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Matos FG. Avaliacdo de superficies de titanio-15 molibdénio submetidas a
funcionalizacdo com estroncio: andlises in vitro de propriedades fisico-quimicas e
biologicas [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

Tratamentos de superficie, desenvolvimento de novas ligas e funcionalizacdo das
superficies dos implantes com elementos bioativos tém sido objetivos de estudos
recentes na area da Odontologia visando contribuir para o processo de
osseointegracdo. Nesse trabalho, dois estudos investigaram a influéncia na resposta
celular in vitro e de propriedades fisico-quimicas de ligas de Ti-15Mo submetidas a (1)
funcionalizacdo com estréncio pelo método hidrotérmico previamente submetidas ou
ndo ao tratamento quimico por acido (HsPOa4) e base (NaOH) e a (2) dois métodos de
aplicacédo de estréncio método hidrotermal e método magnetron co-sputtering. Testes
de composicado quimica e topografia demonstraram que ambas as técnicas foram
efetivas na aplicacdo de estrébncio. Em (1) o método hidrotermal conciliado a
tratamento prévio com acido e base apresentou resultados de maior quantificacdo de
estroncio com liberacdo mais lenta além de melhores resultados nas analises de
molhabilidade, energia de superficie e resisténcia a corrosdo. Os ensaios bioldgicos
verificaram que em (1) células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 apresentaram
caracteristicas morfolégicas de maior espraiamento e proliferacdo em superficies com
adicao de estroncio. Em (2) células humanas do ligamento periodontal os resultados
demonstraram maior proliferacédo e espraiamento em superficies tratadas pelo método
magnetron co-sputtering. Os estudos demonstraram que a adicdo de estroncio
contribuiu para os eventos celulares e, conciliadas com tratamento quimico prévio a
adicdo de estrébncio, promoveram melhorias nas propriedades fisico-quimicas de
superficies de Ti-15Mo. Além disso, os métodos de aplicacdo e forma quimica do
estroncio revelaram influenciar nas respostas celulares iniciais. Analises sobre a
influéncia dos tratamentos in vivo sd0 necessarias.

Palavras — chave: Titanio. Implantes dentérios. Estroncio.



Matos FG. Evaluation of titanium-15 molybdenum surfaces submitted to strontium
functionalization: in vitro analysis of physical-chemical and biological properties.
[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Surface treatments, development of new alloys and functionalization of implant
surfaces with bioactive elements have been the objectives of recent studies in the field
of Dentistry aimed at contributing to the process of osseointegration. In this
dissertation, two studies investigated the influence on the in vitro cellular response and
physical-chemical properties of Ti-15Mo alloys submitted to (1) strontium
functionalization by the hydrothermal method previously submitted or not to chemical
treatment with acid (HsPO4) and alkali (NaOH) and (2) two methods of strontium
application: hydrothermal method and magnetron co-sputtering method. Tests of
chemical composition and topography demonstrated that both techniques were
effective in the application of strontium. In (1) the hydrothermal method reconciled the
previous treatment with acid and alkali presented results of greater strontium
guantification with slower release and better results in the analysis of wettability,
surface energy and corrosion resistance. The biological tests verified that in (1)
preosteoblastic cells MC3T3-E1 presented morphological characteristics of greater
spreading and proliferation on surfaces with strontium addition. In (2) human
periodontal ligament cells the results showed greater proliferation and spreading on
surfaces treated by the magnetron co-sputtering method. The studies demonstrated
that the addition of strontium contributed to cellular events and, combined with
chemical treatment prior to the addition of strontium, promoted improvements in the
physical-chemical properties of Ti-15Mo surfaces. In addition, the methods of
application and chemical form of strontium were shown to influence initial cell
responses. Analyses on the influence of in vivo treatments are necessary.

Keywords: Titanium. Dental implants. Strontium.
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1 INTRODUCAO

O sucesso da osseointegracado dos implantes dentarios depende de fatores
relacionados com o estado geral de saude do paciente, quanto ao uso de
medicamentos controlados e a presenca de doencas sistémicas!. Da mesma forma,
esse sucesso é dependente das caracteristicas associadas ao material implantado,
tais como tratamentos de superficie e ligas de titanio?.

O uso de ligas metélicas de titanio tem demonstrado propriedades mecanicas
superiores em relagdo ao uso de titdnio comercialmente puro3. Amplamente utilizada
em implantes para substituicdo de elementos dentarios perdidos e em proteses
ortopédicas, a liga Ti-6Al-4V apresenta alta resisténcia a corrosdo e propriedades
mecanicas adequadas*®.

A exposicao de implantes de Ti-6Al-4V em meio fisiolégico, no entanto, gera
preocupacdo quanto a possibilidade de citotoxicidade causada pela dissolucao de
6xidos seguido pela liberagdo de ions aluminio® e vanadio’ para os tecidos peri-
implantares. Além disso, a liga Ti-6Al-4V apresenta alto mddulo de elasticidade
qguando comparada ao titdnio comercialmente puro e com outras ligas®. Assim, o
desenvolvimento de ligas de titAnio compostas por elementos ndo téxicos como o
tantalo (Ta), niébio (Nb), zircbnio (Zr) e molibdénio (Mo), tem como objetivo substituir
0 uso de ligas de Ti-6Al-4V excluindo a possibilidade de contaminacgdo por aqueles
ions metdlicos e apresentando modulo de elasticidade mais compativel ao médulo de
elasticidade 6sseo®!l.

Estudos prévios demonstraram que ligas de titanio-15molibdénio (Ti-15Mo)
apresentam maior estabilidade eletroquimica, baixo modulo de elasticidade, e
resisténcia a corrosdo em meio fisioldgico simulado, em comparacéo a liga de Ti-6Al-
4Vv12. Além disso, a concentracdo de molibdénio em ligas de titanio influencia a
estrutura cristalina do metal®!3. A estrutura cristalina do titanio pode ser classificada
em alfa e beta e sdo importantes nas propriedades mecéanicas das ligas. A fase a esta
relacionada a estrutura estavel em temperatura ambiente. No entanto, quando
submetidas a altas temperaturas transforma-se em fase 4.

Oliveira et al.® e Ho et al.’®> demonstraram que a partir de uma concentracéo de
10% de molibdénio (Ti-10Mo) a presenca da fase alfa de titanio ja ndo se verifica,

sendo observada apenas a fase beta. O alfa-titdnio € muito susceptivel a distor¢ao e
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sobreaquecimento, fato que direcionou as pesquisas recentes ao desenvolvimento de
titanio f.

Assim, além de estabilizar a fase beta, a liga de titdnio com uma concentracao
de 15% de molibdénio (Ti-15Mo) se destaca entre as outras ligas de Ti-Mo devido a
sua excelente resisténcia a corrosdo e sua boa combinacdo de propriedades
mecanicas e resisténcia ao desgaste®.

As caracteristicas da superficie do implante também s&o fatores que afetam as
propriedades dos materiais sendo determinantes para a incorporacdo do 0Sso no
implante!’. Assim, molhabilidade, rugosidade, topografia e sua composicdo sao
propriedades fisico-quimicas da superficie que exercem influéncia sobre os eventos
celulares durante o processo de cicatrizacao®®.

A molhabilidade da superficie é importante no processo de adeséo celulart®1°,
Uma essencial grandeza na avaliacdo da molhabilidade € o angulo de contato. O
angulo de contato é definido como o angulo formado entre a superficie sélida e a
tangente do liquido no ponto de contato dos dois. Esse angulo € dependente da tenséo
superficial do liquido e da energia de superficie do material. Alguns autores relatam
que angulos maiores que 65° caracterizam superficies hidrofébicas?®, enquanto outros
indicam hidrofobicidade acima de 90°?!. De forma geral, os estudos sugerem que
quanto menor o angulo de contato, mais hidrofilica é a superficie tendo maior
molhabilidade e maior energia de superficie favorecendo a adeséo celular??.

Além da molhabilidade, a rugosidade da superficie influencia na adesdo, mas
também no espraiamento celular e adsorcdo de proteinas??. A rugosidade promove
uma topografia de maior area de superficie que podem alterar a orientacdo, o
crescimento, metabolismo e diferenciacéo das células osteoblasticas?!®.

A composicdo quimica da superficie pode estimular a regeneracdo 0ssea,
induzindo repostas especificas da osseointegracdo em células e tecidos®. A
composi¢do quimica também influencia na molhabilidade das superficies e depende
dos tratamentos realizados nas superficies?*.

Assim, tratamentos tais como irradiacdo por raio laser?®, anodizagdo?, ataque
acido e tratamento alcalino?® tém sido realizados nas superficies dos implantes afim
de otimizar as caracteristicas desses materiais para a osseointegracao.

O tratamento &cido nas superficies de titanio é realizado principalmente com

acido cloridrico, sulftrico, fluoridrico ou a mistura entre eles?, e afeta as caracteristicas
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do material como rugosidade, molhabilidade/energia livre de superficie demonstrando
promover maior osteogénese durante a remodelacdo 6ssea?’.

No tratamento alcalino com NaOH, ocorre precipitacdo de hidroxiapatita atraves
da formacdo de uma camada de titanato de sédio, tornando os materiais bioinertes
em bioativos. H& formacgé&o de grupos funcionais bioativos (OH") devido a troca ibnica
Na* da superficie do titanato de sédio com os ions H3O* na solugéo. Os grupos Ti-OH
formados combinam-se com os ions Ca?* do fluido e formam titanato de célcio amorfo
gue se converte em apatita cristalina?®.

Pesquisas tem reportado os efeitos do tratamento &cido/alcalino na expressao
génica osteoblastica e observado que esse tratamento induz um comportamento
osteocondutivo mais pronunciado, cujas superficies mostraram a formacdo de
caracteristicas superficiais micro e nanométricas?6.29:3,

Embora os implantes dentarios tenham geralmente altas taxas de sucesso,
certas condicdes sistémicas do paciente podem levar a condenacao dos implantes.
Em pacientes idosos, além de acelerar a perda 6ssea, o acumulo de adipdcitos da
medula 6ssea pode interferir na estabilizacdo do implante3!. Além disso, os pacientes
diabéticos e osteoporéticos, por exemplo, apresentam dificuldades no processo de
reparacdo 6ssea3?3%,

O desenvolvimento de superficies de implantes com elementos bioativos, como
o estroncio (Sr), tem sido discutido como uma alternativa para contribuir na superacéo
do desafio da osseointegracdo em ossos de ma qualidade. Além disso, a otimizacao
do processo inicial de osseointegracéo permitiria a utilizacdo de protocolos de carga
mais precoces.

O estréncio € caracterizado como um metal alcalino terroso e, devido a sua
semelhanca com o célcio, é possivel incorporar o Sr?* na fase mineral do 0sso®. Com
estudos desde a década de 1950 por McCaslin e Janes®’ no seu uso como tratamento
para pacientes com osteoporose grave sob a forma de ranelato de estroncio, o
estroncio apresenta-se como um elemento fundamental na remodelacdo Ossea,
estimulando a formacg&o e inibindo a reabsorcdo 6ssea. Sua administracdo oral,
entretanto, pode apresentar efeitos adversos de diarréia, cefaléia, nauseas®
tromboembolismo venoso® e hipersensibilidade*°.

Na Odontologia, a funcionalizagdo da superficie de titdnio com estréncio tem
sido uma alternativa de incorporacédo local em revestimentos sobre implantes, a fim

de minimizar os efeitos sistémicos adversos. Além disso, alguns estudos que
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implementaram o estroncio em suas superficies observaram maior estimulo a
diferenciacdo das células mesenquimais para a linhagem osteogénica*!, aumento da
formacéo 6ssea e reducdo da atividade osteoclastica e reabsorcéo 6ssea*?.

O estréncio tem sido incorporado na superficie de titanio por métodos, tais
como anodizacao*3, hidrotérmico* e magnetron co-sputtering*>. O método hidrotermal
€ uma alternativa simples e de baixo custo e provou ser viavel na incorporacdo de
elementos bioativos, tais como estréncio e calcio, em superficies de titanio*6-48,

Estudos in vitro e in vivo em animais saudaveis*>*° observaram uma influéncia
positiva na diferenciacédo celular e uma melhor integracao 6éssea nos implantes sob
tratamento hidrotérmico com estréncio. Lin et al.** analisaram superficies de titanio
com tratamento hidrotermal com estréncio em coelhos osteoporéticos e encontrou
efeitos positivos no processo de osseointegracao precoce.

Zhou C et al, 2019°! verificou, in vitro, uma acdo antiadipogénica das superficies
de titdnio com adic&o de estroncio, pelo processo hidrotermal, suprimindo a producao
de goticulas lipidicas e a expressado de adipocinas. Os resultados in vivo foram de
acordo com os resultados in vitro, demonstrando que as superficies de estroncio
melhoraram significativamente a osseointegracdo e inibiram a formacgéao de tecido
adiposo na tibia de ratos idosos.

O método de magnetron co-sputtering € a técnica de deposicao fisica a vapor
(Physical Vapour Deposition - PVD) mais amplamente utilizada. A deposicéo fisica a
vapor compreende um grupo de técnicas de revestimento a vacuo que sao utilizadas
para depositar uma pelicula fina de substancias que melhoram as propriedades e o
desempenho dos materiais apresentando vasta aplicacao industrial, dentre elas, em
materiais da esfera da saude. O processo de sputtering refere-se a remoc¢édo de
material atomizado de um soélido por bombardeamento energético de suas camadas
superficiais por ions ou particulas neutras®?.

Diversos autores tém utilizado o método de magnetron co-sputtering para
aplicacéo de estroncio em superficies de titanio®3°°. Andersen et al.%® prepararam 4
grupos de superficies funcionalizadas com estroncio pelo processo de magnetron co-
sputtering com revestimentos de diferentes espessuras. A andlise da liberacdo
controlada de estroncio e a caracterizacao fisico-quimica das superficies revelaram
uma superficie nanotopografica colunar, considerada essencial para a liberagédo
controlada de Sr, ja que esta estrutura produz uma area superficial altamente efetiva.

Além disso, foi observado um aumento na liberacdo de Sr com o aumento da
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espessura do revestimento o que também aponta para uma relacao entre morfologia
e liberacdo de Sr, pois mostra que a liberagcdo ndo estd ocorrendo apenas nos
primeiros handmetros da superficie do revestimento.

Testes biologicos in vitro revelaram que a aplicacao de estréncio em implantes
pelo método magnetron co-sputtering induz a proliferacéo celular e viabilidade sem
mostrar citotoxicidade das superficies testadas®®. Em testes in vivo, indicaram um
aumento significativo da formacgéo 6ssea periimplantar, sendo que 0s niveis séricos
sanguineos avaliados por espectrometria de absorcao atémica (Atomic absorption
spectrometry - Aas) ndo indicaram efeitos sistémicos do estroncio®*.

Considerando o exposto, visando estimular a osseointegracdo em pacientes
com o0ssos de ma qualidade, novos estudos que conciliem materiais de excelentes
propriedades mecanicas e biocompativeis, como implantes de ligas de Ti-15Mo, com
tratamentos de superficies promissores a osseointegracdo, como a adicdo de

estréncio, sdo necessarios e relevantes para a Implantodontia.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As evidenciagdes sobre a influéncia das caracteristicas macro e microscopicas
dos implantes no processo de osseointegracdo tem impulsionado cada vez mais
pesquisas que buscam aperfeicoar as propriedades dos implantes no intuito de
otimizar o tempo de reparacao principalmente em pacientes que possuem alteragbes
no processo de cicatrizagao e reparo.

O desenvolvimento de materiais com boas propriedades fisico-quimicas e
biocompativeis séo caracteristicas almejadas para que haja o sucesso a curto e longo
prazo dos implantes. O estudo de aperfeicoamento da composi¢cao do titanio em
implantes tem demonstrado que as ligas de Ti-15Mo apresentam qualidades fisico-
guimicas comparaveis a das tradicionais ligas de Ti-6Al-4V, com superior
biocompatibilidade.

Métodos para modificacbes das superficies dos implantes também tém sido
desenvolvidos para alcancar os objetivos almejados. Tratamentos com &cido e base
sao relatados por influenciar positivamente as propriedades fisico-quimicas como
rugosidade, molhabilidade e energia de superficie impactando diretamente na
melhoria dos eventos celulares. Da mesma forma, a funcionalizacdo das superficies
de titdnio com elementos bioativos como o estrOncio tem proposto aproveitar as
propriedades moleculares desse elemento de favorecer a formacdo éssea e de
prevenir a perda éssea. A conciliacdo de boas técnicas permite reunir as qualidades
de cada método desenvolvendo uma superficie promissora a osseointegracao.

No presente trabalho, ligas de ti-15Mo foram submetidas a diferentes
tratamentos de superficies e analisadas quanto a sua influéncia nas propriedades
fisico-quimicas e biolégicas por meio de avaliacfes in vitro. Diante dos resultados
apresentados, superficies com adicdo de estrdbncio mostraram contribuir para os
eventos celulares, como adeséo, proliferacao, espraiamento e formacéao de nédulo de
mineralizacdo. Além disso, a conciliacdo de tratamentos prévios a adi¢cao de estroncio
com uso de acido e base e o uso de liga de titanio em 15% em molibdénio promoveram
melhorias nas propriedades fisico-quimicas dessas superficies, como melhora na
energia de superficie e resisténcia a corrosao.

Estudos futuros sugerem observar as vantagens dessas modificacdes em

modelos in vivo para estabelecer e provar a eficacia na osseointegragao.
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