdo também podem alterar a composi¢gao quimica superficial
dos implantes. Materiais implantados no corpo humano ou em animal, devem estar
estéreis, pois, um processo infeccioso subsequente pode causar sérios danos e até
mesmo a morte. Ser estéril ou estar esterilizado € uma situagdo definida como a de
auséncia de todo e qualquer organismo vivo, especialmente os micro-organismos, tais

como bactérias, fungos e virus.

Um dos primeiros métodos de esterilizacdo utilizados para implantes foi a
autoclavagem, a qual envolve a exposi¢cao do material a uma atmosfera saturada de
vapor d’agua sob pressdo. O uso de temperaturas relativamente altas neste processo
(121°C) pode, algumas vezes, ser um fator de impedimento na esterilizagdo de
materiais ndo metalicos e suas embalagens. Esta limitagdo levou ao desenvolvimento
e utilizagdo de métodos de esterilizacdo com gas de 6xido de etileno (EtO) e radiagao
ionizante (raios gama, aceleragao de elétrons) [KOWALSKI e MORRISEY, 1996].

Superficies de titanio autoclavadas em meio vapor, expostas a atmosfera gasosa de
oxido de etileno e imersas em puro alcool etilico, mostraram-se contaminadas por Fe e
Cl, o que resultou em alteragdes no comportamento bioldgico in vitro de fibroblastos,
incluindo a percentagem de células aderidas e o seu espalhamento, fatores

observados para cada tratamento de esterilizagao utilizado [KELLER et al., 1990].

Certas técnicas de esterilizacdo, tal como a autoclavagem em meio vapor, podem
provocar efeitos deletérios no processo de integracdo entre tecidos e superficies
metalicas devido as possiveis contaminagdes superficiais por inorganicos. Técnicas
que incluem luz ultravioleta e radiagdo gama, reduzem o nivel de contaminagédo de
superficies de titdnio; resultados de testes in vitro mostraram que as respostas
biolégicas mais imediatas de linhas celulares osteoblasticas, como adesdo e
citomorfologia de até 2 horas de incubagdo, ndo foram prejudicadas por estes
tratamentos de esterilizagao [KELLER et al., 1995].
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1.5 A INFLUENCIA DA MICROTOPOGRAFIA

A microtopografia resultante do acabamento superficial de um implante, incluindo sua
micromorfologia e rugosidade, pode significar a diferenga entre seu sucesso ou
catastrofe e muitos estudos de sistemas in vitro ou in vivo tentam estudar como a

microtopografia de biomateriais afeta as respostas celulares.

A definicdo de superficie polida ou rugosa varia entre macro rugosidade (valores em
milimetros), micro rugosidade (até valores micrométricos) e rugosidade nanométrica
(valores em escala nanométrica). Muitos autores tem concentrado suas investigacdes
em escalas micrométricas das superficies de biomateriais, isto &, nas micro
rugosidades e na micromorfologia das superficies que irdo resultar em sua
microtopografia. A Figura 1.2 apresenta, esquematicamente, as possiveis escalas de
influéncia da topografia de um implante na osteointegracao in vivo [WENNERBERG,
1996]; muitos estudos tem mostrado que espacamentos de até 0,1mm sé&o
necessarios para uma completa osteointegracdo, sem excluir, absolutamente, a

importancia da rugosidade superficial em escalas micrométricas ou nanométricas.

Figura I.2 - Esquema das possiveis escalas de influéncia da topografia de um
implante na osteointegracao, in vivo [WENNERBERG, 1996].

GRORNER-SCHREIBER e TUAN (1991) ao estudarem culturas de osteoblastos sobre

discos de titdnio polidos, rugosos e com poros, estes ultimos, mostraram maiores

taxas de producgéo de colageno e capacidade de mineralizagdo da matriz extracelular,
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porém, o Uunico método utilizado para a caracterizacdo das superficies foi a

microscopia eletronica de varredura.

BOWERS et al. (1992) investigaram a quantidade de células de linhas celulares
osteoblasticas aderidas sobre superficies de titdnio com diferentes rugosidades.
Foram encontradas maiores quantidades de células aderidas sobre as superficies dos
substratos mais rugosos, obtidos por jateamento abrasivo com dioxido de aluminio
com granulometria média de 50um, quando comparados com as superficies com
morfologia superficial mais regular, produzidas por procedimentos mecanicos de
polimento. Os valores de rugosidades médias das superficies avaliadas variaram entre
R.=0,14 - 1,15um.

Os resultados de KELLER et al. (1994) vieram dar reforgos aos resultados obtidos por
BOWERS et al. acima mencionados, pois, células osteoblasticas de linhagens
celulares cultivadas sobre superficies de titdnio e também da liga Ti—6AI-4V,
proliferaram mais sobre as superficies mais rugosas, com maior nimeros de células
aderidas quando comparadas com superficies menos rugosas. Os valores de R,

investigados variaram na faixa de 0,03 — 0,9um.

Os efeitos sobre a proliferagao, diferenciagdo e produgcao de matriz extracelular em
culturas de linhas celulares MG63, cultivadas sobre discos de titdnio com diferentes
acabamentos superficiais, foram analisados por MARTIN et al. (1995). As linhas MG63
sdo obtidas por células originalmente isoladas de osteosarcoma humano e tem sido
bem caracterizadas, apresentando numerosas peculiaridades osteoblasticas, incluindo
avaliagdes de ALP. Entre as superficies de titdnio avaliadas, as mais rugosas (valores
de rugosidade maxima de 19,68um, 21,90um e 39,80um) mostraram-se inibidoras da
adesado, da proliferacdo e da diferenciacdo, esta ultima, avaliada como funcido da
atividade da fosfatase alcalina (ALP), exceto as superficies com rugosidade maxima
de 21,90um onde os valores de ALP em 24 horas de incubagdo foram
significativamente maiores que os encontrados para as culturas crescendo sobre a
superficie plastica padrao para culturas celulares e que, neste caso, foi utilizada como

controle positivo de comparacéo.
Os resultados obtidos por MARTIN et al. (1995) nos testes in vitro foram

correlacionados com testes in vivo, onde o processo de calcificacdo sobre as

superficies mais rugosas em implantes colocados em tibias de ratos foi prejudicado,
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provavelmente devido a influéncia da microtopografia da superficie na produgao de
enzimas pelos osteoblastos e que possibilitam a calcificagdo da matriz extracelular, tal
como a fosfatase alcalina. Uma analise cuidadosa revelou que, dentre as superficies
mais rugosas, a unica que apresentou resultados de respostas bioldgicas satisfatérios,
possuia uma regularidade na microtopografia, indicando que, ndo somente o
parametro rugosidade, mas também os aspectos morfoldégicos da superficie sao
importantes no desempenho dos materiais, onde a maior sintese de colageno e a
melhor matriz extracelular foi encontrada para a superficie homogeneamente rugosa.
Interessante também se notar que o processo de esterilizagdo por autoclave utilizado
por MARTIN et al. (1995) para os discos de titanio, apresentava somente um aumento
na presenga de carbono nas superficies, nao tendo, portanto, provocado
contaminagbes com elementos indesejaveis ou que pudessem provocar efeitos
deletérios aos seus testes in vitro ou in vivo, tal como as técnicas de esterilizagao por

autoclavagem descritas em KELLER et al. (1990).

Il. 5.1 AS FAIXAS DE RUGOSIDADE ADEQUADAS

A rugosidade é apenas um dos paradmetros que descrevem a morfologia de uma
superficie e, pode-se dizer, que todas as superficies possuem rugosidade em
determinada escala. Normalmente, R, ou rugosidade média, é o pardametro mais
amplamente especificado e medido para descrever e comparar as caracteristicas de
acabamentos superficiais [WHITEHOUSE, 1974].

Mesmo tentando-se isolar o efeito da rugosidade sobre o comportamento biolégico de
osteoblastos, pode-se dizer que a variedade de resultados ja obtidos € incipiente, pois,
nao se busca somente uma faixa de rugosidade adequada, mas também a morfologia
que lhe acompanhe. Superficies numa mesma faixa de rugosidade média podem ter
micromorfologias diferentes, graus distintos de organizacdo, o que determinarao
respostas distintas na adesao, organizacao celular, proliferagao, diferenciacao, etc.
Alguns trabalhos encontraram bons resultados para superficies de titanio jateadas com
rugosidades em torno de 1um, ja outros, mostraram seus bons resultados em titanio
jateado com rugosidades médias trés a quatro vezes maiores, isto é, em torno de 3 -
4um. Também existem trabalhos que mostram seus piores resultados com titanio
jateado entre 2 - 3um e os melhores com superficies lixadas com valores de R, entre
0,2 — 0,3um [LINCKS et al., 1998; DEGASNE et al., 1999; ANSELME et al., 2000a e
b].
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Alguns trabalhos tem avaliado com testes in vivo, o comportamento de implantes de
titdnio com diferentes rugosidades e que, removidos apds algumas semanas do
procedimento cirdrgico, mostram que existe uma rugosidade ideal na qual existe uma
maior resisténcia oferecida pelo implante no processo de sua remoc¢ao da interface
implante / tecido 6sseo [WENNERBERG et al., 1996; ELIAS et al., 2000].

Cabe observar que valores de rugosidade obtidos por diversos trabalhos séo de dificil
comparagdo, uma vez que, dependem da escolha do tamanho de uma linha
referencial para medicdo e do operador do equipamento utilizado para a
caracterizacdo. Assim, dependendo da escolha feita, uma mesma superficie pode ter
valores de R, bem distintos se forem medidos por equipamentos ou operadores

diferentes.

CASTELLANI et al. (1999), concluiram que seus testes in vitro para osteoblastos com
origem na medula dssea de ratos, cultivados sobre titanio com Ra entre 0,3 — 0,8um,
nao confirmaram claramente os efeitos da rugosidade sobre a proliferagao,
diferenciacdo e calcificacdo destas culturas. Em parte, uma das causas entre esta
variedade de resultados, é funcao do tipo de sistema estudado e do tipo de analise de
cada autor, uma vez que, uns consideram que elevados valores proliferacéo ja
mostram bons resultados, ja outros, mostram que pequenos valores de proliferagao x
elevados valores de atividade da fosfatase alcalina € que s&o considerados bons
resultados. Espera-se que a confiabilidade de resultados cresga para quanto maior o
numero de variaveis estudadas no processo e que, um cruzamento destas
informagbes, possa auxiliar na escolha de superficies mais adequadas para o
processo de osteointegracdo. Apesar de muito empenho, ndo raro, muitos trabalhos
nao apresentam os valores quantitativos de rugosidade gerados por tratamentos

superficiais.

Il. 5.2 A ORIENTACAO PREFERENCIAL DAS CELULAS

Ja sdo conhecidos alguns tipos de superficies que possuem microtopografias que
podem provocar a orientagao preferencial das células. Tal efeito, dito “guia de contato”
também ocorre em osteoblastos, principalmente em culturas nédo confluentes, onde
ainda se permite a observacdo de células isoladas; colénias celulares mostram-se
menos afetadas por esta orientacao preferencial [MEYLE et al., 1995; WALBOOMERS
et al., 1999].
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Técnicas de microusinagem para a obteng¢do de ranhuras de dimensdes e arranjos
pré-determinados em diversos substratos utilizados em sistemas de culturas celulares,
inclusive superficies de titdnio, mostraram que, nao havendo descontinuidades
pronunciadas sobre as mesmas, existem certas texturas e acabamentos superficiais
que podem induzir a orientagdo celular com uma evidente influéncia em sua
morfologia e consequentemente em seus comportamentos fenotipicos. Um ponto em
comum nos estudos do fendmeno da orientagao preferencial celular € de que, os
efeitos de microtopografias pouco distintas sobre o comportamento bioloégico celular
sao de dificil avaliacao [MEYLE et al., 1995]. Esta situacao ficou evidente nos testes
de OHGUSHI et al. (1996), onde os resultados de adesao e diferenciacdo (ALP) em
culturas com origem na medula 6ssea de ratos, ndo mostraram diferencas

significativas para substratos com rugosidades entre 0,2 — 0,8um.

Algumas técnicas de microusinagem, utilizadas em superficies de titdnio, mostraram
que pode-se aumentar a mineralizagdo do tecido 6sseo tanto in vitro quanto in vivo
com uma orientagdo preferencial do tecido em ambas as situacbes, porém, a
observagao in vitro dos fendmenos envolvidos no processo é feita com maior
facilidade [BRUNETTE e CHEHROUDI, 1999]. Regras bem estabelecidas e que
poderiam prever como as células ésseas iriam se comportar, em respostas as
superficies na interface com o biomaterial numa situagao in vitro, ainda ndo podem
garantir que seus principios sejam validos in vivo, dado o grande numero de variaveis

nesta ultima situagao.

Il. 5.3 CELULAS MESENQUIMAIS COMO PRECURSORAS

Durante a formacdo ou renovagdao do tecido 6sseo ao redor do implante, ha
necessidade de um constante recrutamento de células precursoras de osteoblastos;
sua diferenciacdo em osteoblastos capazes de produzirem uma matriz extracelular
ndo mineralizada (protéica) e de calcificarem esta matriz. Células mesenquimais tém
se mostrado capazes de se diferenciarem em osteoblastos através da atuacdo de
hormonios e de certos fatores, tais como o de crescimento, quando aplicados em
quantidades controladas durante os estagios de cicatrizagdo e de formagao do tecido
sobre o biomaterial. Os hormbnios possuem importantes funcbes no controle do
comportamento da expressdo fenotipica das células recrutadas no mesénquima,
sendo capazes de promoverem sua diferenciacdo em osteoblastos [STEIN et al.,
1996].
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Alguns trabalhos mostram que certas superficies de titdnio com diferentes
microtopografias e rugosidades, afetam a produgdo de fatores de crescimento de
atuacgao local e de citocinas pelos osteoblastos. Este comportamento sugere que os
fatores de atuacdo local nos osteoblastos e até mesmo de fatores sistémicos
produzidos pelas células, podem ser controlados pela alteracdo da morfologia da
superficie de implantes [KIESWETTER et al., 1996]. Fica sempre mais evidente que o
recrutamento celular é determinado pela presenca de fatores de quimiotaxia, que a
adesado na interface tecido / biomaterial requer a presenca de certas proteinas
especificas e que a proliferacdo e diferenciacado celular precisam que os fatores de
crescimento locais e as citocinas estejam disponiveis, tudo isso, sendo induzido pelas

caracteristicas superficiais do implante.

Durante o periodo de cicatrizagdo, as primeiras células que interagem com a
superficie do material estdo relativamente ndo diferenciadas, sdo na sua grande
maioria células mesenquimais e que, poderdo ser levadas a se diferenciarem em
osteoblastos devido as influéncias da micromorfologia do substrato. Estas
observagdes mostram que as respostas celulares a rugosidade, por exemplo, séo
dependentes do estagio de maturidade das células [BOYAN et al., 1996]. Uma das
razdes para a microtopografia afetar as células mesenquimais é a de que elas podem
assumir as mais variadas morfologias em sua ades&o e os diferentes arranjos de
citoesqueleto irdo influenciar nas informagdes transferidas as futuras geragdes e nas

aquisi¢des de diferentes comportamentos fenotipicos [ANSELME, 2000].

. 54 SISTEMAS COM LINHAS CELULARES X SISTEMAS COM CELULAS
HUMANAS NORMAIS

E comum a utilizacdo de linhas celulares ja bem estabelecidas, obtidas em laboratério
e apresentando numerosas caracteristicas de osteoblastos, facilitando a repetitividade
de testes in vitro. Assim, muitos biomateriais tiveram suas propriedades fisicas e
quimicas correlacionadas ao comportamento bioldgico de linhas celulares de origem
animal (MC3T3-E1, TMS-12, 2T9) [KURACHI et al.,, 1997; ONG et al., 1997;
ANSELME et al.,, 2000a] ou de origem humana (MG63, Saos-2, ATCC HTBS85)
[LINCKS et al., 1998; DEGASNE et al., 1999].

Estas células ndo sido osteoblastos saudaveis e, nem sempre, suas culturas sao
levadas até a mineralizacdo ou até tempos de incubacio suficientes para que as

células alcancem maturidade, mostrando uma velocidade de desenvolvimento peculiar
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ou caracteristica para seus estagios de diferenciacdo em resposta ao tipo de
superficie existente na interface células / substrato. Por exemplo, sabe-se que as
células da linha MG63, originarias de osteosarcoma humano, ndo se mostram capazes

de produzir uma matriz extracelular mineralizada [CASTELLANI et al., 1999].

As linhagens celulares pré-estabelecidas costumam ser mais resistentes ao ataque de
microorganismos indesejaveis e, geralmente, possuem um ciclo de sobrevivéncia in
vitro de cinética superior as culturas celulares primarias [FRESHNEY, 1996]. Testes
preliminares com a utilizacdo de linhas celulares MG63 foram realizados para a
observacao da viabilidade destas células, em culturas incubadas sobre todos os
materiais testados neste trabalho e os resultados foram satisfatérios, permitindo a
continuidade do estudo com a utilizagdo de culturas primarias com origem na medula

6ssea humana.

As dificuldades intrinsecas a utilizacdo de células humanas saudaveis, isto &, células
de origem humana e normais, obtidas através de pacientes em boas condi¢cdes de
salde para testes de sistemas de cultura com biomateriais, tornam o numero de
trabalhos que as utilizam pequeno. Apesar das complicagcbes na obtengcdo e
manutencdo de culturas de osteoblastos humanos normais, espera-se que 0s
resultados in vitro, obtidos nestes casos, sejam mais representativos na avaliagao de
biomateriais que sao testados ou utilizados por seres humanos [DE SANTIS et al.,
1996; FERRAZ et al., 1999; ANSELME et al., 2000b].

Testes in vitro com células humanas isoladas de ossos de maxilares de doadores
adultos e saudaveis, cultivadas sobre superficies de titdnio com diferentes
acabamentos superficiais e utilizando como controle positivo o desenvolvimento de
culturas em paralelo sobre a superficie plastica padrao de placas para culturas
celulares, mostrou que os tempos de incubacdo necessarios para que as culturas
sobre o titdnio apresentassem bons resultados, com osteoblastos maduros, é bem
superior aos periodos normalmente utilizados para linhas celulares de osteosarcoma
humano [DE SANTIS et al., 1996].

Nota-se um comportamento tipico de culturas de osteoblastos humanos e normais,
diferente das culturas de osteoblastos de linhagens celulares; além dos periodos de
incubacdo mais longos para as células normais, elas mostram um papel crucial da
atividade da fosfatase alcalina (ALP) na inicializagdo da mineralizacdo da matriz
extracelular [MARTIN et al., 1993].
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Il. 5.5 OSTEOBLASTOS COM ORIGEM NA MEDULA OSSEA HUMANA

Pré-tratamentos em materiais podem favorecer o comportamento biolégico do tecido
que cresce na sua interface, tal como sua prévia imersao em meio de cultura para sua
posterior utilizagcdo como substrato em culturas de osteoblastos. Células com origem
na medula 6ssea humana tiveram um aumento no crescimento e uma maior
diferenciacdo quando foram cultivadas sobre materiais que tinham sofrido tratamento
de pré-imersdao em meio de cultura [FERRAZ et al., 1999]; este mesmo trabalho
mostrou que células com origem na medula 6ssea humana, crescendo em presencga
de acido ascorbico, B-glicerofosfato e dexametasona, apresentam caracteristicas de
osteoblastos, tal fato demonstrado pela presenca de elevados valores de atividade da
fosfatase alcalina (ALP “activity”). Estas condigbes experimentais favorecem o
crescimento de osteoblastos em muitos sistemas de culturas, onde as células sdo
incentivadas a se diferenciarem [MANIATOPOULOS et al., 1998; MARTIN et al., 1993;
STEIN et al., 1996]. No caso dos osteoblastos com origem na medula éssea humana,
uma matriz mineralizada pode ser gerada em periodos de incubagdo de até 4
semanas [COELHO et al. 2000a e 2000b; FERRAZ et al., 2001] .

Osteoblastos com origem na medula éssea humana obtida de doadores saudaveis,
geralmente apresentam uma cultura com aumento de proliferacdo gradativa em
relagdo ao tempo, este processo estando relacionado a formagdo da matriz
extracelular. A atividade da fosfatase alcalina também aumenta gradativamente, onde
0s niveis desta enzima sofrem um significativo aumento entre a segunda e a terceira
semana de incubacao, sugerindo um estagio de maior grau de diferenciagao celular.
Apés este periodo, os valores de atividade da fosfatase alcalina decrescem,
geralmente ocorrendo a mineralizagdo da matriz extracelular ja a partir da terceira
semana de incubacdo, uma situacdo especifica dos sistemas de culturas de
osteoblastos [FERRAZ et al.,, 1999; COELHO et al.,, 2000a e 2000b]. Quando a
mineralizagdo ocorre, glébulos cristalinos podem ser observados em toda a matriz

extracelular com a utilizagdo da microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Il. 5.6 ADESAO

Alguns trabalhos recentes tem examinado o mecanismo de adesdo de osteoblastos
em substratos que possuem as mais variadas propriedades superficiais [ANSELME,

2000]. A adesao celular € um processo fundamental que se envolve diretamente com
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o crescimento, a proliferacdo, a migragdo, a diferenciagdo e todas as demais
atividades relacionadas as células [GWYNN, 1994]. A adesao também ira influenciar a
embriogénese, a manutengdo da integridade do tecido, sua cicatrizagdo, resposta
imunolégica, metastase e a integracdo com o biomaterial. Muitas proteinas estédo
envolvidas com a adesdo celular - proteinas da matriz extracelular, proteinas do

citoesqueleto e os chamados “ receptores de membrana” [ANSELME, 2000].

Alguns trabalhos mostram que a microtopografia de superficies a base de titanio
exerce influéncia sobre a adesido de osteoblastos humanos cultivados in vitro, onde
uma cuidadosa andlise das superficies testadas revelou que as situagdes onde as
areas de contato entre as células aderidas e os substratos eram menores, as
quantidades de células aderidas eram pequenas e também eram pequenas as
proliferacbes [ANSELME et al.,, 2000b]. Superficies de Ti-6Al-4V, jateadas com
alumina e com aspecto morfolégico bastante irregular (rugosidades médias R,=
2,19um e R, = 3,40um), geraram pontos de contato com os osteoblastos somente nas
extremidades das extensdes de suas membranas celulares e com uma organizagao
morfolégica da camada celular de orientacdo randdémica. Tal situagcdo pode ter
causado os resultados ruins de adesao e proliferagdo para estas superficies jateadas,
uma vez que, superficies do mesmo material, porém lixadas (R, = 0,16 — 0,30um)
apresentaram melhores resultados. Apesar das superficies lixadas terem favorecido a
adesao e a proliferagao, com alguma organizagdo da matriz extracelular, nada pode
ser dito quanto as possibilidades de mineralizagdo desta matriz, pois, o grau de

diferenciacao celular nao foi avaliado neste caso.

. 6 AS INFLUENCIAS CONJUNTAS DE COMPOSIGAO QUIMICA E
MICROTOPOGRAFIA

Raros sao os trabalhos que consideram os efeitos simultdneos da composi¢cao quimica
da superficie e da microtopografia sobre o comportamento bioldgico celular.
DEGASNE et al. (1999), mostraram que a presenca de ions de titdnio em meios de
cultura padrao, liberados pelo substrato, aumentava significativamente com o aumento
da rugosidade. Numa quantidade na faixa de 0,01 — 100 ng.ml'1 , estes ions nao
causavam danos a proliferacdo de osteoblastos, porém, algumas das atividades
celulares eram inibidas. O aumento da liberagao de ions para os meios de cultura em
substratos mais rugosos, ocorre devido ao aumento da interface efetiva entre o titanio
e 0 meio de cultura, provocado pela modificacdo da superficie e da sua maior

extensao de area superficial efetiva. Certas faixas de rugosidade de superficies de
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titdnio jateadas, mostraram favorecer a adesao e a proliferacao para osteoblastos (R,
= 0,94um), ao contrario de superficies lixadas e atacadas com acido nitrico (R, =
0,30um).

Il. 7 A CARACTERIZACAO DE SUPERFICIES DE TITANIO

Uma cuidadosa caracterizagao fisico-quimica das superficies dos materiais utilizados
para implantologia € necessaria para a obtencdo das informagdes da quimica
superficial, energia e micromorfologia que irdo inicializar a osteointegragdo. Assim, o
projeto de um implante permanente de titanio, inclui a caracterizagdo da superficie
através de técnicas de analises fisico-quimicas padronizadas e muitos trabalhos tem

incluido estas informacdes na avaliacdo do biomaterial.

Para os materiais que nao liberam substancias téxicas ou indesejaveis, em
quantidades que sejam suficientes para influenciar o comportamento celular, o corpo

faz uma “ leitura” da estrutura superficial do implante e a ela ira responder.

As superficies dos biomateriais sempre possuem maior reatividade e diferencas em
relacdo ao “ bulk”, além de alguma contaminagédo que sempre ira existir nas condigcbes
em que os implantes sao utilizados. O controle destas variaveis € que pode levar ao

conhecimento que permita a repetitividade de resultados.

Muitos parametros superficiais podem ser medidos através da utilizacdo de técnicas
de caracterizacdo e irao descrever a superficie do biomaterial, porém, infelizmente
ainda ndo sdo conhecidos quais deles sdo os mais importantes nas respostas
bioldgicas. A importancia da rugosidade, da molhabilidade superficial, da composi¢ao
quimica, cristalinidade e da heterogeneidade é comprovada mas ainda nao totalmente
compreendida, dado o grande numeros de paradmetros presentes nos processos de

osteointegragao.

Algumas investigagdes analisam a composi¢ao quimica superficial e a camada de
6xido, incluindo as modificagbes causadas por tratamentos utilizados na pratica clinica
ou na preparagcdo dos implantes (lixamentos, limpeza ultra-sénica, esterilizagao,
eletropolimento, anodizagido). As técnicas de modificagdo de superficie tornam-se
muito atrativas quando podem gerar camadas superficiais de 6xidos sobre o titanio
bem definidas e de propriedades reproduziveis [TABORELLI et al., 1997].
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Todas as investigacbes para caracterizagcao superficial de implantes de titdnio tém
apresentado resultados onde a composi¢cao quimica gira em torno do diéxido de titanio
(TiO,), com variagdes na espessura da camada de 6xido dependendo do tratamento
utilizado e que geralmente variam entre 2 — 5nm [MARTIN, 1995], com uma taxa de
crescimento na referida camada de alguns nandmetros por ano [ONG et al., 1995,
1997; TABORELLI et al., 1997; SAUBERLICH et al., 1999]. Estes resultados
confirmam a estabilidade da camada superficial de 6xido de titanio, principalmente

quando em contato com fluidos corporeos.

O didéxido de titAnio pode aparecer em trés formas cristalinas distintas e a
cristalinidade do TiO, parece aumentar com o aumento da espessura da camada
oxidada sobre o titAnio WENNERBERG,1996].

Outro grupo concentra estudos nas variagées quimicas da composicéo superficial ao
longo do tempo, para implantes in vivo ou apds longo tempo de exposicdo do

substrato a solu¢des fisiolodgicas in vitro [FERRAZ et al., 1999].

A influéncia da microtopografia da superficie do titdnio tem sido testada tanto em
culturas celulares quanto in vivo, com substratos preparados pelos mais variados
tratamentos superficiais, porém, conforme ja mencionado, sdo mais comuns o0s
trabalhos que nao caracterizam a rugosidade superficial e, portanto, ndo quantificam a
rugosidade gerada por estes tratamentos (jateamentos abrasivos, aspersao térmica,

lixamentos, ataques quimicos).

Trabalhos como os de MARTIN et al. (1995), DE SANTIS et al. (1996) e ANSELME et
al. (2000b), fazem analises quantitativas da morfologia utilizando técnicas de
microscopia eletrénica (“Confocal Laser Scanning Microscopy”) e perfildmetros. Em
outro tipo de abordagem, modelos de microtopografia superficial foram definidos
através de perfis geométricos, preparados por técnicas de microusinagem
[WALBOOMERS et al., 1999; CHOU et al., 1998; BRUNETTE e CHEHROUDI, 1999];
eles apresentam uma micromorfologia bem caracterizada em escala micrométrica,

adequada para estudos fundamentais de adesao e crescimento celular.

Existe sim, uma grande dificuldade de decisdo na escolha da escala na caracterizagdo
do parametro rugosidade, uma vez que, os componentes biolégicos que interagem
com a superficie do implante abrangem uma larga faixa de dimensbes, desde o

tamanho da célula madura até o biofilme e as proteinas da membrana celular.
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1.7.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) pode fornecer informagdes sobre a
topografia da superficie da amostra, sua morfologia, composigao (elementos presentes

e suas quantidades relativas) e informacgoes cristalograficas.

As imagens de superficies obtidas por esta técnica possuem grande resolugéo,
profundidade de campo visual e perspectiva tridimensional. O MEV utiliza um feixe
incidente de elétrons de alta energia (5 — 30keV) sobre a amostra a ser analisada,
analise esta, feita em escalas micrométricas. Elétrons secundarios de baixa energia
emergem da amostra como resultado das interagcbes com o feixe incidente e a
intensidade da emissao dos elétrons secundarios é funcdo da composi¢cao atdmica de
cada amostra e de sua microtopografia. As imagens obtidas pelo MEV sdo uma
reconstrugdo espacial em uma tela de fosforo das variagbes de intensidade das
emissbdes de elétrons secundarios originarios da amostra e que, devido a pequena
penetracdo do feixe incidente, somente os elétrons secundarios produzidos nas

proximidades da superficie podem escapar do “bulk” e serem detectados.

Materiais n&do condutores podem ser examinados por MEV, desde que sejam
recobertos com uma camada metalica fina e condutora, de espessura adequada de
modo a ndo mascarar informagdes da geometria superficial, ja que as informacgdes da

composig¢ao quimica da superficie original do material recoberto estarao perdidas.

Os resultados obtidos em MEV irdo auxiliar na utilizagdo de outros métodos de
caracterizagao superficial e na interpretagao de seus resultados, tais como as técnicas
de caracterizagdo quimica por espectroscopia de fotoelétrons por Raios-X (“X-Ray
photoelectron spectroscopy”, XPS), também chamada de analise quimica por
espectroscopia de elétrons (“electron spectroscopy for chemical analysis”, ESCA),

determinacao de angulos de contato para avaliagao da molhabilidade superficial e etc.

O feixe de elétrons incidente ou primario, também pode ter como resultado de suas
interacbes com a amostra, a emissdo de Raios-X. Estes ultimos, podem ser utilizados
para a identificacdo de elementos presentes na amostra, através de uma técnica
conhecida como espectroscopia por dispersdo de energia (“X-Ray Energy Dispersive
Espectroscopy “, EDS). Neste caso, o feixe de elétrons primario que penetra a amostra
pode ir até profundidades de aproximadamente 1um e, neste caso, os Raios-X que

sdo produzidos podem ter origem no interior da amostra (“bulk®) e por isso, 0 EDS nao
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é especificamente utilizado como técnica de analise superficial. O EDS pode
determinar a composicdo quimica de particulas contaminantes, possibilita a
identificagcdo de elementos presentes em segundas fases e / ou particulas estranhas
[MARTIN et al., 1995; RATNER, 1996a].

Elétrons retroespalhados também emergem da amostra nesta técnica de MEV e séao
dependentes do nimero atdmico dos elementos presentes e, portanto, favorecem o
contraste entre diferentes fases na imagem obtida. Os elementos de menor numero
atdbmico aparecem na imagem em MEV em campos mais escuros que os de maior

numero atdmico, que aparecem em campos mais claros.

1.7.2 A ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS POR RAIOS-X

A espectroscopia de fotoelétrons por Raios-X (“X-Ray Photoelectron Spectroscopy*,
XPS), ou também chamada analise quimica por espectroscopia de elétrons (“Electron
Spectroscopy for Chemical Analysis”, ESCA) é um método baseado no efeito
fotoelétrico descrito por Einstein em 1905. Raios-X bombardeiam a superficie da
amostra e como resultado das interagdes entre os Raios-X incidentes e os elétrons
dos atomos que constituem a mesma, elétrons energizados emergem de sua
superficie, ditos fotoelétrons. Os elétrons que sao fotoemitidos da superficie da
amostra tem sua energia medida, provendo informagbes sobre a natureza dos
elementos e os tipos de ligagdes quimicas presentes, com uma conseqlente

identificagdo de grupos funcionais e de tipos de moléculas.

Para a maioria dos metais, o XPS pode distinguir entre espécies oxidadas ou
reduzidas; a técnica pode ser aplicada a todos os materiais sélidos, incluindo
polimeros e vidros. Muitas sdo as informagbes que podem ser obtidas de até
aproximadamente 100A (10nm) de profundidade da superficie, dentre elas, a
identificacdo de todos os elementos (exceto hidrogénio e hélio) presentes em
concentragdes atbmicas maiores que 0,1%, determinagdo semi-quantitativa da
composi¢ao quimica superficial aproximada (+ 10%) e informacbées do estado

molecular (estado de oxidacao, ligagdes atbmicas, etc).

A técnica de XPS pode ser aplicada em superficies planas e polidas ou em
superficies ndo planas, rugosas, microesferas ou poés com grande versatilidade nas
analises quimicas quantitativas, por vezes sem necessidade de qualquer ajuste no
tratamento dos resultados experimentais [SLOMKOWSKI et al., 2000].
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Entre as grandes vantagens do uso do XPS para estudo de biomateriais estao a
rapidez da analise, o grande numero de informagdes obtidas, a pequena probabilidade
de causar danos a superficie da amostra e a ndo exigéncia de etapas prévias de
preparagdo da mesma, permitindo analise de materiais condutores ou n&o condutores,
analise de grupos funcionais em polimeros e outros materiais organicos, analise de

filmes finos e a determinagao de superficies reativas.

Assim, muitos implantes ou partes deles, podem ser diretamente analisados no estado
em que sao utilizados nas inser¢des cirurgicas, como fabricados ou como utilizados. A

principal desvantagem € o elevado custo associado a analise.

[1.7.3 PERFILOMETRIA

Umas das técnicas de caracterizagdo mais antigas € a perfilometria ou profilometria.
Historicamente, o método mais comum de parametrizagao superficial tem sido a
medicdo mecénica das variagdes de altura da superficie ao longo de uma linha
referencial. Tal linha, dependendo do tamanho escolhido, ird influenciar de modo
significativo nos resultados obtidos, portanto, 0 método é dependente do operador e

das escolhas dimensionais feitas, sendo uma limitagao na comparagao de medicdes.

A perfilometria é utilizada para a medicdo de parametros relacionados as
caracteristicas topograficas em superficies de amostras e possibilita o estudo
comparativo de textura superficial (rugosidade ou ondulagdes de superficie). Existem
meétodos de medicdo por contato mecénico e métodos sem contato mecanico, mais

modernos, como o a laser, por exemplo.

O perfildbmetro é geralmente o equipamento utilizado para a obtencdo de valores
quantitativos de rugosidade, mas também podem ser utilizados o MEV ou o
microscopio de forga atdbmica, esta ultima, uma técnica de caracterizagao limitada a
superficies praticamente polidas, sendo sensivel a variagbes nanométricas sobre as
mesmas [DESCOUTS et al, 1995]. Os parametros ou valores obtidos para comparar a
rugosidade entre superficies sao definidos por algoritmos usados para transformar
dados medidos pelo perfilbmetro em valores numéricos e, apesar de existirem mais de
100 paradmetros, na pratica geralmente sao utilizados uns poucos. R, ou rugosidade

média é o parametro mais utilizado e medido.
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Uma complicagdo no uso do pardmetro R, é a diferenciagdo entre superficies com
morfologias distintas e que podem ter um mesmo valor medido de rugosidade média
R,, isto &, a diferenciagdo entre porosidades distintas. A Figura 1.3 exemplifica quatro
morfologias superficiais distintas possuindo valores de R, muito proximos. Resultados
clinicos correlacionados com propriedades do material sdo raros, em parte devido aos
materiais que sao utilizados nao serem totalmente caracterizados devido a referida
dificuldade [RATNER, 1996b].

Figura 1.3 — Quatro superficies com o0 mesmo valor de rugosidade média (R,).

Il. 7.4 ANGULO DE CONTATO

A situacao de equilibrio entre tensao superficial liquido-vapor (y,) de uma gota liquida
e a tensdo na interface de um sdlido e esta gota (yy), manifesta-se através de um
angulo de contato (0) da gota com esta superficie e que pode ser utilizado para
caracterizar a energia da superficie (ysy). A relagédo basica que descreve a situagédo do

balango de energia é dada por:

Ysv = Ysi * Y. COSO

A energia da superficie, a qual é diretamente relacionada com sua molhabilidade, é
um parédmetro usualmente correlacionado com suas interagbes bioldgicas.
Infelizmente, ys, Nndo pode ser diretamente obtido desde que a equagéo possui dois
termos desconhecidos, v € vs. Assim, o valor de ys, € usualmente aproximado pelo

método Zisman para obtencao da tenséo critica superficial [RATNER,1996al].
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Neste método, gotas de liquidos com diferentes tensdes superficiais sdo colocadas
sobre um sodlido e seus angulos medidos. Uma correlacao linear entre as tensdes
superficiais dos liquidos (yy) x &ngulos de contatos medidos, permite a obtengdo do

valor da tensao critica superficial (yc) na qual o angulo de contato é zero.

Experimentalmente, existem uma série de maneiras de se medir o angulo de contato
entre um liquido e a superficie de um material sélido. O método da gota liquida sobre a
superficie e o uso de um equipamento chamado gonidbmetro, o método de captacéo e
aprisionamento da bolha de ar, o método da capilaridade, sdo exemplos pelos quais
pode-se medir 6. A Figura 1.4 esquematiza a situagdo da gota liquida sobre a
superficie solida e as tensbes geradas entre as fases solido — liquido — vapor na

obtencdo do angulo de contato 6 no equilibrio.

Figura Il.4 — Uma forma de medir o angulo de contato 6 é através da gota liquida sobre

a superficie sélida.

Algumas caracteristicas s&o inerentes a técnica e devem ser levadas em
consideragdo. As medidas s&do dependentes do operador, a rugosidade e a
micromorfologia superficiais influenciam os resultados, os liquidos utilizados podem
ser facilmente contaminados (tipicamente reduzindo o valor de yc), poucas séo as
geometrias de amostras que podem ser avaliadas e etc. Nao obstante, as medidas de
angulo de contato providenciam informagdes comparativas entre diferentes superficies

e de como as mesmas interagem com o “ mundo externo” ou com outras fases.
Alguns trabalhos baseiam-se na hipotese de que a energia superficial obtida a partir

das medicbes de angulos de contato, gera uma faixa ou regido 6tima de tensdes

criticas superficiais, em torno de um valor yc = 22.10°N/m, na qual os biomateriais
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possuem maxima biocompatibilidade [RATNER, 1996b]. A Figura Il.5, extraida de
RATNER (1996b), apresenta a curva de variacao do grau de biocompatibilidade do
material em funcdo da tensdo critica superficial e a zona hipotética de 6tima

biocompatibilidade.

Testes in vitro tem procurado fazer investigagdes a procura dos melhores métodos
para limpeza e esterilizagdo de implantes de titanio, onde seriam obtidos os menores
angulos de contato entre as superficies e a agua, além da obtencao dos valores de
tensao critica superficial que levassem a uma melhor condi¢cio de ligagao inicial entre
as células e as superficies tratadas [KAWAHARA, 1995]. Os resultados mostraram
que, entre os procedimentos de limpeza e esterilizagao utilizando acetona, solugdes a
base de acido fluoridrico e acetona, detergentes, autoclavagem em meio vapor, em ar
seco e radiacido ultra-violeta, somente as superficies que tinham sido limpas com
acetona ou com solucbes onde ela estava presente, obtiveram os menores valores de
angulos de contato e maiores tensdes criticas superficiais. Tais resultados indicaram
que a acetona é um candidato potencial para a limpeza de superficies de implantes,
embora os testes in vitro ndao tenham oferecido resultados com diferencas
significativas no processo inicial de adesao e nas observagdes morfolégicas da células
aderidas sobre todos os demais substratos submetidos aos referidos tratamentos de

limpeza e esterilizagao.

Lregree of Blointeracuon

T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
Critical Surface Tension in dynes/cm

Figura I1.5 — Uma hipétese de maxima biocompatibilidade para superficies com
tensdes superficiais criticas em torno de 22.10°N/m (22 dinas / cm) [RATNER, 1996b].
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

lll. 1 PREPARACAO DAS SUPERFICIES

Na preparacao das superficies foram utilizadas trés chapas de titdnio grau 2 (ASTM
B265-58T, 99,2% Ti, limites maximos de 0,05% N, 0,10% C, 0,015% H, 0,25% O,
0,20% Fe) com 250 x 250 mm e 1,1mm de espessura. Duas chapas foram jateadas
com o6xido de aluminio (Al,O3; - alumina), sendo que uma das chapas foi jateada com
particulas de granulometria média de 65um e pressdo de jateamento de 138 kPa
(direta) e outra foi jateada com particulas de granulometria média de 250um e pressao
de jateamento de 414 kPa (de succ¢do). A Figura IlIl.1 apresenta os aspectos
micrograficos obtidos por microscopia eletrbnica de varredura (elétrons secundarios)
do titdnio grau 2 conforme recebido. As chapas encontravam-se em estado recozido

com graos equiaxiais.

» /3
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Figura Ill.1 — Aspectos micrograficos do titanio grau 2 utilizado, conforme recebido. O
ataque quimico de preparagdo metalografica revelou graos equiaxiais (HF 4% - 2000
segundos, HF 4% + H,0O, — 400 segundos).

Em seguida, todas as chapas foram cortadas em pequenas amostras de 8 x 8 mm de
lado e aquelas que estavam com a superficie conforme recebida, isto é, ndo jateadas,
foram lixadas com lixas metalograficas de SiC numero 600. Todas as amostras foram
submetidas a um processo de limpeza metalografica em banho ultra-sénico com

maxima intensidade do equipamento, conforme a seguinte sequéncia:
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1 — Em acetona pureza analitica (P.A.) durante 15 minutos;
2 — Em alcool etilico diluido em agua destilada numa proporgéao 70%-30%, durante 15
minutos;

3 — Em agua destilada durante 15 minutos.

A limpeza metalografica em banho ultra-sénico tem como objetivo retirar gorduras,
graxas, tintas, poeiras e particulas de impurezas oriundas do processo de preparagao

para obtengdo das amostras de titanio.

Assim, os tratamentos mecanicos de lixamento e os jateamentos com duas
granulometrias distintas de alumina, formaram trés familias de amostras,
estabelecendo-se a seguinte nomenclatura:

L - amostras com superficies lixadas com lixas metalograficas de carbeto de SiC
numero 600;

J65 - amostras com superficie jateada com particulas de Al,O3; de didmetro médio
65um;

J250 - amostras com superficie jateada com particulas de Al,O; de didmetro médio
250pum.

As trés grandes familias de amostras foram entao subdivididas em grupos, sendo dois
deles submetidos a tratamentos quimicos com solugbes acidas e um subgrupo
mantido como jateado (ou como lixado). A Tabela Ill.1 a seguir, apresenta as

composigdes quimicas e as condi¢cdes dos ataques quimicos realizados nas amostras.

TABELA Ill. 1 SOLUCOES E CONDICOES EMPREGADAS NOS ATAQUES
QUIMICOS DAS AMOSTRAS DE TITANIO.

SOLUGAO COMPOSICAO E CONDICOES DE ATAQUE

S 100ml — 18% em peso de HCL e 100ml - 48% em peso de H,SOq,

temperatura ambiente por 30 minutos, etapa Unica.

12 etapa: HF a 4% em volume por 60 segundos, em capela a
F temperatura ambiente;

22 etapa: HF a 4% em volume e H,0O, a 8% em volume durante 15

segundos, em capela a temperatura ambiente.

Assim, os ataques quimicos com as solugbes acidas S ou F, realizados sobre
amostras das familias L, J65 e J250 fizeram surgir nove condi¢coes de superficies. A

Tabela lll. 2 apresenta a nomenclatura adotada para as diversas combinag¢des de
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tratamentos de superficie empregadas nesse trabalho. Foram confeccionadas 72

amostras para cada uma das condigdes, totalizando 648 amostras.

TABELA Ill. 2 RESUMO DAS COMBINACOES DE TRATAMENTOS MECANICOS E
QUIMICOS REALIZADOS

TRATAMENTO MECANICO TRATAMENTO
QUIMICO
NOMENCLATURA Lixadas | Jateadas | Jateadas | Solugdo | Solucdo
lixas 600 A|203 A|203 S F
65um 250um

LO X

LS X X

LF X X
J65-0 X
J65-S X X
J65-F X X
J250-0 X
J250-S X X
J250-F X X

A seguir, todas as amostras foram submetidas a uma nova limpeza em banho ultra-
sbnico (10 minutos em alcool etilico 99,8% em volume, 5-7 minutos em agua destilada
e deionizada, secas em estufa a 37°C por 24 horas) e foram esterilizadas em

autoclave a 121°C e 124kPa por um periodo de 45 minutos.

Amostras limpas e esterilizadas foram utilizadas nas etapas de caracterizagdo das

superficies e nos testes em culturas celulares.

lll. 2 CARACTERIZAGCAO DAS SUPERFICIES

Dentre as técnicas comumente empregadas na caracterizacdo de materiais, foram
escolhidas a espectroscopia de fotoelétrons por Raios-X (“X-Ray photoelectron
spectroscopy”, XPS) e a microscopia eletronica de varredura (MEV), num equipamento
dotado de detectores de elétrons secundarios (“secondary electrons”, SE) e de
elétrons retroespalhados (“backscattered X-Ray electrons”, BSE), além um sistema
analitico de espectroscopia por dispersdo de energia (“X-Ray energy dispersive

spectroscopy”, EDS). Um perfildmetro foi o equipamento utilizado para a obtencédo do
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parametro comparativo de rugosidade média das superficies estudadas; para as

medidas dos angulos de contato entre diferentes liquidos foi usado o gonidbmetro.

lll. 2.1 CARACTERIZACAO QUIMICA

O XPS VG Scientific Escalab equipado com uma fonte de Raios-X de Mg K, (300W
a15kV) e programa para analise de dados coletados VG 5250 foi empregado para a
determinacao da composicdo quimica da camada mais externa de todas as superficies
desenvolvidas neste trabalho. A composigao quimica das superficies (% atémica) das
varias amostras foi determinada pela consideracdo da integracdo das areas sob os
picos de C 1s, Ti 2p, O 1s, N 1s e Al 2p.

A identificacdo quimica de particulas presentes nos substratos produzidos pela
combinacédo de tratamento mecanicos e/ou quimicos foi realizada num um sistema
analitico de espectroscopia por dispersdo de energia (EDS) LINK acoplado ao
microscopio eletrénico de varredura (MEV) ZEISS DSM 940A, operando a 20kV.

lll. 2.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As morfologias das superficies das amostras de titanio obtidas por diferentes
tratamentos mecénicos associados ou ndo aos tratamentos com solugcbes acidas,
foram observadas através de imagens de elétrons secundarios (SE) obtidas no

microscopio eletrénico de varredura anteriormente citado.

Imagens produzidas a partir de elétrons retroespalhados (BSE) também foram
empregadas para facilitar a identificacdo de elementos contaminantes na superficie

das amostras.

1. 2.3 DETERMINAGAO DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL

A rugosidade das superficies dos substratos foi quantificada num perfildbmetro de
superficie SLOAN, modelo Dektak I, com agulha de diamante com uma sensibilidade
de medida vertical de 0,5 nm. As rugosidades foram medidas ao longo de uma linha
horizontal de 1Tmm e com uma programacao de alta sensibilidade. Para cada condi¢ao
de superficie, utilizaram-se trés amostras e, no minimo, 10 medidas para obtencao do
valor R, (rugosidade média) foram efetuadas em cada amostra. Um valor R, médio e

seu desvio padrdo para os nove tipos de substratos foi determinado e uma analise
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estatistica de varidncia com 95% de confiabilidade para o teste das igualdades das

médias numa distribuicdo t de Student foi feita.
111.2.4 MEDIDAS DE ANGULO DE CONTATO

Os angulos de contato entre agua destilada, glicerol e as superficies produzidas foram
medidos num gonidmetro KERNCO CP600 — 1 com alcance de 0 — 180° , preciséo de
+ 1,5° seringa com capacidade para 50 — 75 gotas (5ul) , a 240 V CA / 60 Hz, com
capacidade de ampliagdo na projecdo da imagem da gota de 6 vezes ou 12 vezes.
Para cada condi¢cdo de superficie, foram utilizadas trés amostras e, no minimo, 10
medidas por amostra foram efetuadas para obtengdo do valor 6 (dngulo de contato
entre o fluido e a superficie). Um valor 6 médio e seu desvio padrao para cada um dos
nove tipos de substratos foi determinado. A tensao superficial critica yc, para cada
condicao, foi determinado por meio de uma relagcado linear entre os cosenos dos
valores medidos de angulos de contato e as respectivas tensdes superficiais dos
liquidos em equilibrio com seus vapores (y. v ). Foram empregados para agua
destilada / vapor d’agua y = 72.10N/m e para o glicerol / vapor de glicerol y = 63.10
N/m [BAUMEISTER, 1978]. A tensado superficial critica é determinada por regressao
linear para cos® = 1 ou 0 = 0°, condi¢gdo de molhabilidade completa onde se espera a

formacéao de filmes finos e total adesao entre fluido e sélido [RATNER,1996a].
lIl. 3 CARACTERIZACAO BIOLOGICA IN VITRO
[ll. 3.1 CULTURAS CELULARES

As culturas de osteoblastos foram efetuadas a partir da medula éssea humana, obtida
de pacientes adultos e saudaveis submetidos a cirurgia corretiva ortopédica. A medula
Ossea foi cultivada em o - MEM (Meio Essencial Minimo; o-MEM - 10,08g/l, agua
destilada e deionizada e NaHCO; - 2,2g/l), contendo nutrientes para alimentagao das
células e enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 2,5ug/ml de fungizona e 50ug/ml
de gentamicina. Os dois ultimos componentes sao, respectivamente, um antifingico e
um antibidtico, e tem a funcdo de evitar possiveis contaminagdes das culturas
celulares por fungos e bactérias. Todo este procedimento encontra-se protocolado no
Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina dentaria da Universidade do

Porto — Portugal.
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Esta cultura primaria foi incubada a 37°C numa atmosfera Umida nas proporgées de
95% de ar e 5% de CO, em placas de Petri padrao para culturas celulares e o meio foi
trocado duas vezes por semana. Apos um periodo de 22 dias, a cultura primaria
atingiu uma situagdo préxima da confluéncia, tendo sido durante todo este tempo
monitorada diariamente pela utilizagcado de um microscépio de fase invertido, quando
entdo, as células foram libertadas enzimaticamente por uma solugao contendo 0,04%
de tripsina e 0,025% de colagenase e contadas por um equipamento do tipo
hemocitdmetro modelo Celltac — NIHON KOHDEN.

Muitos testes para condicbes de culturas de células aderentes realizados
anteriormente no Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade do Porto — Portugal determinaram uma densidade de células minima da
ordem de 10* células/cm? para a utilizacdo de culturas semeadas em placas de 24

pocos padrdo para culturas celulares ou 2.10* células/ml.

As células da primeira subcultura foram entdo semeadas sobre as amostras de titanio
colocadas em placas de 24 pogos, proprias para culturas celulares, numa densidade
de 4.10* células/ml de suspensdo. As subculturas foram mantidas por periodos
variaveis, num intervalo de 3 até 28 dias, em condi¢cdes experimentais idénticas as
utilizadas na cultura primaria, exceto pela presenca de aditivos ao meio de cultura
especificos para o crescimento e o desenvolvimento de osteoblastos, isto &,
dexametasona (10nM), B - glicerofosfato (10nM) e acido ascérbico (50ug/ml)
[MANIATOPQOULOS et al., 1998; MARTIN et al., 1993; STEIN et al., 1996; COELHO et
al., 2000a e 2000b].

As experiéncias com as culturas semeadas sobre as placas de titanio tiveram como
controle positivo o desenvolvimento de culturas sobre a superficie plastica das placas
de 24 pocos. As culturas foram analisadas para viabilidade celular / proliferacao e

atividade da fosfatase alcalina ( ALP “activity”) aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias.

1. 3.2 MORFOLOGIA CELULAR

A morfologia celular nas culturas de controle foi observada, diariamente, por
microscopia de contraste, num microscoépio de fase invertido, para o monitoramento do
processo. Nas culturas sobre os substratos de interesse, as células foram observadas
e fotografadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), nos periodos iniciais

das culturas e também ao longo dos periodos de incubagdo. Os tempos iniciais
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observados foram de 4, 7, 24 e 72 horas, quando entido as células viaveis ja estavam
aderidas sobre os materiais nas condicdes experimentais especificadas. Os tempos

maximos observados correspondem aos 21 e 28 dias de incubacéo.

A morfologia celular sobre os substratos durante os periodos de incubacgao definidos e
a possivel presenca de depdsitos minerais que mostrariam a capacidade de formagao
de uma matriz extracelular mineralizada, foram avaliados pela técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) utilizando-se um equipamento JEOL JSM 6301F,
operando a 15 kV e equipado com um sistema de espectroscopia por dispersdo de
energia para a microanalise (“X - Ray energy dispersive spectroscopy”, EDS, Voyager

XRMA System Noran Instruments).

As culturas sobre os materiais foram fixadas e posteriormente submetidas a uma
secagem em atmosfera de CO, até o ponto critico. Um revestimento fino de ouro
cobriu as células fixadas sobre as superficies de titdnio. A metodologia dos

procedimentos de fixacdo das células e desidratacéo esta descrita no apéndice A.

l1l. 3.3 METODOS BIOQUIMICOS

Os métodos bioquimicos utilizados tiveram como finalidade a avaliagdo do
desenvolvimento das culturas celulares de controle e sobre os materiais testados,
através de testes caracteristicos que medem a viabilidade / proliferagcao celular e
marcadores especificos do comportamento fenotipico dos osteoblastos. A viabilidade /
proliferacao celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e a diferenciagdo celular pelo
ensaio de atividade da fosfatase alcalina (“alkaline phosphatase activity” — ALP

“activity”) .

A — VIABILIDADE / PROLIFERAGCAO CELULAR

A viabilidade / proliferacao celular foi avaliada pelo ensaio de MTT [BERRIDGE e TAN,
1993], um método semi-quantitativo no qual a quantidade de proteina intracelular das
células viaveis fica evidenciada na operacao de reducao do sal de MTT ( “reduction of
3 — (4,5 — dimethylthiazol — 2 yl) — 2,5 — diphenyltetrazolium bromide”) e determinacao

espectrofotométrica do produto formado, os cristais de Formazan.

O MTT é incorporado pelas células metabolicamente ativas, produzindo cristais de cor

purpura, cristais de Formazan, que se acumulam em seu interior ao nivel das
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mitocdndrias. Assim, no fim de cada periodo estudado, foram adicionados 50ul de
MTT a cada pogo (ou 0,5mg/ml), permanecendo assim por 4 horas em estufa a 37°C,
atmosfera de ar umido com 95% ar — 5% CO, para que as células produzissem os
cristais de Formazan. No fim deste tempo, os meios foram decantados; foram
adicionados 200ul de Dimetilsulféxido (DMSO) a cada pogo e foram agitados
manualmente a temperatura ambiente durante 1 minuto, cuidadosamente, para que os
cristais de Formazan fossem dissolvidos em solugdo. O DMSO provoca a

fragmentac&o das membranas celulares e libera os cristais formados.

Foi utilizado um espectrofotobmetro ELISA (Denley Wellscan) a 600 nm para a leitura
dos pocos que, quanto mais intensa a coloragdao purpura apresentassem em sua
solugdo, maior a quantidade de células viaveis estavam aderidas. Ao fim de cada
periodo de incubagao das culturas, foram realizados testes de MTT sobre as células
aderidas aos substratos de titanio e sobre as superficies de controle. Os testes de
MTT foram feitos em duplicata para cada condicdo de superficie e em cada um dos
periodos de incubagao das culturas, isto €, nos dias 3, 7, 14, 21 e 28. Os resultados de
MTT serao apresentados pela média dos dados obtidos para duas amostras (média +

desvio padrao).

B - ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA

Ao término dos periodos de incubacido estudados, os pogos contendo as culturas
sobre os materiais e os respectivos controles, foram lavados duas vezes com solugao
de PBS com pH 7,4 (“Phosfate-Buffered Saline Solution”) e guardados a —20°C até o
final de todos os experimentos, isto é, até o periodo de 28 dias de cultura. A
determinagdo da atividade da fosfatase alcalina foi avaliada segundo um método ja
testado e protocolado, para os mesmos sistemas de culturas de células, pelo
Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do
Porto, Portugal, sendo feita através da obtengdo de uma suspensdo oriunda das
células aderidas com a adicao de 100ul de agua destilada contendo 0,1% de Triton-X
a cada poco. Esta solugdo provoca a liberagdo da proteina contida no interior das
células viaveis até o periodo em que a cultura foi mantida. O processo segue-se com a
adicdo de 80ul de uma solugdo a base de p-nitrofenilfosfato a cada pogo, numa
concentracao de 25mmol/l de p-nitrofenilfosfato em meio tampao alcalino de pH 10,3 e

permanéncia das placas de 24 pocgos contendo os materiais e as superficies de
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controle em estufa a 37°C por um periodo de reagdo de 30 minutos que é interrompida

pela utilizagdo de 20ul de NaOH 5 M a cada pogo.

O p-nitrofenilfostato € hidrolisado pela fosfatase alcalina, enzima produzida pelos
osteoblastos, e o produto formado de p-nitrofenol € medido colorimetricamente, em
cada poco, por absorbancia em espectrofotdbmetro a A = 405nm num equipamento
ELISA (Denley Wellscan). As absorbancias dos testes sao comparadas pelo ELISA
com valores obtidos para uma série de padrbes de p-nitrofenol. Os resultados foram
expressos em nanomoles/minuto/cm? de p-nitrofenol produzido (nmol/min/cm?). Os
resultados que serdao apresentados foram obtidos pela média dos dados obtidos para

testes em duplicata (média + desvio padrao).
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CAPITULO IV — RESULTADOS

IV. 1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ENERGETICA DAS SUPERFICIES

V. 1.1 MICROTOPOGRAFIA

A Figura IV.1 (a) apresenta os aspectos micrograficos gerais obtidos no MEV com
elétrons secundarios (SE), das 9 condigbes de superficies testadas. Os aspectos mais
detalhados dos acabamentos superficiais de cada condicdo, podem ser observados na
Figura IV.1 (b). Os aspectos micrograficos gerais obtidos no MEV com elétrons
retroespalhados (BSE), para as superficies que sofreram jateamento abrasivo com
particulas de alumina, isto €&, J65; e J250;, s&o apresentados nas Figuras IV.2 (a). Os
aspectos mais detalhados, também obtidos a partir de elétrons retroespalhados (BSE)

no MEV, para estas mesmas superficies, apresentam-se na Figura V.2 (b).

Figura IV.1 (a) - Aspectos micrograficos das 9 superficies testadas (200X, SE).
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Figura IV.1 (b) - Aspectos micrograficos das 9 superficies testadas (1000X, SE).
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Figura IV.2 (a) - Aspectos micrograficos das superficies jateadas (200X, BSE). As
imagens mostram superficies contendo particulas de aluminio (regides escuras) sobre

a superficie do titanio (matriz clara).
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Figura IV.2 (b) - Aspectos micrograficos das superficies jateadas (1000X, BSE). As
imagens mostram superficies contendo particulas de aluminio (regides escuras) sobre

a superficie do titanio (matriz clara).
IV. 1.2 RUGOSIDADE

A Tabela IV.1 apresenta os valores médios e desvios padrdées do pardmetro R,

(rugosidade média) para todas as superficies testadas.

A Tabela IV.2 apresenta os resultados dos testes de igualdade de médias pela
distribuicdo de Student (t), o nivel minimo considerado significativo de 2,2% e
variancia total de 26% para uma distribuicdo bicaudal. Os valores percentuais
representam a estatistica da probabilidade dos valores de R,, para os respectivos
grupos de amostras, pertencerem a uma mesma familia, isto €, a probabilidade de

possuirem valores estatisticamente iguais de R,.
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Tabela IV.1 - PARAMETRO R, (média e desvio padrdo em um) PARA AS

AMOSTRAS TESTADAS
Amostra Apos Apo6s tratamento Apds tratamento
tratamento mecanico e mecanico e
mecéanico (0) ataque com ataque com
solugdo S solugao F
L; 0,47 £0,17 0,31 £ 0,09 0,38 +0,15
J65; 1,00 £ 0,18 0,88 +0,18 0,80+ 0,14
J250; 3,59+0,73 3,31 £0,77 3,09 +0,70

Tabela IV.2 - TESTE DE IGUALDADE DAS MEDIAS POR STUDENT. OS VALORES
SOMBREADOS SAO EXPERIMENTOS COM RESULTADOS SIGNIFICATIVAMENTE
IGUAIS (DE MESMA MEDIA).

Total |Caudas t (teste de igualdade de médias)
var. 2
26%
LS LF J65-0 | J65-S | J65-F | J250-0 J250-S | J250-F
LO 0,00%| 3,16% 0,00%| 0,00% 0,00% 0,00%| 0,00%| 0,00%
LS 4,25% 0,00%| 0,00%, 0,00% 0,00% 0,00%| 0,00%
LF 0,00%, 0,00%| 0,00%| 0,00% 0,00%| 0,00%
J65-0 0,89%, 0,00%, 0,00%| 0,00%| 0,00%
J65-S 7,40% 0,00% 0,00%| 0,00%
J65-F 0,00%, 0,00%  0,00%
J250-0 13,40%, 0,61%
J250-S 21,88%

IV.1.3 ANGULOS DE CONTATO E TENSOES SUPERFICIAIS CRITICAS

Os sdlidos sao frequentemente caracterizados por uma tenséo critica superficial, y¢, a
qual é obtida pela medida dos angulos de contato 6 com uma série de liquidos
homologos [ADANSON, 1990].

A Tabela IV.3 apresenta os resultados dos angulos de contato obtidos entre agua
destilada e glicerol, para todas as superficies testadas e as respectivas tensdes

superficiais criticas estimadas.
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Tabela IV.3 — ANGULOS DE CONTATO E TENSOES SUPERFICIAIS CRITICAS

PARA AS SUPERFICIES TESTADAS.

Amostra AGUA GLICEROL  TENSAO
DESTILADA CRITICA 7.
0° 0° ( 10°N/m)

LO 854+145 743+147 6,00

LS 872+150 762+126 6,20

LF 86,5+144 756+152 3,60

J65-0 81,2+1,35 706+149 6,80

J65-S 825+158 714+144 1040

J65-F 848+147 733+139 620

J250-0 764+128 66,1+1,15 9,80

J250-S 773+135 66,6+1,56 11,20

J250-F 790+129 67,5+1,33 11,20

IV. 2 COMPOSICAO QUIMICA DAS SUPERFICIES

IV.2.1 EDS

Foram identificadas por EDS particulas ricas em aluminio nas superficies das
amostras jateadas simplesmente e nas amostras jateadas seguidas por ataque acido
com solucéo do tipo S. A andlise por EDS ndo acusou a presenga de aluminio nas
EDS

demais superficies.

caracteristico, mostrando a presenca de aluminio nas amostras unicamente jateadas e

A Figura

IV.3 apresenta um espectro obtido por

jateadas seguidas de ataque com solugéo S.
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Figura IV.3 — Espectro de EDS tipico mostrando a presenca de particulas de aluminio,

em picos significativamente elevados (amostra J250-0).

V. 2.2 XPS

As Figuras IV.4 a IV.6 apresentam os espectros de XPS obtidos para todas as
superficies testadas, numa visao geral € no detalhe em torno dos picos de oxigénio.
Os espectros de XPS para todas as 9 condicbes de superficie, apresentaram um pico

de oxigénio em torno de 530,4 eV, valor associado ao TiO..

Os espectros para as superficies das amostras jateadas do tipo J65-0, J65-S, J250-0 e
J250-S apresentaram um pico de oxigénio em torno de 532,2 eV associado ao 6xido
de aluminio na forma de Al,O; ( Handbook of X-Ray Photoelectron Spectroscopy,
1979).

Os resultados das composi¢des quimicas das superficies das 9 condigdes, obtidos

através da quantificacdo dos respectivos espectros de XPS, sdo apresentados na

Tabela V.4, valores expressos em % atdbmica.
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Figura IV.4 — Espectros de XPS para as amostras com superficies lixadas L; e os picos

associados ao oxigénio.
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Figura IV.4 — Espectros de XPS para as amostras com superficies lixadas L; e os picos

associados ao oxigénio (continuagao).
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Figura IV.5 - Espectros de XPS para as amostras com superficies jateadas J65; e os

picos associados ao oxigénio (continuagao).
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Figura IV.6 - Espectros de XPS para as amostras com superficies jateadas J250; e os

picos associados ao oxigénio.
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Figura IV.6 - Espectros de XPS para as amostras com superficies jateadas J250; e os

picos associados ao oxigénio (continuagao).
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Tabela IV.4 — COMPOSICAO QUIMICA DA SUPERFICIE DAS AMOSTRAS (%

atdbmica).

Amostra C Al Ti o N

LO 41,79 — 13,53 42,93 1,75
LS 49,42 — 11,33 35,97 3,28
LF 42,82 — 13,75 41,57 1,86
J65-0 44,95 10,53 6,11 36,74 1,67
J65-S 44,65 9,02 9,27 36,22 0,84
J65-F 41,1 — 14,53 43,06 1,31
J250-0 45,89 7,59 7,71 37,99 0,82
J250-S 41,14 7,04 11,17 39,34 1,31
J250-F 42,26 — 15,01 42,73 —

IV.3 TESTES BIOQUIMICOS

IV. 3.1 VIABILIDADE / PROLIFERACAO CELULAR
Os resultados referentes aos testes de proliferagado celular pelo método bioquimico de

MTT nas culturas de controle e nas culturas sobre os materiais analisados sao

apresentados na Figura IV.7.
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Figura IV.7 — Viabilidade / Proliferagdo das células ( Absorbancia / cm?) com origem na
medula éssea humana cultivadas sobre material de controle (cont) e sobre os
materiais testados (L;, J65; e J250;).

IV.3.2 — ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA

Os resultados referentes aos testes bioquimicos de atividade da fosfatase alcalina
(ALP “activity”) nas culturas de controle e nas culturas crescendo sobre os materiais

testados séo apresentados na Figura 1V.8.
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Figura IV.8 — Atividade da fosfatase alcalina (ALP) das células com origem na medula
O0ssea humana cultivadas sobre material de controle (cont) e sobre os materiais
testados (L;, J65; € J250,).

IV.4 MORFOLOGIA CELULAR

As citomorfologias obtidas nas etapas iniciais de adesido das células sobre os
substratos analisados estdo apresentados pelas imagens obtidas em MEV (SE) para
os periodos de incubacéo de 4, 7, 24 e 72 horas, respectivamente nas Figuras IV. 9 a
V.12.

As Figuras IV. 13 e IV. 14 apresentam as imagens obtidas em MEV (SE) para as
culturas celulares sobre os materiais testados em periodos de incubacdo mais
avancados, respectivamente 21 e 28 dias de cultura, ja confluentes e cobrindo as
superficies substratos, em monocamadas ou multicamadas em algumas poucas

partes, misturadas a matriz extracelular.
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Figura IV.9 - As morfologias celulares obtidas no periodo de incubagao de 4 horas

sobre os materiais testados (SE).
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Figura IV.10 - As morfologias celulares obtidas no periodo de incubagao de 7 horas

sobre os materiais testados (SE).
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Figura IV.11- As morfologias celulares obtidas no periodo de incubacao de 24 horas

sobre os materiais testados (SE).
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Figura IV.12 - As morfologias celulares obtidas no periodo de incubacgao de 72 horas

sobre os materiais testados (SE).
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Figura IV.13 - Culturas celulares no periodo de incubagao de 21 dias sobre os

materiais testados (SE).

70



Figura IV.14 - Culturas celulares no periodo de incubacéo de 28 dias sobre os

materiais” testados (SE).
(*) Nao foram obtidas imagens para os materiais J250; aos 28 dias de incubacao das

culturas.
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CAPITULO V - DISCUSSAO

Primeiramente, sdo analisados os aspectos dos resultados de caracterizagao
morfoldgica, quimica e energética das superficies estudadas. Seguem-se andlises da
caracterizagdo biolégica do comportamento in vitro do ciclo que vai desde o
recrutamento de células 6sseas da medula humana até a mineralizacdo da matriz
extracelular sobre esses materiais e, finalmente, correlacionam-se as respostas

biolégicas com os resultados de caracterizagdo das superficies.
V.1 CARACTERIZACAO SUPERFICIAL DOS MATERIAIS

Os tratamentos mecanicos produziram trés grandes grupos de superficies,
respectivamente L;, J65; e J250;,,com significativas diferencas de rugosidades médias,
especialmente entre os grupos L; e J250;; os menores valores de R, foram observados

para os materiais lixados e os maiores, para os materiais jateados.

Os parametros superficiais de rugosidades médias medidos para todas as superficies
testadas (Tabela 1V.1) mostram que ambas as solu¢des S e F provocaram uma
reducdo em R,, embora as diferengas observadas dentro de uma mesma familia de
superficies ndo sejam estatisticamente significativas. Todas as superficies atacadas
com a solugao S foram as que obtiveram seus valores de R, com menor variancia em
torno dos valores médios de R, apesar desta solugéo nao ter sido tao efetiva quanto a

solugédo F em alterar a rugosidade média e micromorfologia da superficie.

Alguns trabalhos encontraram bons resultados para superficies de titanio jateadas com
valores de R, em torno de 1um, ja outros, mostraram bons resultados em titanio
submetido a jateamento abrasivo com rugosidades médias trés a quatro vezes
maiores, isto é, em torno de 3 - 4um. Também existem trabalhos que mostram seus
piores resultados com titanio jateado entre 2 - 3um e os melhores com as superficies
lixadas com valores de R, entre 0,2 — 0,3um [LINCKS et al., 1998; DEGASNE et al.,
1999; ANSELME et al., 2000b].

Cabe observar que valores de rugosidade de biomateriais de trabalhos distintos, sao
de dificil comparagao, uma vez que, dependem da escolha do tamanho de uma linha
referencial para medicdo e do operador do equipamento utilizado para a
caracterizacdo. Assim, dependendo da escolha feita, uma mesma superficie pode ter

valores de R, bem distintos se forem medidos por equipamentos ou operadores
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diferentes. Os valores de R, oferecem informacgdes relevantes para comparacgao entre
superficies com microtopografias distintas, mas que tenham sido obtidos por um
mesmo operador e num mesmo equipamento, principalmente quando as medicbes
sao realizadas mecanicamente. Além disso, ndo se pode tentar isolar o efeito da
rugosidade meédia sobre o comportamento biolégico de osteoblastos, pois, ndo se
busca somente uma faixa de rugosidade adequada, mas também a morfologia que lhe

acompanhe.

Os aspectos micrograficos das superficies LO, J65-0 e J250-0, obtidos pela
microscopia eletronica de varredura (Figuras IV.1 (a) e IV.1 (b)), mostram que as
superficies lixadas apresentam uma morfologia mais suave, com ranhuras provocadas
pelo processo mecanico de lixamento. Estas ranhuras com orientagéo preferencial, ou
pequenas marcas superficiais, formam linhas paralelas e de larguras variaveis, sobre
uma superficie contendo reentrancias / saliéncias provocadas pelo processo de
laminacdo para obtencido das placas de titanio, porém, muito menores do que as
encontradas sobre as superficies submetidas ao tratamento mecanico de jateamento
abrasivo; estas Ultimas, com aspecto morfolégico bastante irregular, com muitas
reentrancias e saliéncias por toda a sua extensao, misturando-se com pequenas areas
planas. Esta irregularidade superficial ficou ainda mais pronunciada nas superficies
jateadas com a maior granulometria das particulas de 6xido de aluminio (J250-0).
Aspectos morfolégicos muito semelhantes, sobre superficies de titanio lixadas ou
jateadas, foram obtidos por BOWERS et al. (1992), LINCKS et al. (1998) e DEGASNE
et al. (1999).

O tratamento superficial quimico com solucdo a base de acido sulfurico e acido
cloridrico, ndo se mostrou tao efetivo quanto o tratamento superficial quimico a base
de acido fluoridrico na alteragdo da micromorfologia das superficies que ja tinham sido
submetidas aos tratamentos mecénicos (lixamento ou jateamentos abrasivos), apesar

da diminuicdo de algumas saliéncias.

A solugcdo a base de acido fluoridrico (F) eliminou a orientacdo preferencial das
ranhuras provocadas pelo lixamento mecénico que podem ser observadas nas
superficies LO e LS; as marcas de ranhuras de lixamento em LF ficaram com
orientagdo randbmica (Figuras IV.1 (a) e IV.1 (b)). Os efeitos de alteracdo da
micromorfologia superficial provocados pelo ataque quimico com a solugdo F foram
mais evidentes nas amostras previamente submetidas ao jateamento abrasivo com

alumina, pois, em contraste com as superficies J65-0, J65-S, J250-0 e J250-S que
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apresentaram superficies irregulares com muitos picos e depressdes, as superficies
J65-F e J250-F exibiram uma microtopografia mais suave e homogénea, com maior
regularidade. As J65-F exibiam pequenas crateras (didmetros de até 10um) bem
distribuidas por toda a extensdo superficial; as superficies J250—-F com crateras
maiores (didametros de até 40um) quando comparadas as de J65—F. A solugéo S foi
pouco agressiva na eliminacdo dos gumes das superficies jateadas e portanto,

praticamente nao provocou alteragdes morfoldgicas.

Particulas ricas em aluminio foram identificadas pelo EDS nas amostras somente
jateadas ou jateadas e atacadas com a solugdo a base de acido sulfurico e acido
cloridrico, respectivamente as do tipo J65-0, J65-S, J250-0 e J250-S, mas ndo nas
amostras jateadas e atacadas com solucdo a base de acido fluoridrico,
respectivamente as do tipo J65—-F e J250—F. Tais particulas, com tamanhos de 20um
ou menos, foram incrustadas na superficie do titAnio como conseqiiéncia do
tratamento mecanico de jateamento com alumina e foram facilmente reconhecidas nas
imagens de MEV com elétrons retroespalhados, apresentando-se como regides mais
escuras por possuirem menor numero atémico, em relagcéo as regides ricas em titanio,
de maior numero atdmico e que apresentaram-se nestas imagens com uma matriz
mais clara (Figuras IV.2 (a) e IV.2 (b)). Pode-se notar que a solugdo S promoveu uma
fragmentacao das particulas ricas em aluminio, enquanto que a solugdo F as eliminou
completamente da superficie de titanio, além de ter alterado a microtopografia
originalmente criada pelo jateamento abrasivo, com uma suavizagdo das

heterogeneidades entre picos e depressoes.

Os espectros de XPS para os todos os materiais, identificaram a presenca de carbono,
nitrogénio e oxigénio.Tais elementos ja eram esperados, uma vez que sao de facil
adsorcdo pela superficie do titAnio e os mais freqlientemente encontrados em
trabalhos de sua caracterizacdo quimica superficial por espectroscopia com raios-x

(Figuras IV.4 a IV.6 — aspecto geral e detalhe em torno do oxigénio).

Para cada uma das 9 condi¢cbes de superficie analisadas, foi gerada uma camada
superficial de 6xido de titanio na forma de TiO,, onde esta forma estequiométrica foi
identificada através de um pico de energia de ligagdo para o oxigénio em torno de
530,4 eV. A presenga de uma camada oxidada na forma de TiO, também ja era
esperada, por ser a forma mais comum em que se apresentam as superficies de

implantes de titAnio, mesmo quando submetidas a variados tratamentos superficiais.
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Todas as investigacbes para caracterizagcao superficial de implantes de titdnio tém
apresentado resultados onde a composi¢cao quimica gira em torno do diéxido de titanio
(TiO,), com variagdes na espessura da camada de 6xido dependendo do tratamento
utilizado e que geralmente variam entre 2 — 5nm [MARTIN, 1995], com uma taxa de
crescimento na referida camada de alguns nanometros por ano [ONG et al., 1995,
1997; TABORELLI et al., 1997; SAUBERLICH et al., 1999]. Estes resultados
confirmam a estabilidade da camada superficial de 6xido de titanio, principalmente

quando em contato com fluidos corporeos.

Ataque eletrolitico tem sido empregado [ZHITOMIRSKY e GAL-OR, 1997; SITTIG et
al., 1999] com o intuito de obter-se uma camada de TiO, mais espessa e com isso
uma melhor resposta bioldgica do tecido 6sseo na superficie metalica, sendo a
espessura do oxido dependente das condicbes experimentais. Os principais
parametros que afetam a camada de oxido sdo a diferenga de potencial aplicado, a
composicao do eletrolito e tempo / temperatura. Camadas com espessuras da ordem
de dezenas de um de TiO, variando de amorfo a cristalino, de denso a poroso podem
ser obtidas [ELLINGSEN, 1998; KASEMO e LAUSMAA, 1991]. A composicao final da
camada costuma ser uma mistura de 6xidos de titAnio com diferentes estequiometrias
[JONES, 2001]. Implantes dentarios com camadas espessas de oxido poroso em sua
superficie apresentaram resposta 6ssea levemente superior, especialmente nas

primeiras semanas apos a implantacdo [ELLINGSEN, 1998].

Os espectros de XPS para os materiais jateados, mostram diferengas em torno dos
picos de oxigénio e que podem ser melhor observados nas Figuras IV.5 e IV. 6 - (b),
(d) e (f) - em torno do detalhe do oxigénio. A presenga do aluminio na forma de Al,O3
esta associada ao pico de energia de menor intensidade, para a de ligagdo do
oxigénio em torno de 532,2 eV com o aluminio que existe sobre as superficies
jateadas e que nao foram submetidas ao ataque quimico com a solugdo a base de
acido fluoridrico, isto é, nos materiais J65-0, J65-S, J250-0 e J250-S. A presenca do
aluminio como resultado de contaminagcdo do jateamento abrasivo corresponde,
respectivamente, a 10,5%, 9,0%, 7,6% e 7,0%. A presenca destas quantidades de
aluminio ndo inibiu o desenvolvimento das culturas de osteoblastos sobre estes

materiais, conforme ainda sera discutido.
Os resultados de XPS mostram que a solugdo S ndo removeu a contaminagao de
aluminio, embora tenha reduzido de modo significativo o pico de oxigénio relacionado

com a sua presenga, provavelmente por ter provocado a fragmentagdo de suas
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particulas, conforme pode-se observar nas Figuras IV.5 (d) e IV.6 (d). No entretanto, a
solucdo F mostrou-se eficiente na remocdo do contaminante, com uma completa
dissolucao do oxido de aluminio, confirmado pela presenca unica do TiO, no espectro
de XPS para as ligagoes relacionadas ao oxigénio nas superficies dos materiais J65-F
e J250-F (Figuras IV.6 (f) e IV.7 (f)). Os resultados de XPS estdo em concordancia

com as observagdes de microscopia e de EDS.

Em todos os espectros de XPS foi identificada uma assimetria no pico de oxigénio
situado no entorno de 531 eV, com a formagado de um “ombro” lateral. Essa assimetria
foi também detectada em outros trabalhos [LEE et al., 1998; MILELLA et al., 2001] que
associaram esse “ombro” a presenca de OH acido (531.5 eV) e OH basico (532.6 eV).
A presenga desses radicais podem advir de adsor¢gdo da umidade ambiente ou como
consequéncia do tratamento de superficie (limpeza, ataque quimico, esterilizacdo). De
acordo com JONES (2001) seria razoavel esperar que os substratos tratados com a
solugéo F que contém H,0O, apresentassem maior concentragao de grupos hidroxila na
superficie, o que ndo ocorreu, uma vez que, as superficies tratadas com a solucao F
foram as que apresentaram espectros de XPS com as menores assimetrias laterais

associadas aos grupos OH.

Segundo SALGADO et al., (1998) o 6xido de aluminio (alumina) € utilizado como
material para jateamentos abrasivos, a escolha baseada em menores custos e uma
efetiva alteragdo da microtopografia, apesar de sempre deixar residuos contaminantes
na superficie do implante considerados de dificil remogéo, quando nao praticamente
impossivel. Os jateamentos abrasivos com diéxido de titdnio evitam a contaminagao
superficial, porém, sdo onerosos e, neste caso, a alteracdo da morfologia superficial

com o jateamento abrasivo com alumina pode ser uma alternativa.

Os resultados do parametro superficial que avalia, comparativamente, a molhabilidade
das superficies em relacdo a um certo liquido, isto €, os angulos de contato 6 gerados
entre a gota de um liquido especifico e as superficies testadas, mostraram que o
aumento de R, nos materiais provocou um aumento da molhabilidade superficial em
relacdo a este liquido. Assim, para um mesmo liquido, as jateadas do grupo J250;
possuem maior molhabilidade que as J65;, que por sua vez, sdo mais “molhaveis” que
as superficies lixadas do grupo L;. Porém, os valores obtidos das tensdes criticas
superficiais yc para cada uma das superficies testadas, a partir de seus angulos de
contato medidos com dois liquidos distintos, mostraram que as energias minimas

necessarias para a criacdo de uma unidade de area entre estes sélidos e um liquido
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que forme um filme fino e bem aderido com 6 = 0° , possuem uma tendéncia para
diminuicdo de tal energia com a diminuicdo de R,. Dentre todas as superficies,

destaca-se a do tipo LF com o menor valor de y¢c = 3,6.10>N/m (Tabela IV.3).

Raros sao os trabalhos que estudam as respostas bioldgicas na interface biomaterial /
tecido e que apresentem algum parametro relacionado com caracterizacdo energética
da superficie. KELLER et al. (1990) apresentam os valores obtidos para os angulos de
contato gerados entre agua destilada e deionizada e superficies de titdnio submetidas
ao lixamento com lixas de carbeto de silicio numero 600, submetidas a diversos
processos de esterilizacdo. Os valores obtidos mostram que os processos de
esterilizacdo podem afetar a energia superficial dos materiais; os angulos de contato
variaram entre 65,1° (materiais autoclavados em meio vapor a 121°C) e 33,7°

(esterilizadas com alcool etilico).

Também estudando processos de esterilizacdo, SMITH (1990) apresenta os
resultados de angulos de contato gerados entre agua destilada e deionizada e
materiais utilizados para implantes dentarios com superficies lixadas (lixas de SiC
nimero 600). Superficies de Ti-6Al-4V autoclavadas em meio vapor a 121°C,
apresentaram valores médios de 59° + 4° e ja as superficies de Co-Cr-Mo submetidas

ao mesmo processo de esterilizacdo, apresentaram valores médios de 69° + 5.

Os valores de 6 que foram obtidos entre a agua destilada e deionizada e as superficies
de titdnio lixadas e autoclavadas em meio vapor a 121°C, isto é, superficies L
(Tabela 1V.3), variam entre 85,4° e 86,5°, dando uma diferenga em torno de 25% dos
valores obtidos por KELLER et al. (1990) que testaram um sistema semelhante. Os
valores de angulos de contato medidos sao dependentes do operador do
equipamento, da rugosidade do material, da presenca de heterogeneidades
superficiais e etc [RATNER et al, 1996a].

Alguns trabalhos baseiam-se na hipétese de que a energia superficial obtida a partir
das medicbes de angulos de contato, gera uma faixa ou regido 6tima de tensdes
criticas superficiais, em torno de um valor vc = 22.10°N/m , na qual os biomateriais
possuem maxima biocompatibilidade [RATNER, 1996b]. Esta zona hipotética de 6tima
biocompatibilidade foi gerada por uma série de trabalhos que englobam experimentos
com as mais variadas interacdes de interface biomaterial / tecido, mas, na maioria dos

casos, nao se conhecem regides ou valores para estas tensdes superficiais criticas
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que delimitem a minima biocompatibilidade, o que sempre levanta discussdes a

respeito deste conceito.

As equagdes de regressao que foram utilizadas, podem ser uteis para predizer o valor
de uma varidvel, dado um valor determinado da outra variavel. Se a
reta de regressdo se ajusta bem aos dados, entdo tem sentido utilizar
sua equacao para fazer predicdes, desde que nao ultrapassemos os limites
dos valores disponiveis. Entretanto, mesmo existindo uma correlagéo
linear significativa entre as variaveis de angulo de contato (0) e as
tensdes superficiais dos liquidos em equilibrio com seus vapores (yv), a
equagdo por regressdo linear necessita de muitos pontos (experimentais)
para projetar ou predizer com menor dispersdo, ou com maior precisao, os valores das
tensdes superficiais criticas (yc). Assim, além da agua e do glicerol, liquidos que foram
utilizados, seria necessario a obtengcdo dos valores de angulos de contato gerados
entre as superficies testadas e outros fluidos, com tensées superficiais liquido — vapor
bem distintos, para que fossem obtidos valores de tensao critica superficial mais

precisos para as nove condi¢gdes de microtopografia.

V.2 O COMPORTAMENTO BIOLOGICO SOBRE AS SUPERFICIES DE TITANIO

In vivo, o tecido 6sseo € irrigado, aloja e protege a medula 6ssea, formadora de
células do sangue e rica em células mesenquimais. O processo de formagao do tecido
6sseo tem inicio pela diferenciagcao de células mesenquimatosas que se transformam
em grupos de osteoblastos. Estes sintetizam o ostedide (uma matriz ndo mineralizada)
que logo se mineraliza englobando alguns osteoblastos que se transformam em

ostedcitos.

Células originarias da medula 6ssea humana foram cultivadas (primeira subcultura)
em uma situacao experimental que favorece a expressao fenotipica de osteoblastos.
As presencas do acido ascorbico, B-glicerofosfato e dexametasona nos meios de
cultura, favorecem a diferenciacao das células mesenquimais em osteoblastos; ja
confirmado por uma série de estudos de sistemas de culturas 6sseos [MARTIN et al.,
1993; STEIN et al., 1996; FERNANDES et al., 1997; TOMAS et al., 1997;
MANIATOPOULOS et al., 1998; COSTA e FERNANDES, 2000; COELHO et al., 2000a
e 2000b]. Estas condigcbes experimentais favorecem o crescimento de osteoblastos em

muitos sistemas de culturas, e no caso dos osteoblastos com origem na medula 6ssea
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humana, uma matriz de colageno mineralizada pode ser gerada em periodos de
incubacao de até 4 semanas, o que ja foi demonstrado em trabalhos anteriores e
também ocorreu neste trabalho. Estas culturas tem sido uma importante ferramenta no
estudo das interagdes entre as células osteoblasticas com biomateriais e seus
produtos de degradagdo [FERNANDES, 1999; FERRAZ et al., 1999, 2001; COSTA e
FERNANDES, 2000].

O acido ascérbico é necessario para a formacao e o amadurecimento do colageno
presente na matriz extracelular [MARTIN at al., 1993], o B-glicerofosfato & fonte em
potencial de ions fosfato para o processo de mineralizagcdo e a dexametasona, um
composto que induz a proliferacdo e / ou a diferenciacdo das células em osteoblastos
[BELLOWS et al., 1992; CHUNG et al., 1992].

As células foram cultivadas por até 28 dias em condigcdes de controle, isto €, em
placas de poc¢os plasticas padrao para cultura de células em auséncia dos materiais, e
sobre as superficies de titanio preparadas. O acompanhamento do desenvolvimento
das células na situagdo de controle forneceu informacbes do comportamento da
cultura ao longo do tempo, em uma situagao ja conhecida [COELHO et al., 2000a e
2000b], servindo de parametro para comparativo do estado bioldgico das células que
cresciam sobre os materiais testados. As culturas foram avaliadas sob os aspectos da
morfologia celular, viabilidade / proliferagdo, atividade da fosfatase alcalina (ALP

“activity”) e a capacidade de formacao de depdsitos de fosfato de calcio.

V.2.1 CULTURAS DE CONTROLE

As culturas de controle crescendo sobre as superficies plasticas padrao para culturas
celulares, proliferaram durante as duas primeiras semanas, obtendo valores maximos
para o teste de MTT em torno do dia 14, decrescendo apos este periodo. A atividade
da fosfatase alcalina, marcador especifico da expressao fenotipica dos osteoblastos,
cresceu até a segunda semana do periodo de incubagéo, atingindo valores maximos
também em torno dos 14 dias de cultura, seguindo-se uma fase relativamente
estacionaria até a terceira semana de incubacdo, quando entdo, seus valores

comecaram a decrescer até o ultimo dia investigado.
As Figuras IV.7 e IV.8 apresentam, respectivamente, o comportamento biolégico de
todas as culturas avaliadas pelos testes de MTT e de atividade da fosfatase alcalina

durante os periodos de incubacao testados. Os resultados para as culturas de controle
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foram isolados na Figura V.1. Observagoes feitas através do microscopio eletrénico de
varredura (MEV) e do seu sistema acoplado de EDS (“X-ray energy dispersive
spectroscopy”) nas culturas de controle aos 21 dias de incubagdo, mostraram a
presenca abundante de depdsitos minerais contendo P e Ca, disseminados pela
matriz extracelular, imagens da matriz extracelular e dos espectros de EDS obtidos

para as culturas de controle sdo aqui apresentados na Figura V.1 (a) e V.1 (b).

Se uma primeira cultura ou ainda uma primeira subcultura é mantida por mais que
algumas poucas horas, uma primeira etapa seletiva ira acontecer. As células capazes
de se proliferarem irdo aumentar, outras ainda irdo somente sobreviver mas nao irao
aumentar em quantidade, e outras tantas serdo incapazes de sobreviver sob
condi¢des particulares utilizadas. Assim, a relativa propor¢cdo das mudancgas celulares
e da continuidade das culturas, no caso de culturas mononucleares, sera dado pela
disponibilidade de ocupagao do substrato. Apds alcancar a confluéncia, as células
normais ficam sensiveis ao aumento da densidade populacional e as limitacbes de
crescimento e irdo parar seu processo de divisdo [FRESHNEY, 1996]. Para longos
periodos de testes, esta redugcdo também pode aparecer como resultado da formacao
de algumas camadas celulares superpostas, o que causa alguma morte celular e
diminuicdo na proliferagdo in vitro. Este processo comegou a partir da segunda

semana de incubagao paras as culturas de controle.

As culturas de controle com origem na medula éssea humana comportaram-se bem,
saudaveis e com resultados de um comportamento bioldgico tipico para a morfologia
celular, viabilidade / proliferacéo, diferenciagdo em osteoblastos e mineralizagdo da
matriz extracelular segundo um padrao ja observado pelo Laboratério de Farmacologia
da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do Porto, Portugal [COELHO et
al., 2000a e 2000b], garantindo o parametro de comparagdo para o comportamento
bioldgico das células de mesma origem que foram cultivadas sobre os substratos de

titanio.
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Figura V.1 — Comportamento da viabilidade / proliferacao avaliado pelo teste de MTT
(A/cm?) e da diferenciacéo (atividade da fosfatase alcalina, nmol/min.cm?) das culturas
de células com origem na medula éssea humana, incubadas nas condi¢oes de

controle.
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Figura V.1 (a) — Aspectos das culturas de controle aos 21 dias de incubagao
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Figura V.1 (b) - Espectro de EDS tipico obtido para as culturas de controle aos 21 dias
de incubacado mostrando as presencas de fésforo e calcio, em picos significativamente

elevados.

V.2.2 CULTURAS SOBRE AS SUPERFICIES DE TITANIO

V.2.2.1 A ADESAO CELULAR SOBRE AS DIFERENTES SUPERFICIES

As células com origem na medula 6ssea humana comegaram a se aderir e a se
espalhar, sobre as todas superficies testadas, logo apés alguns minutos de terem sido
semeadas. As observacbes destas culturas ao microscopio 6tico e microscopio
eletrébnico de varredura, realizadas em varios intervalos de tempo durante as primeiras
24 horas de incubacdo, mostraram que a expansao do citoplasma comegou a ocorrer
logo apés os 30 minutos até as 4 horas; as células apresentavam uma morfologia
tipica, com um corpo central esférico e expansdes do citoplasma a partir desta area
central indo em todas as dire¢des, aderindo-se a superficie adjacente do titdnio, em
todos os casos. Ao final deste processo, isto é, apds as 24 horas iniciais, as células
encontravam-se com uma aparéncia plana, espalhadas e prolongadas sobre as
superficies. A morfologia das células ja estendidas e planas foi observada até os 3
primeiros dias de cultura. Este comportamento foi similar em todas as superficies
testadas e pode ser observado pelas imagens apresentadas nas Figuras 1V.9, 1V.10,

IV.11 e IV.12. As microtopografias de todas as superficies de titanio testadas parecem
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nao ter inibido o espalhamento das células nas horas iniciais em que se procedem os
mecanismos de adesado. O comportamento das células cultivadas sobre as superficies
de titAnio durante o processo de adesao foi semelhante ao observado em culturas
efetuadas sobre a superficie plastica padrdao e ja descrito num estudo anterior
[COELHO et al., 2000b].

As caracteristicas superficiais dos materiais, incluindo sua topografia, possuem uma ja
comprovada influéncia no processo de adesdo de osteoblastos que ocorre apds o
contato das células com a superficie do material até o seu espalhamento, também na
morfologia celular que é gerada nesta adesao; a qualidade dos eventos nestas etapas
iniciais irdo influenciar as etapas subseqtientes de proliferacao e diferenciacdo destas
culturas [ANSELME, 2000]. As mudancas na morfologia celular que ocorrem durante a
adesdo e o espalhamento, correspondem a reorganizacdo do citoesqueleto e a
micromorfologia da superficie interfere nesta reorganizacdo. Ja sdo conhecidos alguns
tipos de superficies que possuem microtopografias que podem provocar a orientagéo
preferencial das células. Tal efeito, dito “guia de contato” também ocorre em
osteoblastos, principalmente em culturas nédo confluentes, onde ainda se permite a
observacao de células isoladas; colonias celulares mostram-se menos afetadas por

esta orientacao preferencial [MEYLE et al., 1995; WALBOOMERS et al., 1999].

As células sobre as superficies lixadas dos grupos LO e LS parecem estar orientadas
pela morfologia superficial destes substratos. Isto foi o que aconteceu para os
periodos iniciais de incubacdo das culturas, onde s&o observadas células mais
isoladas, e até mesmo nos periodos mais prolongados, onde as células estdo
organizadas paralelamente cobrindo totalmente os referidos substratos. Entretanto,
sobre todas as demais superficies testadas, inclusive a superficie plastica padrao do
controle, as células encontravam-se com uma distribuicdo randémica (Figuras IV.9 a
V.13).

As células se espalharam sobre as superficies L; e J65-F com uma maior integracao
com as referidas superficies (area de contato), sendo que neste Ultimo, as células
pareciam acomodar-se bem dentro das pequenas crateras homogeneamente
distribuidas pela microtopografia, porém, o mesmo ja ndo acorreu tdo bem para as
superficies jateadas do tipo J65-0, J65-S, J250-0 e J250-S, onde as células se
espalharam sobre as superficies irregulares mas somente mantendo um intimo
contato com as superficies dos materiais nas extremidades de suas extensdes

(filopodia) ou nas grandes areas mais planas que sobre elas existiam, principalmente
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nas J250-0 e J250-S. A morfologia das células sobre as superficies mais irregulares,
era um pouco mais para “estrelada “ que em relagdo as sobre superficies menos
irregulares, devido as emissdes de muitas extensdes pela membrana celular tentando
buscar pontos de apoio sobre as superficies cheias de picos e depressoes.

As geometrias de células mais esféricas, sem ondulagdes dorsais ou extensbes da
membrana denotam condi¢cées precarias paras culturas osteoblasticas, o que néo
aconteceu durante o processo de adesao e espalhamento das células deste trabalho,
para todos os materiais testados, provavelmente, como resultado de uma bem
sucedida adaptacao destas células, mesmo sobre as superficies de micromorfologia

mais irregular.

V.2.22 A VIABILIDADE CELULAR / PROLIFERAGAO E A ATIVIDADE DA
FOSFATASE ALCALINA

As células com origem na medula 6ssea humana proliferaram muito bem sobre todas
as superficies de titanio testadas e o crescimento celular foi significativamente maior
que o observado para as culturas de controle. O comportamento sobre as superficies
de titanio foi de um crescimento das populagdes de células durante aproximadamente

trés semanas, decrescendo apds este periodo.

A Figura IV.7 apresenta o comportamento biolégico de todas as culturas avaliadas
pelos testes de MTT durante os periodos de incubacgao testados. Os resultados de
MTT para as culturas incubadas sobre os materiais que nao sofreram tratamentos
quimicos, isto €, LO, J65-0 e J250-0 e os resultados entre os grupos L; J65; J250;,
foram isolados nas Figuras V.2 e V.3 (a), (b) e (c), respectivamente. A Figura 1V.8
apresenta o comportamento da atividade da fosfatase alcalina para todas as culturas
mantidas até o dia 28; os resultados para atividade da ALP nas culturas incubadas
sobre os materiais que nao sofreram tratamentos quimicos, isto &, L0, J65-0 e J250-0
e os resultados entre os grupos L; J65; J250;, foram isolados nas Figuras V.4 e V5.

(a), (b) e (c), respectivamente.

Uma comparacgao entre os resultados referentes as amostras somente submetidas aos
tratamentos mecéanicos — L0, J65-0 e J250-0, mostra que a proliferagcao entre os dias
14 e 21 sobre as amostras jateadas foi superior que a proliferagdo no mesmo periodo
sobre as amostras lixadas, especialmente nas amostras J65-0 no dia 21, com valor

meédio de proliferacdo aproximadamente 30% maior que o das amostras LO (Figura
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V.2). Entretanto, a atividade da fosfatase alcalina foi significativamente superior nas

culturas sobre os materiais unicamente lixados (Figura V.4).

Os tratamentos com solugdes acidas sobre os materiais lixados (L) resultaram em um
evidente aumento na proliferacdo durante a terceira semana de incubagao (Figura V.3
(a)). Entretanto, no caso dos materiais jateados do tipo J65-0, os mesmos tratamentos
quimicos resultaram em uma pequena diminuicdo nas taxas de proliferagao,
expressas pelas variagdes dos testes de MTT em relagdo ao tempo e que podem ser
observadas no grafico da Figura V.3 (b) para os materiais J65-S e especialmente para
os materiais J65-F. Os tratamentos acidos sobre as superficies do tipo J250-0
promoveram aumentos pouco significativos na proliferacdo durante a terceira semana
de incubagao, portanto, praticante podendo-se dizer que eles ndo chegaram a afetar a

proliferagcao celular neste caso.
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Figura V.2 — Viabilidade celular / proliferagéo (A/cm?) das células com origem na

medula 6ssea humana crescendo por 28 dias sobre as superficies de titanio

unicamente submetidas aos tratamentos mecanicos.
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Figura V.3 (a) — Viabilidade celular / proliferagao (A/cm?) das células com origem na
medula éssea humana crescendo por 28 dias sobre as superficies de titdnio do grupo
L.
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Figura V.3 (b) — Viabilidade celular / proliferacéo (A/cm?) das células com origem na
medula éssea humana crescendo por 28 dias sobre as superficies de titdnio do grupo
J65,.
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Figura V.3 (c) — Viabilidade celular / proliferagdo (A/cm?) das células com origem na
medula 6éssea humana crescendo por 28 dias sobre as superficies de titdnio do grupo
J250,.

A determinacao da atividade da fosfatase alcalina para todas as superficies de titanio
testadas, mostrou que os niveis desta enzima foram quase sempre maiores para as
amostras da familia L; (Figura IV.8 e V.4). O tratamento das superficies L, J65-0 e
J250-0 com solugdes a base de acido sulfurico / acido cloridrico (solugdo S) nao
parece ter afetado de modo significativo a atividade da fosfatase alcalina, indicador do
grau de diferenciagao celular especifico para osteoblastos, ao passo que, um evidente
aumento dos niveis desta enzima foi observado nas amostras tratadas com solugao a

base de acido fluoridrico (solugao F) (Figuras V.5 (a), (b) e (c)).

Comparativamente as culturas que cresceram sobre as superficies plasticas padrao
para culturas celulares nas condicbes de controle positivo, todas culturas que
cresceram sobre as superficies de titAnio apresentaram atividades da fosfatase
alcalina significativamente menores (Figuras 1V.8), portanto, menores niveis desta

enzima.
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Figura V.4 — Atividade da fosfatase alcalina (nmol/min.cm?) de células com origem na
medula 6ssea humana crescendo por 28 dias sobre superficies de titAnio unicamente

submetidas a tratamentos mecanicos.

Figura V.5 (a) — Atividade da fosfatase alcalina (nmol/min.cm?) de células com origem
na medula éssea humana crescendo por 28 dias sobre superficies de titanio do grupo
L.
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Figura V.5 (b) — Atividade da fosfatase alcalina (nmol/min.cm?) de células com origem

na medula 6ssea humana crescendo por 28 dias sobre superficies de titanio do grupo
J65,.

Figura V.5 (c) — Atividade da fosfatase alcalina (nmol/min.cm?) de células com origem
na medula 6ssea humana crescendo por 28 dias sobre superficies de titanio do grupo
J250.
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V.2.2.3 A FORMAGCAO DE DEPOSITOS DE FOSFATO DE CALCIO

In vivo, a parte inorgénica ou mineral de um tecido ou matriz 6ssea, representa cerca
de 50% de seu peso. In vitro também pode ocorrer a mineralizacdo, caracterizada
pela deposigdo de ions inorganicos, principalmente fosfato de calcio, desde que os
osteoblastos estejam maduros e ativos para concentra-los, participando da
mineralizacdo da matriz organica (colageno do tipo I, proteoglicanas e glicoproteinas)
[HANCOX, 1972].

O calcio e o fésforo formam cristais que sao caracterizados por técnicas que incluem
difracdo de Raios-x, absorgcéo por infra-vermelho, microscopia eletrénica de varredura
e etc. Estes cristais mostram ter a estrutura da hidroxiapatita com a composicéo
Ca10(PO4)s(OH),. 0 aspecto micrografico da hidroxiapatita biolégica obtido por
microscopia eletrdnica € de cristais sob a forma de agulhas ou tabletes alongados. Os
cristais se arranjam ao longo das fibrilas colagenas e sado envolvidos por substancia
fundamental amorfa. Os ions da superficie do cristal de hidroxiapatita s&o hidratados,

existindo, portanto, uma camada de agua e ions em volta do cristal.

A Figura IV.13 mostra em imagens obtidas pelo MEV, os aspectos das culturas sobre
todas as superficies de titanio testadas, aos 21 dias de incubacio. Observa-se que as
superficies da familia L; estdo cobertas pelas camadas de células com uma aparéncia
bastante homogénea, porém, ndo ha evidéncias da presencga de depdsitos minerais de
fosfato de célcio ou de que tenha ocorrido a mineralizagdo da matriz extracelular
gerada sobre os materiais previamente lixados. Apenas pequenos pontos isolados
com a presenca de calcio e fosforo foram identificados pelo EDS (espectros nao

apresentados).

As superficies unicamente jateadas, isto é, J65-0 e J250-0, também apresentaram aos
21 dias de incubagao das culturas, a presenga de muitas células cobrindo estes
materiais, em camadas que se estendiam por quase toda a superficie. O aspecto das
células nas imagens (Figura IV.13 — superficies unicamente jateadas), mostra que as
células buscaram adaptagdo por sobre as superficies irregulares, apresentando
numerosas extensdes que pudessem aumentar sua estabilidade e as permitisse estar
fortemente aderidas, mas apesar disso, nao existem evidéncias da presenca de

depositos minerais de fosfato de calcio.
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Ao contrario dos ja citados materiais, as superficies submetidas aos jateamentos
abrasivos seguidos de ataques acidos com as solugdes S e F, isto é, os materiais J65-
S, J65-F, J250-S e J250-F, apresentam claras evidéncias da formacao de matriz
extracelular mineralizada com a presenca de inUmeros depdsitos minerais de fosfato
de calcio homogeneamente distribuidos por entre as camadas de células que cobriam
estas superficies, aos 21 dias de periodo de incubagdo. Comparativamente, as
superficies J65-S mostraram uma menor incidéncia dos depdsitos de fosfato de calcio
que as superficies J250-S, entretanto, as superficies J65-F e J250-F mostraram uma
aparéncia similar, uma abundancia de matriz extracelular com a presenca de
numerosos depdsitos minerais globulares de fosfato de calcio (Figura 1V.13 —

superficies jateadas e atacadas com solugbes acidas).

A aparéncia destes depdsitos minerais globulares de fosfato de calcio que
entremeavam a matriz extracelular para os materiais J65-F, J65-S, J250-S e J250-F &
semelhante aos depésitos de muitos sistemas de culturas biomateriais / osteoblastos
com origem na medula éssea humana ja anteriormente obtidos e identificados pelo
Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina Dentaria da Universidade do

Porto, Portugal.

V.3 O EFEITO DA MICROTOPOGRAFIA SOBRE A OSTEOGENESE

A formacao do tecido 6sseo em torno da superficie de um implante requer o
recrutamento de células osteoprogenitoras ou células precursoras de osteoblastos,
sua proliferacdo e diferenciacao em células com atividades funcionais osteoblasticas
que as tornem capazes de mineralizar a matriz extracelular organica na regiédo
interfacial. Neste processo, conforme apresentado no capitulo Il, muitas caracteristicas
da superficie do implante possuem uma importante e ja comprovada participagao,
pois, as células interagem com a superficie do material € modulam seu
comportamento biolégico como respostas a estas interagdes, tanto nas situagdes in
vivo quanto nas situagdes in vitro. O nimero de diferentes sistemas que podem ser
gerados entre células e superficies de biomateriais € grande, bem como o numero de
parametros que podem influenciar o processo; as dificuldades intrinsecas a estes
sistemas fazem com que ainda pouco se saiba sobre como as superficies modulam o
comportamento celular, incluindo a adesdo, o crescimento e suas atividades

funcionais.
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As interacbes iniciais comecam com a adsorcdo pela superficie do material de
moléculas biologicamente ativas, incluindo as proteinas que irdo se ligar as células e
que participam da adeséao celular e de seu espalhamento e, em seguida, das etapas
sucessivas de crescimento e de suas fungdes especificas [ANSELME, 2000]. As
caracteristicas superficiais do biomaterial podem influenciar no tipo, na quantidade e
na arrumacgao das proteinas adsorvidas e, consequentemente, no comportamento nas
fases subseqiientes do desenvolvimento do tecido e na secrecéo protéica da matriz

extracelular.

Para todos os materiais testados, as células tiveram um processo de adesdao em
mesmo tempo e com a obtencdo de morfologias similares de osteoblastos
aparentemente saudaveis e bem adaptados as diferentes microtopografias, com uma
orientacao preferencial sobre as superficies lixadas do tipo LO, LS e uma distribuicao

randdmica em todas as demais.

Os resultados relativos aos testes de MTT que avaliam a taxa de proliferagao celular,
mostraram que a proliferagdo atingiu maiores valores e por durante periodos mais
longos para os materiais submetidos unicamente ao jateamento abrasivo, quando
comparados aos materiais unicamente lixados (Figura V.2). Este resultado sugere que
a proliferacao é afetada e favorecida pelo aumento da rugosidade das superficies, em
concordancia com diversos trabalhos (Capitulo Il, itens 1.3 e 11.5.1). Entretanto, é
possivel que as maiores taxas de proliferacdo por maiores periodos, obtidas para as
superficies mais rugosas, sejam devido as suas maiores areas superficiais efetivas e,
portanto, uma maior disponibilidade de espaco para o aumento da proliferacdo em

culturas mantidas por longos periodos.

Os resultados para a atividade da fosfatase alcalina, ao contrario da proliferacao,
foram superiores para os materiais unicamente lixados quando comparados aos
materiais unicamente jateados (Figura V.4), sugerindo uma menor expressao
fenotipica osteoblastica para as culturas sobre estes Ultimos. Este comportamento
pode estar relacionado com as maiores taxas de proliferagdo mantidas até maiores
tempos, observadas para os materiais jateados, como uma reciproca relagdo entre a
proliferacdo e a diferenciacdo que tem sido descrita durante o desenvolvimento
fenotipico de osteoblastos, isto é, eles s6 comegcam a se diferenciar de modo
expressivo quando as taxas de proliferagcdo comegam a diminuir e a confluéncia das
culturas ainda nao foi atingida [STEIN et al., 1996]. No caso das culturas sobre os

materiais jateados do tipo J65-0 e J250-0, as taxas de proliferagdo s6 diminuiram de
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modo significativo apds periodos ja prolongados de incubagido, aos 21 dias,
diferentemente do que aconteceu para os materiais LO, que ja comegaram a decrescer
as taxas de proliferacdo significativamente aos 14 dias de incubagéo, antes da

confluéncia de suas culturas.

As superficies LS e LF obtiveram maiores taxas de crescimento e por maiores
periodos que as superficies L0, provavelmente devido as modificagbes na morfologia
da superficie originalmente lixada que os ataques quimicos provocaram e / ou um
aumento da area superficial efetiva, parametros que influenciam a proliferagao celular
(Figura V.3 (a)).

Os tratamentos quimicos ndo resultaram em diferencgas significativas sobre as taxas
de proliferacao celular sobre os materiais jateados, conforme pode ser observado nas
Figuras V.3 (b) e (c), respectivamente para os grupos J65; e J250; . Os materiais
jateados (com ou sem tratamentos quimicos) ja possuem area superficial efetiva maior
que os materiais lixados e talvez isso explique porque os tratamentos quimicos sobre
0s materiais da familia L; tenham resultado em efeitos mais sensiveis sobre a

proliferacao.

E importante realgar que o ja citado comportamento da maior atividade da fosfatase
alcalina para os materiais que comegaram a diminuir de modo mais brusco suas taxas
de proliferagcdo com menores periodos de incubagao (Figuras V.2 e V.4) , parecer ser
controlado pelo paradmetro rugosidade, pois, ele nao foi observado dentro dos grupos
de materiais com rugosidades bem proximas, porém, morfologias distintas, isto &,
dentro das familias L;, J65; e J250;, especialmente as tratadas com a solugédo F, com
morfologias bem distintas das demais de seu grupo (Figuras V .5 (a), (b) e (c)). Nota-
se que dentro de cada uma das respectivas familias de superficies, as amostras
tratadas com solucéo a base de acido fluoridrico apresentaram as maiores atividades
da fosfatase alcalina, um importante marcador da diferenciacdo osteoblastica [AUBIN
e LIU, 1996].

As nove superficies também foram avaliadas a respeito de suas influéncias sobre a
capacidade de formacado de uma matriz extracelular mineralizada, o ultimo evento da
diferenciacdo osteoblastica e essencial para a osteointegracdo do implante, isto é, a
formagédo de um tecido 6sseo integrado com o biomaterial numa interface saudavel.
Muitos trabalhos avaliam somente algumas etapas dos sistemas de culturas

osteoblasticas, geralmente as de adesédo e proliferagdo, devido as dificuldades
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intrinsecas da manutengcdo de culturas por longos periodos, necessarios para a
observacao de possiveis formacdes minerais como produto de intensa atividade de
osteoblastos; ja se sabe que a microtopografia da superficie pode atuar de maneiras
diferentes em cada uma das etapas, portanto, uma superficie que incentiva a
diferenciacdo, ndo necessariamente ira mineralizar a matriz extracelular [DE SANTIS
et al., 1996; FERRAZ et al., 1999, 2001; ANSELME et al., 2000b, ].

Maiores padrdes comportamentais sao observados nas etapas finais dos ciclos de
cultura. A familia L; de superficies ndo mostrou a formacgéo de depdsitos minerais € o
mesmo comportamento foi obtido para as superficies J65-0 e J250-0. Somente as
superficies jateadas e posteriormente submetidas aos tratamentos quimicos acidos
levaram as culturas de células com origem na medula 6ssea humana até a
mineralizacao, isto &, até a formacao de matriz extracelular com depésitos minerais;
especialmente as culturas incubadas sobre as superficies que foram atacadas com a
solugdo F. Estes resultados mostram que as superficies jateadas que foram
submetidas aos ataques acidos apresentaram influéncias mais positivas sobre as
culturas e sobre seu comportamento biolégico, no que diz respeito a capacidade de
formacgao de uma matriz extracelular mineralizada, uma vez que, as superficies lixadas

e submetidas aos mesmos tratamentos acidos néo o fizeram.

As familias de amostras submetidas ao lixamento (L;) ou aos jateamentos abrasivos
(J65; e J250,) apresentaram diferentes faixas de rugosidades médias (Tabela 1V.1) e
muitos estudos sugerem que o aumento da rugosidade favorece a diferenciagao
osteoblastica in vitro [LINCKS et al., 1998] e também in vivo, com favorecimento da
obtencao da maturidade fenotipica, além de incentivos na produgao de certas citocinas
e fatores de crescimento pelos osteoblastos imediatamente em contato com as
superficies, ambas substancias que participam da formagcdo do tecido &ésseo
[KIESWETTER et al., 1996].

Outra observacgao interessante é a de que as superficies J65-S apresentaram uma
baixa capacidade de inducao de formacgao de depdsitos minerais, quando comparadas
as superficies J250-S. Ambas possuem rugosidades distintas, porém, composi¢des
quimicas e micromorfologias superficiais similares; tal comportamento podendo estar
entdo, relacionado as diferengcas de rugosidade (valores de R, para as superficies
J250-S maiores que os valores de R, para as superficies J65-S). Entretanto, este
comportamento n&o foi observado para os materiais J65-F e J250-F, onde as

superficies J65-F, com menores valores de R,, também obtiveram resultados de uma
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abundante presenca de cristais na matriz extracelular, tal como as das superficies
J250-F. Ja as superficies J65-0 e J250-0, com rugosidades R, distintas, com valores
respectivamente préximos as rugosidades de J65-F e J250-F, com micromorfologias
superficiais similares e nao tendo sido submetidas a tratamentos quimicos acidos, nao
conseguiram a formagcdo de matriz extracelular mineralizada. Estes resultados
sugerem que, tal como em outras investigagdes, ndo s6 o parametro rugosidade mas
também a morfologia da superficie deve ser levada em conta na consideragdo de um
acabamento superficial e na sua influéncia sobre a performance bioldgica na interface
tecido / biomaterial [CASTELLANI et al., 1999].

A insuficiente mineralizagdo observada nas culturas que cresceram sobre os materiais
lixados (Li) e nos materiais J65-0 e J250-0, pode estar relacionada com as suas
caracteristicas superficiais que nado favoreceram a formagdo de uma matriz
extracelular em quantidade e / ou qualidade que sustentasse o processo de
mineralizagédo [STEIN et al., 1996].

V.4 O EFEITO DE POSSIVEIS MODIFICAGCOES QUIMICAS NA SUPERFICIE DO
TITANIO PROVOCADAS PELOS ATAQUES ACIDOS

Submeter o titanio e suas ligas a tratamentos quimicos superficiais na procura de
condigbes que induzam melhores respostas bioldgicas, tal como uma maior
osteointegracdo ao implante, ja tem sido o objetivo de alguns trabalhos [YAN e
DAVIES,1998; NISHIGUCHI et al., 1998; WEN et al., 1998].

Testes que avaliavam somente a influéncia de diferentes técnicas de limpeza e
esterilizacdo e nado a morfologia da superficie, para implantes de titanio polidos
inseridos em tibias de caes, mostraram que a resisténcia oferecida para a retirada dos
mesmos, na interface implante / tecido 6sseo, era maior para os que tinham sido
submetidos a limpeza com uma solugdo a base de acido fluoridrico, quando
comparados aos que nao tinham sido limpos por esta solugdo [KAWAHARA, 1995]. O
aumento de rugosidade que este tratamento acido provocou sobre a superficie polida
do titanio foi considerado pequeno, porém, de resultado significativo nas etapas de

proliferacao e diferenciacao das células.

Segundo KAWAHARA (1995), a utilizagéo de peroxido de hidrogénio (H.O,) em meio

as solugdes a base de acido fluoridrico, permite a obtencdo de superficies mais
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estaveis, através da imediata oxidagao dos sitios reativos que ficam expostos sobre a

superficie de titanio quando submetido ao ataque do referido acido.

De acordo com ELLINGSEN (1998), provavelmente, superficies de titanio modificadas
pela presencga do fluoretos puderam de algum modo estimular e catalisar a formagao
de uma matriz extracelular de colageno mineralizada que permitiu a constru¢do de um
novo tecido 6sseo ao redor de implantes testados in vivo. Os implantes de titanio com
uma camada de 6xido superficial modificada pela presencga de fluoretos apresentaram
maior retengdo ao novo tecido 6sseo que lhe era envolvente apds oito semanas da
sua insercao em coelhos. Outros autores discutem o papel das interagdes entre o
peréxido de hidrogénio (H.O,) com o titanio, na possibilidade de formacido de
perdxidos de titdnio sobre a superficie metalica e, muito embora os mecanismos nao
sejam ainda completamente conhecidos, a presenca destes compostos talvez tenha
favorecido uma maior osteointegragcado, com a sua ligacdo com uma certa proteina ou

ion presente na interface bioldgica in vivo [BJURSTEN et al., 1991].

Nao foi identificada pela analise de XPS a presenca de fluor e / ou de peréxidos de
titAnio sobre todas as superficies atacadas com solucéo a base de acido fluoridrico e
peréxido de hidrogénio (solugédo F), bem como a presenga de radicais OH nao ficou
claramente definida para quaisquer das superficies testadas. Além disso, nao existem
informacdes sobre os mecanismos de interacdo dos mesmos com as proteinas que
envolvem as células ou que formam a matriz extracelular durante o processo in vitro
da osteogénese. Para os mecanismos in vivo de interagdo entre estes componentes e
as hidroxiapatitas, muito pouco se conhece. Também n&o foram identificados pelo
XPS as presencas de enxofre ou cloro, elementos presentes na solugao a base de
acido sulfurico e acido cloridrico (solugado S). De qualquer forma, embora saiba-se que
a modificagdo quimica da superficie € um aspecto relevante, praticamente nao existe
informacao na literatura de como essas pequenas modificagdes podem influenciar a

resposta bioldgica.

Existe dificuldade no isolamento dos efeitos de pequenas modificacbes quimicas que
possam ter ocorrido na superficie do titAnio das amostras submetidas aos tratamentos
acidos, isto é, para ambas as solugdes utilizadas (S ou F), mediante as modificagdes
significativas na microtopografia, principalmente no caso da solugdo a base de acido
fluoridrico. Assim, os efeitos relacionados a um certo tratamento superficial ficam

relacionados a topografia que ele gera.
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A contaminacao de aluminio, presente nas superficies J65-0, J65-S, J250-0 e J250-S,
aparentemente nao provocou efeitos significativos sobre o comportamento das
culturas, tal como aconteceu com a microtopografia. Esta conclusdo baseia-se na
obtencado de abundante matriz extracelular mineralizada para as superficies J250-S e
J250-F.

A fragmentacdo das particulas de 6xido de aluminio, provocada pelo ataque com a
solugao acida S, além da suave alteragcao na micromorfologia da superficie, pode ter
favorecido a obtencdo de matriz extracelular mineralizada sobre os materiais J65-S e

J250-S, ao contrario do observado sobre os materiais J65-0 e J250-0.
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CAPITULO VI — CONCLUSAO

Dentro da metodologia, técnicas experimentais e recursos empregados para analise
da influéncia das superficies testadas sobre a osteogénese em culturas de
osteoblastos com origem na medula 6ssea humana, foi possivel obter as seguintes

conclusoes:

1 — Os tratamentos mecanicos e quimicos empregados permitiram a obtencao de
superficies significativamente distintas em suas propriedades quimicas, morfoldgicas e

energéticas;

2 — As de técnicas de caracterizacao de superficies - MEV, XPS, angulo de contato e
de perfilometria (R,) — associadas a técnicas de caracterizagao biolégica para analise
de comportamento in vitro na adesao de culturas osteoblasticas, foram efetivas para a
obtencdo de uma correlagdo entre a microtopografia do titdnio e as etapas do
desenvolvimento das culturas desde a adesao celular até a osteogénese (adesao,

viabilidade / proliferacao, diferenciagdo e mineralizagdo da matriz extracelular);

3 - Apesar das complicagbes na obtencao e manutencéo de culturas de osteoblastos
humanos normais por periodos mais longos, espera-se que os resultados in vitro,
obtidos para testes com a primeira subcultura, sejam mais representativos na

avaliagao dos biomateriais testados;

4 - Os efeitos da microtopografia dependem do sistema estudado e do tipo de analise
de cada autor, uma vez que, uns consideram que elevados valores proliferagao ja
mostram bons resultados, ja outros, mostram que pequenos valores de proliferagao x
elevados valores de atividade da fosfatase alcalina € que s&o considerados bons

resultados, mas o obijetivo final é a mineralizagao da matriz extracelular;

5 - Seguindo a linha de raciocinio do item 4, todas as etapas do desenvolvimento das
culturas sobre os materiais estudados devem ser analisadas, porém, a etapa que
definira os melhores resultados sera a ultima, a de formagao de depdsitos minerais de
fosfato de calcio pela atuagcdo dos osteoblastos com uma consequiente osteogénese.
Os aspectos aqui discutidos sdo de grande importancia, uma vez que, existe uma
concordancia de opinides que relacionam a necessidade de testes in vitro para
biomateriais como pré-requisito ou co-requisito para o sucesso de um implante de

substituicao 6ssea definitiva.
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6 - Analisando todos os resultados em conjunto, as melhores condigbes de

osteogénese foram obtidas para as superficies jateadas e tratadas com solugdo a

base de acido fluoridrico (solugao F). Estas condigbes apresentaram um aumento da

atividade da fosfatase alcalina e capacidade de formagao de matriz extracelular, com a

presencga abundante de depdsitos minerais de fosfato de calcio para duas familias com

valores distintos de R,. Este comportamento deve estar relacionado com as
caracteristicas da microtopografia gerada por estes tratamentos e com a obtencéo de
superficies homogeneamente rugosas. Estes substratos devem ter providenciado uma
superficie mais adequada as reagdes que ocorrem na interface, condicionadas ao
meio de cultura utilizado.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Outras situacbes podem ser analisadas, ficando como propostas para trabalhos

futuros, tais como:

- pré-imersao dos substratos de titdnio em meios de cultura, por periodos
prolongados, antes da incubagao das culturas;

- analise das quantidades e dos tipos de proteinas significativamente adsorvidas
sobre os substratos pré-imersos em meios de cultura e que podem estar
relacionadas ao processo de adesdo celular (fibronectina, albumina) in vitro,
através da utilizacido de técnicas como XPS e efc;

- analise da expressao de proteinas da matriz extracelular ao longo dos periodos de
incubacao das culturas (colageno do tipo I, fibronectina, osteocalcina);

- obtencéo de outros parametros de rugosidade, além da rugosidade média (R,);

- analise tridimensional das microtopografias e calculo da area superficial efetiva;

- obtencéao de valores de angulo de contato gerados entre as superficies e oo - MEM
(Meio Essencial Minimo; o-MEM - 10,08g/l, agua destilada e deionizada e NaHCO;
- 2,2g/1), contendo nutrientes para alimentacao das ceélulas e enriquecido com 10%
de soro fetal bovino, 2,5ug/ml de fungizona e 50ug/ml de gentamicina, tal como o
meio de cultura que foi utilizado;

- Obtengao de valores de angulos de contato gerados entre as superficies e fluidos
com tensdes superficiais liquido-vapor bem menores que as da agua destilada ou
glicerol;

- tratamentos quimicos superficiais com outras solugdes acidas / basicas;

- associacao de tratamentos térmicos aos tratamentos quimicos superficiais;

- andlise dos efeitos conjuntos da microtopografia e da adicdo de horménios aos

meios de cultura.
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APENDICE A

METODOLOGIA PARA A
FIXACAO E DESIDRATACAO DAS CELULAS SOBRE OS MATERIAIS PARA A
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As células aderidas sobre os materiais foram fixadas e desidratadas para observagao
ao MEV por um método que preserva sua morfologia tal como adquirida durante os
tempos de incubacao in vitro. As seguintes etapas descrevem o método utilizado:

1 — Remocao do meio de cultura;

2 — Lavagem dos materiais com as células aderidas com PBS (“Phosfate-Buffered
Saline Solution”) a 37°C;

3 — Adicao de glutaraldeido 1,5% em cacodilato de sddio 0,14M; solugdo com pH 7,3 e
a 37°C colocada sobre os materiais durante 10 minutos;

4 — Remogao da solucdo de glutaraldeido e posterior lavagem com agua destilada e
deionizada;

5 — Desidratacdo com a imersdo das amostras numa seqiéncia de &lcoois de
diferentes graduacdes:

a) Alcool 70° por 10 minutos;

b) Alcool 80° por 10 minutos;

c) Alcool 90° por 10 minutos;

d) Repetir alcool 90° por 10 minutos;

e) Colocar amostras em alcool 100°, até o ponto critico em que serdo secas e

cobertas com o revestimento fino de ouro.



