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RESUMO

Dentre os biomateriais metalicos, largamente empregados pela inddstria biomédica, o
titanio (Ti) e suas ligas, principalmente o sistema Ti-6Al-4V (responsavel por 45% da
producdo total de titanio como biomaterial) representam a principal escolha para a confecgédo
de implantes ortopédicos e dentarios. No entanto, processos de degradacdo (corrosdo,
desgaste e tribocorrosdo) atuantes sobre estas ligas podem ocasionar a liberacao de particulas
e ions metalicos (comumente referidos produtos de desgaste ou debris), o que pode
representar uma situacao perigosa in vivo.

Neste contexto, as propriedades fisico-quimicas dos produtos de desgaste irdo
influenciar fortemente o tipo e intensidade das respostas de um organismo vivo apds sua
exposicdo aos mesmos. De forma geral, a interacdo de tais produtos com as células dos
tecidos adjacentes ao implante e do sistema imune pode desencadear processos de sinalizacao,
nomeadamente em termos da producdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, conduzindo
a ostedlise (reabsorcdo Ossea) e consequente falha do implante.

Ademais, muitas preocupacfes tém sido levantadas com relacdo a liberacdo de
particulas e ions compostos pelos elementos aluminio e vanadio. Alternativamente, novas
ligas de titanio isentas da adicdo destes elementos tém sido propostas nos ultimos anos, dentre
as quais podemos citar, por exemplo, a liga Ti-15Zr-15Mo.

Neste trabalho, foram avaliados (in vitro), a partir de um modelo de células de
camundongo, os possiveis efeitos relacionados a exposicdo de ions vanadio as células dos
tecidos 0sseo e conjuntivo (fibroblastos e osteoblastos). Ademais, a especiacdo idnica para
determinacdo dos ions vanadio predominantemente relacionados aos resultados obtidos
também foi realizada. Complementarmente, a avaliagdo do comportamento com relacdo a
tribocorrosdo para duas ligas de titanio (Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo), a produgdo e
caracterizacdo de particulas de desgaste a partir destas ligas e avaliacdo dos efeitos
relacionados a exposicao de tais particulas as células do tecido 6sseo (osteoblastos) humano,
nomeadamente em termos de viabilidade celular e producéo de citocinas pro-inflamatorias,

também foram propostas.



De acordo com os resultados obtidos, foi possivel verificar que as espécies idnicas de
vanadio predominantemente dissolvidas nos meios de cultura utilizados para os experimentos
in vitro com os osteoblastos e fibroblastos de camundongo foram essencialmente vanadatos,
nomeadamente H,VO, e HVO,>. Verificou-se também que a interacdo destas espécies
ibnicas com as células das linhagens celulares testadas, principalmente fibroblastos, pode
causar uma diminui¢do significativa em viabilidade para concentragcBes proximas aquela
possivel ser encontrada in vivo em pacientes que apresentam mau funcionamento de seu
dispositivo médico baseado na liga Ti-6Al-4V.

Para as particulas de desgaste geradas a partir de ensaios de tribocorrosao sobre as
ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo foram verificadas caracteristicas semelhantes com relacéo a
morfologia e a capacidade de preservar a composi¢ao e estrutura cristalina do material a partir
do qual sdo geradas. No entanto, diferencas significativas em termos de tamanho foram
observadas. Por fim, verificou-se também que a interacdo das particulas de desgaste obtidas
(ambas as composic¢bes) com células do tecido dsseo humano, in vitro, pode provocar a
diminuicdo da viabilidade ou (possivelmente) alteracdes no metabolismo celular, além de
conduzir a um aumento na producdo das citocinas pré-inflamatorias interleucina-6 e

prostaglandina E2.

Palavras-chave: Ti-6Al-4V, produtos de desgaste, vanadio, efeitos bioldgicos.
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ABSTRACT

Among the metallic biomaterials, widely used in the biomedical industry, titanium
(Ti) and its alloys, mainly the Ti-6Al-4V system (responsible for 45% of the total titanium
production as biomaterial) represent the main choice for orthopedic and dental implants’
manufacturing. However, degradation processes (corrosion, wear and tribocorrosion) acting
on these alloys may lead the release of metallic particles and/or ions (also referred as wear
products or debris), and this may represent a dangerous situation in vivo.

In this context, the wear products’ physical-chemical properties will strongly
influence the type and intensity of the living organism responses after their exposure to them.
In general, these products’ interaction with the implants’ surrounding tissues and immune
system cells may trigger signaling processes, particularly in terms of the proinflammatory
cytokines production and release, leading to osteolysis (bone resorption) and consequent
implant loosening.

Additionally, many concerns have been raised regarding the release of particles and
ions composed by aluminum and vanadium. Alternatively, new vanadium and aluminum-free
titanium alloys have been proposed in recent years, among which it is possible to mention, for
example, the Ti-15Zr-15Mo alloy.

In this work, the possible effects related to the vanadium ions exposure to bone and
connective tissue cells (fibroblasts and osteoblasts) were evaluated (in vitro), from a mouse
cells’ model. Also, ionic speciation analyzes were also performed in order to determine the
vanadium ions related to the obtained results. Complementarily, the tribocorrosion behavior
evaluation of two titanium alloys (Ti-6Al-4V and Ti-15Zr-15Mo), the production and
characterization of wear particles generated from these alloys and the evaluation of the
possible effects related to these particles exposure to human osteoblasts (particularly in terms
of cell viability and proinflammatory cytokines production) were also proposed.

According to the obtained results, it was possible to verify that the vanadium ionic
species predominantly dissolved in the culture media used for the in vitro experiments with
mouse osteoblasts and fibroblasts were essentially vanadates, namely H,VO, and HVO4?. It

has also been found that the interaction of such ionic species with the tested cells lines, mainly



fibroblasts, may lead to a significant decrease in cell viability at concentrations close to that
possible to be found in vivo for patients who present malfunctioning of their medical device
based on Ti-6Al-4V alloy.

Regarding the wear particles generated from tribocorrosion assays on Ti-6Al-4V and
Ti-15Zr-15Mo alloys, similar characteristics were verified, mainly in morphology and the
ability to preserve the chemical composition and crystal structure of the material from which
are generated. However, significant differences in size were observed. Finally, it has also been
found that the interaction of the obtained wear particles (both compositions) with human bone
tissue cells, in vitro, may be related to decreased viability or (possibly) changes in cellular
metabolism, in addition to leading to an increased production of the interleukin-6 and

prostaglandin E2 proinflammatory cytokines.

Keywords: Ti-6Al-4V, wear products, vanadium, biological effects.
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1 INTRODUCAO

Um biomaterial, em sua definicdo mais aceita, € qualquer substancia (ou combinacao
de substancias) utilizada por determinado periodo de tempo como um todo ou parte de um
sistema vivo para o tratamento ou substituicdo de qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo deste
organismo sem causar efeitos prejudiciais enquanto em contato intimo com o mesmo
(HOLLINGER, 2012).

Tendo em vista que nenhum material exdgeno é completamente inerte em um
sistema vivo durante um periodo razoavel de tempo, deve-se ter em mente que a selecdo dos
elementos constituintes dos biomateriais deve, preferencialmente, considerar elementos que
ocorrem naturalmente no corpo humano, ou que apresentem baixa toxicidade nas quantidades
passiveis de liberacdo in vivo (CHEN; THOUAS, 2015).

Outro aspecto importante a ser levado em consideracao na selegéo e aplicagdo de um
biomaterial € a funcdo a ser desempenhada pelo mesmo no organismo vivo em que estara
inserido. Neste sentido, caracteristicas semelhantes aquelas que ocorrem naturalmente no
organismo e uma escolha adequada para a composi¢do do mesmo, ndo sao somente desejadas
como representam papéis cruciais (BREME; BIEHL, 2016).

O corpo humano é predominantemente composto em massa pelos elementos carbono
(C), oxigénio (O), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) (96%), elementos constituintes da agua,
das proteinas e da maior parte dos componentes celulares. Os 4% restantes correspondem a
componentes 0sseos (essencialmente calcio (Ca), magnésio (Mg) e fésforo(P)), fluidos
extracelulares, sangue e outros micronutrientes (WHITNEY; ROLFES, 2012). Assim,
utilizando a terminologia da ciéncia dos materiais, pode-se dizer que o corpo humano é
predominantemente composto por agua, materiais poliméricos, ceramicos e hibridos.

Metais sdo encontrados no corpo humano apenas como micronutrientes, ou seja,
elementos necessarios em quantidades extremamente pequenas. Apesar disso, materiais
metalicos sdo, ha muito tempo, largamente utilizados como elementos estruturais em cirurgias
para substituicdo ou regeneracdo Ossea, principalmente porque, no geral, apresentam
propriedades mecénicas adequadas para tal funcdo (CHEN; THOUAS, 2015).

Dentre 0s materiais metalicos mais comumente utilizados como elementos estruturais
em casos de reparacdo e substituicdo Ossea encontram-se o titanio e suas ligas, as ligas

baseadas em cobalto-cromo (Co-Cr) e o aco inoxidavel, uma liga constituida por ferro (Fe)
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com alta concentracdo de cromo e quantidades variaveis de niquel (Ni) (HALLAB et al.,
2001; GEETHA et al., 2009; GRANDJEAN et al., 2012; GEPREEL; NIINOMI, 2013).

Em comparacdo aos demais biomateriais metalicos, o titanio e suas ligas séo
comumente relatados como mais vantajosos para aplicacdes biomédicas porque apresentam
propriedades mecanicas razoavelmente compativeis com a fungdo, bem como resisténcia a
corroséo e desgaste e biocompatibilidade superiores (VIRTANEN et al., 2008; CORDEIRO;
BARAO, 2017).

Considerando a ampla gama de ligas de titanio disponiveis, 0s sistemas mais
comumente aplicados na confeccdo de implantes biomédicos sdo o titdnio comercialmente
puro (Ti-cp), correspondente a 30% da producéo total de titanio como biomaterial e a liga Ti-
6Al-4V, uma liga composta por 90% de titanio, 6% de aluminio e 4% de vanadio (% em
peso), que corresponde a 45% do total desta producéo (BARAO et al., 2012; BABILAS et al.,
2013; CALIN et al., 2013). Neste contexto, tanto o titdnio puro quanto as ligas Ti-6Al-4V sdo
largamente utilizadas como implantes dentarios, implantes para a reposi¢do da articulacdo de
quadril, joelho, ombro, cotovelo e punho, dispositivos para fixacdo 6ssea (parafusos), dentre
outras (DONATO et al., 2009; MARTINS JUNIOR et al., 2011; CHEN; THOUAS, 2014).

Quando implantados, ndo somente os materiais baseados em titdnio como os demais
biomateriais metalicos, comegam a sofrer processos de degradacgdo. Isto porque, dependendo
da regido implantada, o interior de um organismo vivo pode representar um ambiente quimica
e mecanicamente agressivo, em que diferentes niveis de pH e esforcos mecéanicos ciclicos,
gue conduzem a corrosdo e desgaste mecanico, podem estar presentes e influenciar ou até
mesmo alterar o comportamento e desempenho do biomaterial, comprometendo ndo somente
a integridade do implante, como também a dos tecidos circundantes (LIBER; DOIG; WHITE-
SOBEY, 2011; CHEN; THOUAS, 2015).

De uma forma geral, as caracteristicas que conferem superioridade as ligas de titanio
para aplicagdes biomedicas com relagdo aos demais biomateriais metalicos disponiveis no
mercado (maior resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade), estdo diretamente relacionadas
as propriedades de sua camada de passivagdo, ou seja, um filme fino formado
espontaneamente sobre sua superficie (SHUKLA; BALASUBRAMANIAM; BHARGAVA,
2005; ANANTH et al., 2015; WANG et al., 2016; CORDEIRO; BARAO, 2017; SUNDELL
etal., 2017).

Além de influenciar o comportamento com rela¢do aos processos de degradacado, a

composigdo Oxida na superficie dos implantes baseados em titdnio também contribui para sua
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superioridade com relacdo a biocompatibilidade, uma vez que a adesdo de células do tecido
0sseo pode ser influenciada pelas interagbes entre os grupos funcionais das proteinas da
matriz extracelular e o ordenamento atbmico da camada superficial presente (BUCHLOH et
al., 2003; FAGHIHI et al., 2009; TSOU et al., 2012; VERKET et al., 2012; CHEN et al.,
2013).

Ainda com relacdo aos biomateriais baseados em titdnio e com base na maior parte
dos dados reportados na literatura cientifica até os ultimos anos, é possivel dizer que estes
implantes, em geral, ndo sdo rejeitados pelo corpo e, normalmente, fazem interacdes
adequadas com o tecido hospedeiro, conduzindo a uma aceitavel integracdo Ossea
(osseointegracdo), quando comparados as demais ligas disponiveis e utilizadas como
biomateriais (WANG et al., 2003). Alem disso, particulas e ions de titanio sdo, geralmente,
considerados de menor toxicidade quando comparadas a outros materiais metalicos utilizados
como elementos de liga em proéteses, como por exemplo, o cobalto (Co) e o cromo (Cr)
(KWON et al., 2009).

Apesar de possuir uma posicao razoavelmente consolidada como segura com relacdo a
aplicacdo em implantes biomédicos, alguns estudos mais recentes apontam para a
possibilidade de alguns efeitos prejudiciais relacionados a liberacdo de ions, particulas e
compostos de titanio a partir de implantes metalicos (GALLO et al., 2008; KONTTINEN;
PAJARINEN, 2013; VASCONCELOQOS et al., 2016).

fons de titanio, por exemplo, sdo relatados como propensos a ligacdo com moléculas de
sistemas vivos ricas em fosforo (P), como por exemplo, DNA, RNA e fosfolipidios,
induzindo ao dano das mesmas (CHAN et al., 2009; CADOSCH et al., 2010). Além disso,
recentemente, Ribeiro e colaboradores (RIBEIRO et al., 2016) demonstraram que
nanoparticulas de TiO,, passiveis de liberacdo a partir de superficies de implantes baseados
em titanio, sdo susceptiveis a internalizacdo por células humanas do tecido 6sseo e estdo
relacionadas a processos que conduzem a apoptose (morte celular).

Tendo em vista 0s possiveis efeitos nocivos relacionados a liberacdo de particulas e
ions, ndo somente de titdnio, mas também dos demais elementos presentes na composicdo de
suas ligas em o organismo vivo, torna-se mandatorio uma avaliacgdo profunda do
comportamento destes biomateriais com relacdo aos possiveis processos de degradacdo in
vivo (MATHEW et al., 2009; VILLANUEVA et al., 2017).

Os fluidos corporais podem apresentar diferentes valores de pH, dependendo da

regido implantada ou em situac@es de inflamacéo, o que pode expor o biomaterial metalico a
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processos de corrosdo resultando no afrouxamento do implante e comprometimento dos
tecidos circundantes a partir da liberacdo dos ions e particulas metélicas (debris). Deste modo,
0 processo de integracdo Ossea (osseointegracdo) do implante metalico também acaba
comprometido (LIBER; DOIG; WHITE-SOBEY, 2011). Além disso, biomateriais metalicos
também podem ser submetidos a estimulos mecénicos, tais como carga, esforgos ciclicos ou
de friccdo, como no caso dos implantes metalicos utilizados em substituicbes totais das
articulacbes do joelho e/ou quadril, o que pode resultar no desgaste mecanico de sua
superficie e também conduzir a liberacdo de debris (CHEN; THOUAS, 2015).

Quando consideramos as condi¢fes combinadas de corrosdo e desgaste de superficie
promovido por carga/esforco mecénico e o efeito simultaneo e sinergistico entre estes dois
processos, nos referimos a um terceiro fendmeno denominado como tribocorrosao
(PONTHIAUX et al., 2004; MISCHLER, 2008; PONTHIAUX; WENGER; CELIS, 2012;
VILLANUEVA et al., 2017). O fendnemo de tribocorrosdao em aplicacbes biomédicas é
frequentemente denominado como bio-tribocorroséo e envolve a influéncia complexa das
condicdes bioldgicas, tais como as interacdes protedmicas, bacterianas e celulares com a
superficie, junto aos aspectos mecanicos e corrosivos (MATHEW et al., 2009; CRUZ et al.,
2011; ROCHA et al., 2013; ZHOU et al., 2013).

Bem como ocorre para os processos de corrosdo e desgaste individualmente, a bio-
tribocorrosdo também pode conduzir a liberacdo de debris e a presenca dos mesmos na regido
ao redor do implante pode influenciar os efeitos deste Ultimo processo, uma vez que estes
debris podem atuar como pequenos abrasivos, atenuando o desgaste superficial do biomaterial
(MATHEW et al., 2009; ROCHA et al., 2013).

A liberacdo indesejada de produtos de desgaste também pode causar um
desequilibrio no corpo humano, nomeadamente em termos de homeostase (equilibrio
necessario para que os componetes de um sistema vivo desempenhem suas funcgdes
adequadamente), afetando o funcionamento dos tecidos e células ao redor do implante
(GALLO; SLOUF; GOODMAN, 2010; POURZAL et al., 2011; ZHAO; CASTRANOVA,
2011; BILLI et al., 2012; KONTTINEN; PAJARINEN, 2013; LI et al., 2014a; RIBEIRO et
al., 2016). Ademais, sob as condi¢Oes severas da corrosdo e bio-tribocorroséo, a camada
superficial de passivacdo do biomaterial pode ser danificada, ou até mesmo destruida,
expondo a superficie metalica bruta a processos de degradacdo mais ativos, 0 que pode
representar uma situacdo perigosa in vivo (CRUZ et al.,, 2011; ROCHA et al., 2013;
CVIJOVIC-ALAGIC et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2016).
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Biomateriais metalicos aplicados como dispositivos ortopédicos para substituicdo e
reparo de articulagdes, principalmente aqueles baseados em superficies de deslizamento do
tipo metal-metal (MoM, do inglés Metal-on-Metal) sdo potencialmente mais susceptiveis aos
processos de degradacdo superficial mencionados. Tais dispositivos levantam as maiores
preocupacOes relacionadas ao risco potencial de reacdes biologicas adversas induzidas pela
excessiva geragdo de particulas de desgaste e ions metélicos, no entanto, pelo mesmo motivo,
representam um modelo interessante para aprimorar 0 conhecimento atual sobre o assunto
(KONTTINEN; PAJARINEN, 2013).

Tendo em vista a iminente liberacdo in vivo de produtos de degaste, e ndo somente a
possibilidade de atenuacdo dos processos de degradacdo atuantes sobre a superficie dos
biomateriais, mas também a interacdo dos mesmos com os tecidos circundantes ao implante e
o0s riscos relacionados a saude do paciente implantado, a avaliacdo dos efeitos bioldgicos
resultantes deste processo, torna-se imprescindivel. Neste sentido, as propriedades fisico-
quimicas dos produtos de desgaste representam um fator extremamente importante (NEALE
et al., 2000; HALLAB; JACOBS, 2009; GOMES et al., 2011; BITOUNIS et al., 2016;
VASCONCELOS et al., 2016) e, naturalmente, tais caracteristicas estdo intimamente ligadas
as caracteristicas e propriedades dos biomateriais metalicos que sofrem degradacao (GALLO;
SLOUF; GOODMAN, 2010).

Pesquisas tém demonstrado que diferentes propriedades fisico-quimicas para 0s
produtos de desgaste resultam em diferentes interacdes com as células. Diferentes
morfologias, cristalinidade e concentracdo de exposicdo de particulas aos sistemas bioldgicos,
por exemplo, podem afetar significantemente sua toxicidade (LI et al., 2014a), de modo que
crescentes preocupagdes foram expressas sobre os seus potenciais efeitos adversos a saude
humana (ZHAO; CASTRANOVA, 2011).

Para os ions metalicos, caracteristicas como tamanho e carga influenciam a forma
com que estes agentes quimicos interagem com diferentes alvos intracelulares, como por
exemplo, o DNA, produzindo efeitos toxicos de uma maneira diferente aqueles produzidos
pelas particulas (HOREV-AZARIA et al., 2011).

Para particulas, aspectos como quantidade, tamanho e composicdo quimica dos vao
desempenhar um papel crucial sobre seu efeito sobre as células e tecidos com o qual podem
interagir, bem como as reacGes adversas e ativacdo de mecanismos de defesa por parte de um
organismo vivo com relacdo aos mesmos (NEL, 2007; ZHAO; CASTRANOVA, 2011,
SHARIFI et al., 2012).
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Com relacdo a quantidade, por exemplo, a presenca de um grande nimero de
particulas de desgaste ao redor de um implante pode levar a ativacao excessiva de macréfagos
(células do sistema imune), o0 que pode induzir a uma resposta imune congénita, da qual uma
das possibilidades resultantes € a falha do implante através de uma patologia referida como
“doenca da particula” (LANDGRAEBER et al., 2014). Em relagdo ao tamanho, por outro
lado, particulas de desgaste sub-micrométricas podem ser internalizadas por células dos
tecidos em contato direto com o implante, alterando seu metabolismo normal (RIBEIRO et
al., 2016), enquanto aquelas com diametro de alguns poucos micrémetros serdo fagocitadas
por macréfagos e particulas maiores podem induzir uma resposta alérgica ao corpo estranho
(VASCONCELOS et al., 2016).

Além da quantidade e tamanho, a composicdo das particulas de desgaste é, sem
duvida, a propriedade mais dependente das caracteristicas do biomaterial metélico a partir do
qual as mesmas s&o originadas. Assim, diferentemente do titanio comercialmente puro (Ti-
cp), produtos de desgaste gerados a partir da liga Ti-6Al-4V poderdo apresentar, além de
titanio, os elementos aluminio (Al) e vanadio (V) em sua composicdo. (CHEN; THOUAS,
2014; CORDEIRO; BARAO, 2017). Da mesma forma, diferentes ligas compostas
predominantemente por titanio com a adigdo de elementos como o niébio (Nb), zirconio (Zr),
ferro (Fe), molibdénio (Mo), dentre as quais é possivel citar, por exemplo, a liga Ti-15Zr-
15Mo, poderdo originar produtos de desgaste com variadas composi¢cdes contendo tais
elementos (MELLO, 2000; GEETHA et al., 2009; BABILAS et al., 2013; CHEN; THOUAS,
2015; CORREA, 2015; XAVIER, 2016).

Considerando a influéncia que a composicéo do biomaterial metélico apresenta sobre
a composicdo das particulas de desgaste geradas a partir de sua degradacdo, fica evidente
também a necessidade de avaliar a citotoxicidade e possiveis efeitos bioldgicos associados a
exposicdo de um organismo vivo aos elementos constituintes das ligas que podem ser
aplicadas na confecgdo dos implantes (titanio, aluminio, vanadio, zircénio, molibdénio, entre
outros), bem como dos compostos baseados nestes elementos.

O aluminio (Al) possui uma pequena funcdo conhecida no corpo humano, porém em
altas doses pode apresentar toxicidade aguda, além de ser reportado como um elemento ligado
a disturbios neuroldgicos, fator atenuante em doencas do figado, cancer de mama e doenca de
Alzheimer (DARBRE, 2006; FERREIRA et al., 2008; VERSTRAETEN; AIMO; OTEIZA,
2008). O elemento vanadio (V), por sua vez, ndo € um elemento naturalmente presente no

organismo, e sua interagdo com sistemas biologicos é tema de grande controvérsia na
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literatura cientifica, na qual podemos encontrar trabalhos e discussdes que defendem desde
sua essencialidade a sua toxicidade. De acordo com tais trabalhos, compostos de vanadio
podem estar associados a manutencdo de funcdes normais do corpo, mas também a varias
implicacdes em doencas humanas (MUKHERJEE et al.,, 2004), sendo sua toxicidade
geralmente associada a dose e geracao de seus sub-compostos, tais como os 6xidos (NASAB,;
HASSAN; SAHARI, 2010; GEPREEL; NIINOMI, 2013; GHOSH; SAHA; SAHA, 2015).

Com relacdo a sua aplicacdo na confeccdo de biomateriais metalicos, embora
reconhecidos como elementos susceptiveis a apresentar toxicidade, poucos estudos avaliando
0s riscos potenciais dos elementos aluminio e vanadio (no contexto de sua utilizacdo em
implantes) estdo disponiveis (VASCONCELOS et al., 2016).

O zircdnio (Zr), apesar de ndo possuir funcdo natural conhecida no corpo humano,
apresenta um bom comportamento com relacdo a biocompatibilidade em comparacdo aos
demais metais utilizados como biomateriais. Além disso, é relatado que compostos de
zirconio apresentam baixa toxicidade. No entanto, a exposi¢do em curto prazo ao zirconio e
seus compostos na forma de po6 pode causar irritacdo a pele e aos pulmdes (CHEN; THOUAS,
2015).

O molibdénio (Mo), por outro lado, possui fungdo conhecida no organismo humano e
é essencial para uma série de enzimas importantes no metabolismo celular. A concentracdo
deste elemento no corpo humano é cerca de 70 pg/kg, estando presente, em maiores
guantidades, no figado e nos rins, em menor quantidade, nos 0ssos e também no esmalte dos
dentes. Apesar disso, a inalacdo direta ou ingestdo de molibdénio e seus Oxidos deve ser
evitada, bem como a exposicdo cronica de seres humanos as particulas e 6xido deste metal.
J4, com relacdo a toxicidade sistémica de molibdénio aplicado como elemento de liga em
préteses metalicas, até 0 momento, ndo existem dados (ANKE et al., 2010; LI et al., 2010).

Levando em consideracdo a utilizacdo a longo prazo de um implante metélico baseado
em ligas dos sistemas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo, a liberagdo de produtos de desgaste a partir
da degradacdo in vivo destas ligas por processos de bio-tribocorrosdo, a necessidade da
caracterizagdo fisico quimica e os possiveis efeitos adversos resultantes da exposicdo a estes
produtos de desgaste aos a salde humana, desenvolveu-se a presente pesquisa.

Assim, no Capitulo 2 deste trabalho sdo apresentadas as principais informacdes e
conceitos envolvidos no desenvolvimento do mesmo, particularmente com relagdo as
caracteristicas e propriedades de ligas de titanio utilizadas como biomateriais e as definigdes e

caracteristicas para os processos de degradacdo que podem atuar sobre tais ligas in vivo.
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Também sdo apresentadas as principais consequéncias para os processos de degradacdo,
nomeadamente com relacdo a liberacdo de produtos de desgaste, as caracteristicas mais
relevantes relacionadas aos mesmos e 0s possiveis efeitos resultantes da interacdo de tais
produtos com células e tecidos de um organismo vivo. Sequencialmente, o Capitulo 3
apresenta os objetivos gerais e especificos deste trabalho e o Capitulo 4 descreve os materiais,
ensaios, processos, condi¢des, protocolos e técnicas empregados para tal. Por fim, os

Capitulos 5 e 6 apresentam os resultados obtidos e as conclus@es, respectivamente.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  Biomateriais metalicos e ligas de titanio

A utilizacdo de materiais metalicos como biomateriais, particularmente como
implantes, pode ser remetida ao século XIX, quando a inddstria metalUrgica comecou a se
expandir durante a Revolucdo Industrial. Neste contexto, o desenvolvimento de implantes
metalicos foi impulsionado, principalmente, pelas demandas de reparacdo 0ssea, tipicamente a
fixacéo de fratura interna de ossos longos (PARK; LAKES, 2007).

Para que um material seja aplicado como um biomaterial em casos de substitui¢éo e
regeneracdo Ossea, alguns requisitos sdo fundamentais. Por exemplo, é desejavel que o
biomaterial seja: (i) biofuncional, ou seja, que apresente propriedades mecanicas adequadas,
especialmente resisténcia a fadiga e modulo de elasticidade (Young) tdo proximo ao do 0sso
quanto possivel, (ii) resistente a corrosdo e a bio-tribocorrosao, (iii) biocompativel, ou seja,
gue ndo cause nenhum tipo de efeito nocivo ao corpo e (iv) osseointegravel, ou capaz de se
ligar e promover crescimento e integracdo Osssea. Além disso, processabilidade e
disponibilidade, sdo fatores importantes a se considerar (BREME; BIEHL, 2016).

Neste sentido, biomateriais metalicos tém sido largamente utilizados até os dias de
hoje como implantes ortopédicos e dentarios porque apresentam uma combinagdo
multifuncional de tais propriedades (ALVES et al., 2015). Ademais, quando comparados aos
demais tipos de biomateriais, como ceramicos e poliméricos, os biomateriais metalicos
possuem uma notéavel propriedade: suportar tensfes de tracdo, que no caso das ligas, podem
ser extremamente altas e também de natureza dindmica. Esta € a razdo pela qual as ligas
metalicas, principalmente, as que possuem resisténcia a fadiga de flexdo suficiente, sdo
amplamente utilizadas como materiais estruturais para reconstrucbes Osseas (BREME;
BIEHL, 2016).

Dentre os materiais metalicos mais utilizados como implantes, podemos citar 0 ago
inoxidavel austenitico (uma liga constituida por ferro (Fe) com alta concentracdo de cromo
(Cr) e quantidades variaveis de niquel (Ni)) e as ligas baseadas em cobalto-cromo (Co-Cr),
que foram os primeiros biomateriais metalicos empregados com sucesso na reparacdo 0ssea e
que foram gradativamente sendo substituidas pelo titdnio e suas ligas, por apresentarem
resisténcia a corrosao e biocompatibilidade inferiores (BRAR et al., 2009; GEETHA et al.,
2009; JAIMES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010).
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Tanto a biocompatibilidade como a resisténcia a corrosdo, na maioria dos metais,
esta relacionada a formacéao natural de uma fina camada passiva de 6xido sempre presente em
sua superficie, que pode ser restaurada praticamente de forma imediata (milissegundos) apos
0 dano. Assim, dentre os materiais metalicos aplicados como biomateriais, devido a
propriedades favoraveis desta camada de passivagdo, o titanio, ha vinte cinco anos atras,
tornou-se um dos materiais mais competitivos com relacdo aos biomateriais existentes (LIU;
CHU; DING, 2004; BARRY et al., 2005; BREME; BIEHL, 2016).

O titénio (Ti) é o quarto metal mais abundante crosta terrestre. Apresenta baixa
densidade (4,51 g/cm®), elevado ponto fusdo (1670 °C), médulo de elasticidade (Young) de
115 GPa, resisténcia a tracdo de 740 Mpa e mddulo de cisalhamento igual a 45 GPa (COSTA
E SILVA; MEI, 2010). A temperatura ambiente, o titdnio apresenta uma estrutura cristalina
hexagonal compacta (HC), denominada fase a, no entanto, em temperaturas acima de 885°C
este metal sofre uma transformacéo alotrépica, mudando sua estrutura cristalina para cubica
de corpo centrado (CCC), denominada fase p (CORDEIRO; BARAO, 2017). Ambas as
estruturas cristalinas mencionadas podem ser visualizadas na Figura 1, em que as esferas

representam os atomos de titanio.

6 & 6 HC

Figura 1: Estruturas cristalinas mais comuns para o titanio: a esquerda — cibica de corpo centrado (CCC) ou fase
B, obtida em temperaturas acima de 885°C e a direita — hexagonal compacta (HC) ou fase a, a temperatura
ambiente (CALLISTER, 2007).

Apesar de representar a principal escolha para a confec¢do de implantes dentarios e
ortopéedicos, a utilizagdo do titdnio comercialmente puro (Ti-cp) é limitada quando seu uso
requer propriedades como alta resisténcia a tracdo e a fadiga, isto porque representa um
material relativamente flexivel (GOTTLOW et al., 2012; GRANDIN; BERNER; DARD,
2012; MISHNAEVSKY et al., 2014; QIU et al., 2015; QUIRYNEN et al., 2015). Além disso,
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seu (ainda) elevado modulo de elasticidade (110-115 GPa) e a dificuldade em melhorar suas
propriedades mecanicas sem reducéo na biocompatibilidade também s&o fatores limitantes a
sua utilizacdo (ELIAS et al., 2015).

A possibilidade de processar ligas de Ti a partir da adicdo de elementos
estabilizadores da fase B (como por exemplo, vanadio (V), molibdénio (Mo), nidbio (Nb),
entre outros) em sua estrutura, pode reduzir seu modulo de elasticidade (para valores entre
100-110 GPa para ligas com uma mistura de fases o + P, e valores entre 46-93 GPa para as
ligas puramente do tipo ), 0 que € vantajoso em se tratando de aplicacdes em implantes
biomédicos, uma vez que o modulo de elasticidade para o 0sso cortical apresenta um valor
entre 10-30 GPa (GEETHA et al., 2009; NASAB; HASSAN; SAHARI, 2010; BANERJEE;
WILLIAMS, 2013; CHEN; THOUAS, 2015).

A Tabela 1 apresenta os possiveis elementos intersticiais e substitucionais

estabilizadores tanto para a fase o quanto para a fase 3 para o caso do Ti-cp.

Tabela 1: Elementos intersticiais ou substitucionais estabilizadores da fase a ou B para Ti-cp ou ligas de titanio
(CHEN; THOUAS, 2015).

Funcéo Elemento Intersticial Elemento Substitucional
a-estabilizador O,N,C,B Al, Ga, Ge, terras-raras
B-estabilizador H V. Mo, Nb, Cr, Fe, Si, Ta

(comumente utilizados)

Elementos neutros em

estabilizacdo da fase o ou i Zr, Hf, Sn

A adicao de elementos a-estabilizadores, dentre os quais destaca-se o aluminio (Al)
(LEYENS; PETERS, 2003), ao Ti-cp pode aumentar a temperatura de transicao entre as fases
a e B, além de promover um endurecimento da matriz de titanio. Por outro lado, elementos
estabilizadores podem diminuir a temperatura de transi¢do entre o ¢ [ e atuam como
refinadores dos grédos da liga. Ja os elementos neutros, apesar de ndo apresentar efeitos
significativos sobre a temperatura de transicdo de fases, também podem promover o
endurecimento da matriz (CORDEIRO; BARAO, 2017).

A influéncia sobre a temperatura de transi¢do entre as fases o e B em fungdo da
concentragdo da adigdo de elementos neutros ou o/f estabilizadores pode ser mais bem

visualizada na Figura 2.
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Temperatura

a-estabilizador

Temperatura

B estabilizador

Temperatura

Neutro

Figura 2: Influéncia do tipo e concentracdo de elementos estabilizadores sobre a temperatura de transi¢do de

fases para o titanio (Adaptada de (CORDEIRO; BARAO, 2017)).

Com relagdo a proporcao de elementos intersticiais, 0 Ti-cp pode apresentar quatro
variagOes, do grau 1 ao grau 4 (LEYENS; PETERS, 2003; CHEN; THOUAS, 2015). Na

Tabela 2 sdo apresentados os limites de elementos interstiticiais para as quatro variacdes de

Ti-cp disponiveis no mercado, bem como para os elementos substitucionais em algumas ligas

de titdnio. Ademais, nesta tabela, todos os valores sdo apresentados em porcentagem em peso.

Tabela 2: Porcentagem em peso (%p) de elementos intersticiais em Ti-cp e porcentagem em peso (%p) de

elementos substitucionais em algumas ligas de titanio (Fonte: ASTM — American Society for Testing Materials).

Material Ti N C H Fe o Al \% Mo
Ti-cp grau 1 99,5 0,03 0,08 0015 0,20 0,18 - - -
Ti-cp grau 2 99,3 0,03 0,08 0015 0,30 0,25 - - -
Ti-cp grau 3 99,2 0,05 008 0,015 030 0,35 - - -
Ti-cp grau 4 99,0 0,05 008 0,015 050 0,40 - - -

Ti-6Al-4V 88,5-90,4 005 008 0012 025 013 55-65 35-45 -

Ti-15Mo 83,5-85,5 0,05 010 0,015 0,10 0,20 - - 14-16

Ao contrario do aco inoxidavel e ligas baseadas em cobalto-cromo, em que a adi¢do

dos elementos de liga tem como funcdo aumentar sua resisténcia a corrosao, a funcao primaria

da adicdo de elementos de liga ao titdnio € aprimorar suas propriedades mecéanicas

(principalmente a diminuigdo do seu modulo de elasticidade), uma vez que o titanio por si so,

apresenta uma boa resisténcia a corrosdo (DAVIS, 2003). Neste sentido, a Tabela 3,

apresenta, em resumo, algumas das propriedades mecanicas para o Ti-cp e algumas ligas de
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titanio, suas respectivas estruturas cristalinas e denominagdes na ASTM (do inglés, American
Society for Testing Materials) e a comparacdo de tais propriedades com relagdo as demais

ligas metalicas também utilizadas como biomateriais.

Tabela 3: Algumas das propriedades mecanicas para o titanio e suas ligas em comparagdo as ligas de cobalto e
aco inoxidavel (CHEN; THOUAS, 2015).

S Modulo  Resisténcia Resisténcia
. Estrutura Denominagéo x R ~ Alongamento
Material Cristalina ASTM Young Deformacdo a Tracéo (%)
(GPa) (MPa) (MPa) 0
T"Cplgra“ Tipo o F67 115 170 240 24
T"szgra“ Tipo a F67 115 280 340 20
T"Cpggra“ Tipo o F67 115 380 450 18
T"Cp49ra“ Tipo a F67 115 480 550 15
Ti-6Al-4V  Tipo o+ F136 110 860 930 10-15
Ti-15Mo Tipo B F2066 78 655 800 22
Ago - Depende da 200 200-700  500-1350 10-40
Inoxidavel composicao
Ligas Depende da i i i
Cobalto composicio 240 500-1500  900-1800 10-50

Dentre as ligas de titdnio comercialmente disponiveis, encontra-se o sistema Ti-6Al-
4V, cuja composicdo em porcentagem em peso esta especificada na Tabela 2 e que
corresponde a 45% da producdo de titdnio como biomaterial. A porcentagem restante desta
producdo estéd dividida entre o titanio comercialmente puro (30%) e as demais ligas (25%)
(BABILAS et al., 2013; CALIN et al., 2013; CHEN; THOUAS, 2014).

Em termos de aplica¢fes biomédicas, tanto o titdnio comercialmente puro (Ti-cp),
quanto as ligas Ti-6Al-4V sdo mais comumente utilizadas como parte das préteses aplicadas
em artroplastias (cirurgias para reparacao ou substituicdo de articulagcdes) de quadril, joelho,
ombro, cotovelo e punho, dispositivos para fixacdo 0ssea (parafusos e porcas), dentre outras
(DONATO et al., 2009; MARTINS JUNIOR et al., 2011; CHEN; THOUAS, 2014).

Para uma melhor compreenséo das possiblidades de aplicacdo o titanio e suas ligas
em proteses, a Figura 3 apresenta um esquema representativo para uma protese utilizada em

artroplastias para reposicédo total de quadril (THR, do inglés Total Hip Repleacement). Nesta
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figura também é possivel observar os principais componentes da protese em questdo, bem

como seu posicionamento e acomodacao final no quadril de um paciente.

5 Q Pelvis Pelvis

Componentes

articulares
Ny —
V / Cupula ou
componente

acetabular

@ Revestimento acetabular
Haste ou L
componente femoral Cabega femoral
S da prétese
Fémur ) Femur
Cabeca femoral removida
para acomodar a protese
A B C

Figura 3: Prétese utilizada em artroplastias totais de quadril (A) subdividida em seus quatro componentes
principais; (B) posicionamento da prdtese no quadril de um paciente; (C) acomodacdo final da prétese. Adaptada
de (GRANDJEAN et al., 2012) e (MURR et al., 2012).

Apesar de apresentar desempenho mecanico satisfatério (MISHNAEVSKY et al.,
2014) e de ser largamente empregada na confeccdo de implantes biomédicos (BABILAS et
al., 2013; CALIN et al., 2013; CHEN; THOUAS, 2014), a liga Ti-6Al-4V tem levantado
sérias preocupacOes acerca de sua utilizacdo, principalmente devido aos efeitos adversos
relacionados a liberacdo de ions aluminio (Al) e vanadio (V) (HALLAB et al., 2002; SILVA,
SCHNEIDER; NETO, 2004; SARGEANT; GOSWAMI, 2007; CHEN; THOUAS, 2015;
VASCONCELDOS et al., 2016).

De fato, o aluminio (Al) foi associado a efeitos toxicos significativos, especialmente
quando se considera relatos de sua associa¢cdo com a doenca de Alzheimer e outras patologias
neuroldgicas, doencas do figado fragilidade 0ssea, entre outros (DARBRE, 2006; FERREIRA
etal., 2008; VERSTRAETEN; AIMO; OTEIZA, 2008; NASAB; HASSAN; SAHARI, 2010).

Por outro lado, o papel bioldgico do elemento vanadio ndo foi completamente
elucidado e a literatura cientifica apresenta trabalhos que defendem tanto sua essencialidade
como toxicidade (MUKHERJEE et al., 2004). De uma forma geral, a exposicdo a grandes
quantidades deste elemento pode conduziar a mudancas hematoldgicas (relacionadas ao

sangue) e bioquimicas, lesdes neurocomportamentais, anormalidades no crescimento e
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reproducao e lesdes morfoldgicas e funcionais ao figado, rins, ossos e baco (GHOSH; SAHA;
SAHA, 2015).

Assim, ainda nos dias de hoje, o desenvolvimento de novas ligas de titanio, livres de
aluminio e vanadio, e o0 respectivo aprimoramento de suas propriedades mecanicas, representa
um campo de pesquisa em expansdo (CORDEIRO; BARAO, 2017). Na Tabela 3, a liga Ti-
15Mo, com estrutura cristalina do tipo p obtida a partir da adicdo do elemento molibdénio
(Mo), apresenta, alternativamente, propriedades mecanicas melhoradas com relacdo ao Ti-cp
e a liga Ti-6Al-4V.

O molibdénio (Mo) é um metal de transi¢cdo (grupo 6 da tabela periddica), com
estrutura cristalina cubica de corpo centrado (CCC, B) e a sua utilizacdo como elemento de
liga em solugBes sélidas com o titanio é responsavel por conceder propriedades mecanicas
mais vantajosas (CORREA et al., 2015). A adicdo de molibdénio a liga proporciona, em
geral: reducdo no médulo de elasticidade, resisténcia a flexdo, diminuicdo da temperatura /-
transus (temperatura de transigdo entre a fase o ¢ f3), além de promover a supressdo da fase
(indesejavel nas aplicacdes de ligas de titanio como biomaterial por apresentar efeitos
negativos em suas propriedades mecanicas, como uma diminui¢do na dureza e o0 aumento no
maodulo de elasticidade) (CHEN et al., 2006; GEETHA et al., 2009; BABILAS et al., 2013).

Com relacdo a biocompatibilidade e interacdo com organismos vivos, o molibdénio,
possui funcdo conhecida no organismo. A concentracdo deste elemento no corpo humano é
cerca de 70 pg/kg estando presente, em maiores quantidades, no figado e nos rins, em menor
guantidade, nos 0ssos e também no esmalte dos dentes, protegendo 0 mesmo contra
deterioracdo. No entanto, a inalagdo direta ou ingestdo de molibdénio e seus Oxidos deve ser
evitada, bem como a exposi¢do cronica de seres humanos as particulas e 6xido deste metal,
uma vez que esta pode causar sintomas como fadiga, dores de cabeca e dores nas articulacbes
(LIBER; DOIG; WHITE-SOBEY, 2011).

Apesar disso, com relacdo a toxicidade sitémica de molibdénio aplicado como
elemento de liga em proteses metalicas, até o momento, existem poucos dados (CHEN;
THOUAS, 2015). Li e colaboradores (2010), por exemplo, avaliaram a citotoxicidade de
diversos elementos utilizados em ligas de titdnio com relagdo a osteoblastos (células do tecido
0sseo), e dentre eles, o molibdénio. Os resultados obtidos por estes autores apontam para uma
diminuigéo de aproximadamente 70% na viabilidade celular para os osteoblastos expostos ao
p6 metalico comercial de molibdénio, utilizado como meio condicionante ao meio de cultura

celular numa quantidade de 200 mg/mL, e uma diminui¢do de cerca de 55% na viabilidade
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celular para os osteoblastos expostos ao meio de cultura condicionado a partir de discos
metalicos de molibdénio (bulk), numa razdo de 3,6 cm#mL. Adicionalmente, estes autores
verificaram que o limite de exposicdo (sem diminuicdo significativana viabilidade) a ions
molibdénio para a linhagem celular de osteoblastos utilizada é de 8,5 pg/mL. (LI et al., 2010).

Complentarmente a adicdo de molibdénio as ligas de titdnio como elemento B
estabilizador, a adigdo de outros elementos de liga conhecidos como neutros com relagdo ao
tithnio tém sido propostos nos ultimos anos, com o intuito de aprimorar as propriedades
mecanicas das ligas do sistema Ti-Mo, bem como sua biocompatibilidade, dentre os quais
podemos citar especificamente o zirconio (Zr) (ALMEIDA et al., 2012; CALIN et al., 2013;
VICENTE, 2014; CORREA et al., 2015, 2016; XAVIER et al., 2017).

O zirconio e titdnio possuem caracteristicas fisicas e quimicas muito semelhantes,
uma vez que o zirconio se encontra no mesmo grupo do titanio (grupo 4) na tabela periddica
(NOURI et al., 2007). Ambos os elementos também apresentam semelhancas com relagdo a
estrutura cristalina, o que favorece a formacdo de solucdo soélida para toda gama de
composicdes de ligas baseadas nestes elementos. A adicdo do zirconio também promove o
endurecimento por solugdo sélida com o titanio, aumentando sua resisténcia a corrosdo e uma
ligeira reducdo de seu ponto de fusdo, o que diminui os custos de seu forjamento (COSTA E
SILVA; MEI, 2010).

Com relacdo a biocompatibilidade, o zirconio tem bom comportamento quando
comparado aos demais metais utilizados como elementos de liga em biomateriais. Além disso,
é relatado que compostos de zirconio apresentam baixa toxicidade (GRANDIN; BERNER,;
DARD, 2012; LI et al., 2014b). No entanto, a exposi¢do a curto prazo ao zirconio e seus
compostos, na forma de pd, podem causar irritacdo a pele e aos pulmdées. Também, de acordo
com testes in vivo, a exposicdo continua ao composto tetracloreto de zircénio (ZrCl,) pode
provocar a diminuicdo de hemoglobina (proteina do plasma sanguineo) e de eritrdcitos
(glébulos vermelhos do sangue) (CHEN; THOUAS, 2015).

Para o desenvolvimento desta tese de doutoramento foram utilizados como objetos
de estudo as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo.

2.2 Degradacéo: corrosao, desgaste e tribocorrosao

O processo de corrosdo sobre um metal pode ser definido como a reagéo

eletroquimica do mesmo ao seu ambiente circundante em que ions metalicos sdo liberados
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como produtos desta reacdo, resultando em uma subsequente deterioracdo de suas
propriedades (SHREIR, 2010).
A reacdo eletroquimica de corrosdo pode ser matematicamente definida como

abaixo, em que Me representa um metal, z € um namero inteiro e e representa os elétrons.

Me — Me** + ze (Equacdo 1)

Assim a corrosdo de um metal Me conduz a liberacdo de um numero z de elétrons
(e), fazendo com que o metal Me, fique com carga positiva de médulo igual ao nimero z de
elétrons liberados (WOLYNEC, 2003).

Por outro lado, desgaste pode ser definido como a perda progressiva de substancia a
partir da superficie de um corpo, que ocorre como resultado de movimento relativo sobre esta
superficie. Diferentes tipos de mecanismos de desgaste podem existir, como por exemplo: (i)
desgaste por abrasdo, relacionado ao deslocamento de um material relativamente macio sobre
a superficie de uma contraface mais dura ou rigida, (ii) desgaste adesivo, referente a um
processo em que certa quantidade de material é transferida de uma superficie para outra
durante movimento relativo, (iii) desgaste de fadiga, que ocorre em condicdes de estresse de
contato repetitivo, e € frequentemente relacionado a formacéo de fissuras de superficie e, em
seguida, liberacdo de particulas de desgaste, (iv) desgaste por erosao, principalmente descrito
pelo dano superficial em sistemas de fluxo liquido-sélido ou gas-sélido, e por fim (v) desgaste
corrosivo, que pode ser considerado como a perda de substancia superficial por acdo quimica
ou eletroquimica (ZHOU et al., 2013).

O comportamento de um material com relacdo as condi¢gdes combinadas de corroséo
e desgaste de superficie promovido por carga/esforco mecanico, diz respeito a um fenédmeno
denominado tribocorrosao, que possui como caracteristica principal, a sinergia entre ambos 0s
mecanismos. Em termos mais simplificados, a sinergia dos efeitos de tribocorroséo podem ser
descritos pela relacdo da Equacdo 2 (CELIS; PONTHIAUX; WENGER, 2006; OLIVEIRA,
2015):

Ou seja, degradacdo superficial de um material submetido a condicOes de

tribocorrosdo pode ser representada soma das contribui¢cbes da corrosdo (na auséncia de
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desgaste, W;) e desgaste (na auséncia de corrosédo, Wp) separadamente, mais uma parcela de
sinergia ao efeito combinado de ambos os processos (Ws), uma vez que a presenca de um
ambiente corrosivo pode ampliar os mecanismos de desgaste, bem como o0s processos de
desgaste podem influenciar a taxa de corrosdo de um material, dada a remoc¢do da camada de
passivacao sobre a superficie provocada pelos mesmos (CRUZ et al., 2011).

Ademais, fatores como a formacéo de produtos de desgaste (debris), o acoplamento
galvanico estabelecido entre areas desgastadas e ndo desgastadas, o possivel acimulo de
espeécies dissolvidas no fluido ao redor da zona de contato, dentre outros, também podem
contribuir com os mecanismos de sinergia (PONTHIAUX; WENGER; CELIS, 2012).

O fenbnemo de tribocorrosdo em aplicacbes biomédicas é frequentemente
denominado como bio-tribocorrosdo e envolve a influéncia complexa das condicOes
bioldgicas, tais como as interacdes de proteinas, bactérias e células com a superficie, junto aos
aspectos mecanicos e corrosivos. Em implantes biomédicos, estes processos também podem
conduzir a liberacdo de particulas de desgaste (debris), cuja presenca na regido ao redor dos
mesmos pode alterar os mecanismos de desgaste subsequente, uma vez que estas pequenas
particulas passam a atuar como pequenos abrasivos adicionais, promovendo uma maior
degradacdo superficial do biomaterial (ROCHA et al., 2013).

Dentre os fatores que podem influenciar os processos de tribocorrosdo e bio-
tribocorrosdo, as propriedades do material submetido a tais processos sdo de extrema
importancia. A dureza do material em questdo, por exemplo, pode influenciar fortemente as
caracteristicas de deterioracdo da superficie, enquanto a topografia superficial pode
influenciar a distribuicdo das cargas aplicadas ao longo da superficie, conduzindo a maiores
pressdes de contato em regides mais rugosas (MARTIN et al., 2010; ROCHA et al., 2013).

Outros fatores que podem apresentar influéncias sobre o0s processos de tribocorrosdo
e bio-tribocorrosdo, dentre os quais, como fatores mecanicos, € possivel citar: a carga
aplicada, a geometria de contato entre as duas superficies em contato, a velocidade e o tipo de
movimento relativo. Ademais, o tipo de ambiente ou solucdo ao que se expde o material,
também pode influenciar os parametros eletroquimicos envolvidos, determinando as
propriedades corrosivas do sistema em que ocorrem tais processos (MATHEW et al., 2009).

Particularmente com relacdo aos implantes metalicos de titanio, as propriedades da
camada de passivacdo formada sobre as superficies dos mesmos €, indubitavelmente, a

caracteristica mais importante a ser levada em consideracdo com relagdo ao fendmeno de
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tribocorrosdo (MATHEW et al., 2009; CVIJOVIC-ALAGIC et al., 2016; VILLANUEVA et
al., 2017).

Para o titdnio comercialmente puro (Ti-cp), a camada de passivacdo formada sobre
sua superficie € composta predominantemente por dioxido de titanio (TiO;) e pequenas
quantidades de outros Oxidos de titanio, tais como TiO e Ti,O3, que desempenham papel
crucial com relagdo ao comportamento do biomaterial metalico com relacdo a
corrosdo/desgaste e conferem sua maior resisténcia a estes processos com relacdo aos demais
biomateriais metalicos (MATHEW et al., 2012).

Por outro lado, a camada de passivacdo sobre a superficie das ligas Ti-6Al-4V possui
uma composicdo mais complexa, em que além da presenca dos 6xidos de titdnio, em uma
camada mais interna, com maior resisténcia a corrosdo, estdo também presentes os 6xidos de
aluminio (Al,O3) e de vanadio (V.03 e/ou V,0s), em uma camada mais externa, com menor
resisténcia a corrosdo (KUPHASUK et al., 2001; CVIJOVIC-ALAGIC et al., 2011;
GHONEIM et al., 2012; CVIJOVIC-ALAGIC et al., 2016).

Dimah e colaboradores (DIMAH et al., 2012) investigaram comparativamente a
resisténcia a corrosao e a tribocorrosdo do Ti-cp e da liga Ti-6Al-4V em solucdo tampéo
fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline), utilizando como parédmetros
triboldgicos para os testes uma carga normal de 5N, um comprimento total para o
deslizamento de 6 mm e uma frequéncia de 1 Hz. Estes autores verificaram que a adicdo dos
elementos de liga aluminio e vanadio reduz a dissolucdo ativo-passiva do titanio e diminui
consideravelmente o desgaste corrosivo sob as condi¢Bes de tribocorrosdo. Também, a
resisténcia ao desgaste da liga de Ti-6Al-4V, com microestrutura de fase a+p, €
substancialmente superior a do Ti-cp com microestrutura o sob as condi¢des de teste
utilizadas.

Tendo em vista a importancia das propriedades da camada de passivacdo para 0S
implantes de titanio, muitas pesquisas tem se desenvolvido na tentativa de aplicar técnicas de
modificacdo superficial com o intuito de aprimorar ndo somente o comportamento com
relacdo a tribocorrosdo para estes materiais (KUMAR et al., 2010; RAMOS-SAENZ;
SUNDARAM; DIFFOOT-CARLO, 2010; ALVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015b),
mas também sua biocompatibilidade, a partir da incorporacdo de elementos bioativos, como
célcio (Ca) e fosforo (P) (HANAWA, 2010; ALVES et al., 2015; FELGUEIRAS et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2015).
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No entanto, embora a corroséo e bio-tribocorrosao de Ti-cp, das ligas convencionais
de titanio (estrutura a + B, como no caso da liga Ti-6Al-4V) e dos mais variados tipos de
modificacdes superficiais sobre estes materiais tenham sido foco de diversos estudos, ainda
existe uma caréncia de estudos avaliando o comportamento de novas ligas de titanio (com
estrutura do tipo ) com relagdo a estes processos (MORE et al., 2011; RUNA; MATHEW,;
ROCHA, 2013).

Neste trabalho, os aspectos de degradacdo das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo
foram estudados a partir de testes de tribocorrosao, apresentados em detalhes na se¢édo 4.2. Os

resultados obtidos nesta avaliagdo sdo apresentados na secéo 5.2.

2.3 Produtos de desgaste (debris)

Materiais metalicos sdo extensivamente empregados, como um todo ou em partes,
em proteses utilizadas para artroplastias — cirurgias para substituicdo total ou parcial de
articulacbes (TJA, do inglés, Total Joint Replacement). Isto porque apresentam propriedades
mecanicas adequadas a tal aplicacdo que, muito frequentemente, implica em perda 0ssea
massiva (TOPOLOVEC; COR; MILOSEV, 2014).

Tendo em vista a funcionalidade da parte do organismo que visam substituir, tais
préteses sdo baseadas em varias partes e em superficies de deslizamento que, atualmente,
podem ser classificadas principalmente em trés categorias: MoM (do inglés, Metal-on-Metal),
MoP (do inglés, Metal-on-Polymer) e MoC (do inglés Metal-on-Ceramic) (TOPOLOVEC;
COR; MILOSEV, 2014; VASCONCELOS et al., 2016). Na Figura 4, é possivel observar os
trés tipos de superficies de deslizamento, MoM, MoP e MoC.

Metal on Polymer (MoP) Metal on Metal (MoM) Metal on Ceramic (MoC)

Figura 4: Principais tipos de superficies de deslizamento modernamente utilizadas em proteses para substitui¢do
total de articulagdes (TJA). Fonte: Vaidam Health.
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No entanto, embora largamente utilizados para esta finalidade, implantes projetados
a partir de metais e suas ligas, principalmente aqueles baseados em superficies de
deslizamento do tipo metal-metal, ou MoM (do inglés, Metal-on-Metal), ainda nos dias de
hoje, levantam sérias preocupacOes. Isto devido ao risco potencial de reacdes bioldgicas
adversas provocadas pela liberagdo excessiva de ions e particulas metélicas (debris), a partir
do desgaste de suas superficies (SMITH et al., 2012; KONTTINEN; PAJARINEN, 2013;
VASCONCELOS et al., 2016).

De acordo com a literatura cientifica, o desgaste, a corroséo e a bio-tribocorroséo sao
0s principais mecanismos por tras da geracdo de micro/nanoparticulas e ions a partir das
superficies de implantes metalicos, e apesar da falha de tais dispositivos ser um evento
multifatorial, ela estd muito provavelmente associada as respostas bioldgicas adversas
resultantes da liberacdo destes subprodutos apés implantacdo. Neste sentido, as dimensoes,
quantidade e composi¢do quimica destes subprodutos sdo fatores de extrema importancia na
avaliacdo dos efeitos bioldgicos possivelmente causados e estdo intimamente relacionados ao
biomaterial que sofre desgaste e corrosdo e/ou bio-tribocorrosdo (PAPAGEORGIOU et al.,
2008; GALLO; SLOUF; GOODMAN, 2010).

Com relagdo a quantidade, ndo é possivel apontar um consenso na literatura
cientifica atual, pois como destacado anteriormente, o nimero (ou massa) de particulas
liberadas a partir da superficie de um implante esta diretamente relacionada as propriedades
do biomaterial submetido aos processos de degradacao. No entanto, de acordo com um estudo
conduzido por Pourzal e colaboradores (2011), estima-se que no periodo de um ano, um
nimero de particulas entre 6,7x10* e 2,5x10* pode ser gerado a partir de implantes
utilizados em artroplastias totais de quadril baseadas em superficies MoM, o que chega a ser
até 500 (quinhentas) vezes maior que aquele encontrado para superficies de deslizamento do
tipo MoP (POURZAL et al., 2011).

Considerando superficies de deslizamento do tipo MoP, diferentes taxas de liberagédo
para os produtos de desgaste liberados a partir dos diferentes materiais metalicos deslizando
sobre a superficie do polimero polietileno (comumente utilizado neste tipo de prétese) podem
ser encontradas. Por exemplo, de acordo com um estudo realizado por Nine e colaboradores
(2014), a taxa linear de desgaste (apds aproximadamente um milhdo de ciclos de fricgdo) de
uma liga Cobalto-Cromo (Co-Cr) foi em torno de 0,1 micron por ano. Para o ago inoxidavel e
para a liga Ti-6Al-4V, esta taxa foi da ordem de 0,2 microns e 1 micron por ano,

respectivamente (considerando o mesmo numero de ciclos de friccdo) (NINE et al., 2014).
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Em termos de concentragdes, a Tabela 4 apresenta os valores normais de metais em
fluidos do corpo humano em comparacao aqueles encontrados em pacientes que passaram por
artroplastias totais de quadril e joelho (com e sem falha). Similarmente, a Tabela 5 apresenta a
mesma informacdo com relacdo a diferentes tecidos do corpo humano (HALLAB et al.,
2001).

Tabela 4: Concentragdes de metais em fluidos corpéreos humanos de pacientes com e sem artroplastias
articulares (HALLAB et al., 2001).

Tipo de Tipode Ti Al \% Co Cr Mo Ni
amostra  dispositivo (ng/ml ou ppb)
Normal 27 22 <08 018 005 ~  04-
THR 4,4 2,4 17 <06 06 ~ <91
Soro
sanguieno THR-F 8,1 2,2 1,3 -- 0,2 -- --
TKR 3,2 19 <0,8 -- -- -- --
TKR-F 135,6 3,7 0,9 -- -- -- --
. Normal <19 6,4 0,5 - 0,06 -- --
Urina
TIA 3,55 6,53 <04 -- 0,45 -- --
Fluido Normal 13 109 5 5 3 21 5
Sinovial TIA 556 654 62 588 385 58 32
Normal 723 951 122 25 133 17 3996
Capsula TIA 1540 2053 288 1203 651 109 2317
Articular
TJA-F 19173 1277 1514 821 3329 447 5789
Normal 17 13 6 <0,2 <40 <1,8 <70
Sangue
TIA 67 218 23 20 110 10 29

Conotacdo utilizada na Tabela 4: Normal — sujeitos sem nenhum tipo de prétese metélica;
THR — sujeitos com bom funcionamento da artroplastia total de quadril; THR-F — sujeitos
com mau funcionamento da artroplastia total de quadril; TKR — sujeitos com bom
funcionamento da artroplastia total de joelho; TKR-F — sujeitos com mau funcionamento da
artroplastia total de joelho; TJA — sujeitos com bom funcionamento de artroplastia articular

total; TIA-F — sujeitos com mau funcionamento de artroplastia articular total; X — ndo testado.
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Tabela 5: Concentragdes de metais em tecidos humanos de pacientes com e sem artroplastias articulares
(HALLAB et al., 2001).

Tecido . iy
dispositivo (Mg/g)
) Normal <14 120 100 890 14
Figado
TJA 1130 15200 560 680 22
Normal -- -- 710 9830 26
Pulméo
TJA -- - 980 8740 23
Normal 10 30 70 800 <9
Baco
TJA 180 1600 1280 1070 12
) Normal 150 50 <65 120 <9
Pseudo-capsula
TJA 3820 5490 39400 460 121

Conotacéo utilizada na Tabela 5: TJA — sujeitos com bom funcionamento de artroplastia

articular total; X — ndo testado.

Em se tratando dos efeitos resultantes da interacdo dos produtos de desgaste com um
organismo Vvivo, outro importante fator a ser considerado é o tamanho de tais produtos, ja que
esta caracteristica estd diretamente relacionada, ndo somente as respostas deste organismo
com relagdo a sua exposi¢do, mas tamém aos efeitos bioldgicos relacionados. Neste sentido,
estudos recentes relatam que particulas possuindo diametros de até alguns micrémetros sdo
fagocitadas por macrofagos (células do sistema imune), enquanto particulas maiores podem
induzir uma resposta alérgica a corpo estranho e particulas menores podem ser internalizadas
por células dos tecidos circundantes ao implante. Além disso, tanto ions quanto particulas
metalicas ou de 6xidos metélicos, podem alcancar a corrente sanguinea e depositar-se em
outros Orgaos e tecidos, apesar da maioria das particulas ficarem depositadas nos tecidos
circundantes ao implante (RIBEIRO et al., 2016; VASCONCELOQOS et al., 2016).

Tambem, alguns estudos relatam que a acumulagdo de particulas e ions metalicos
pode conduzir ao estresse oxidativo, designadamente no figado, baco e rins. Nestes tecidos, a
expressao de enzimas antioxidantes € alterada e pode conduzir ao aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés, Reactive Oxygen Species) e danos ao DNA
(AFOLARANMI et al., 2012; MADEJCZYK et al., 2015).

Nine e colaboradores (2014) fizeram um levantamento comparativo com relagdo ao

tamanho, morfologia e método de producdo/recuperacdo (in vitro/in vivo) para particulas de
47



desgaste de diferentes materiais empregados na confeccdo de proteses para substituicdo de
articulacdes do quadril e joelho baseados em diferentes superficies de deslizamento (MoM,
MoP e MoC). De acordo com estes autores, tanto morfologia quanto o tamanho serdo
intimamente dependentes das superficies de deslizamento analisadas. Além disso, apesar de
apresentar caracterisiticas ligeiramente diferentes com relacdo as particulas de desgaste
recuperadas de tecidos adjacentes aos implantes (in vivo), particulas produzidas a partir de
simuladores (in vitro) ainda representam um modelo valido para o estudo e caracterizacdo dos
produtos de desgaste (NINE et al., 2014).

Ainda neste contexto, Hongtao e colaboradores (2011) fizeram um estudo
comparativo entre tamanho e morfologia para particulas de desgaste derivadas do polimero
polietileno UHMWPE (do inglés Ultra High Molecular Weight Polyetilene) em uma prétese
do tipo Metal-on-Polymer (MoP), em que a superficie de deslizamento consistia de uma liga
cobalto-cromo (Co-Cr). Dois métodos para obtencdo destas particulas foram utilizados: in
vitro (a partir de simuladores de articulag@es) e in vivo (recuperadas de tecidos adjacentes ao
implante em pacientes). De acordo com estes autores, as particulas obtidas para o polimero in
vitro apresentaram tamanhos entre 4 e 20 um e morfologias variadas, enquanto aquelas
obtidas in vivo apresetaram tamanhos entre 0,5 e 5 um, e morfologias predominantemente
esféricas (HONGTAO et al., 2011).

Anteriormente, Brown e colaboradores (2007) ja haviam avaliado tamanho e
morfologia para particulas de desgaste geradas a partir de superficies de deslizamento do tipo
Metal-on-Metal (MoM) baseadas na liga CoCr, in vitro, a partir de um simulador de
articulacdo de joelho. Os resultados obtidos por estes autores revelam a obtencéo de particulas
com morfologias irregulares e arredondadas com tamanhos menores de 50 nm (BROWN et
al., 2007). Por outro lado, Koseki e colaboradores (2005), realizaram um estudo em que as
mesmas caracteristicas (tamanho e morfologia) foram avaliadas in vivo, a partir da
recuperacdo dos debris nos tecidos adjacentes a uma prétese de tipo MoM baseada na liga
CoCr. Estes autores observaram tanto particulas com morfologia de agulhas, com tamanhos
variando entre 40 e 120 nm, quanto particulas com morfologia globular com tamanhos
menores ou iguais a 90 nm (KOSEKI et al., 2005).

Por fim, Wang e colaboradores (2010) avaliaram, in vitro, a partir de simuladores de
articulagcbes do quadril, o tamanho e morfologia para particulas obtidas a partir do
deslizamento do polimero polietileno UHMWPE sobre diferentes materiais (Al,O3, CoCr, Ti-

6Al-4V e outros). Com relacdo ao 6xido de aluminio (Al,O3), particulas de polietileno com
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tamanhos variando entre 0,3 e 175 um foram observadas, no entanto, particulas entre 1 e 30
um apareceram com maior frequéncia. De forma semelhante, particulas com tamanhos
variando entre 0,1 e 142 um foram observadas para este polimero com relacdo ao
deslizamento sobre a liga CoCr, porém neste caso, a maior frequéncia de particulas foi
observada para o tamanho de 20 um. Por fim, para as particulas do polimero geradas a partir
do deslizamento com relacéo a liga Ti-6Al-4V, tamanhos entre 0,1 e 270 um foram detectadas
e 25 um foi o tamanho com maior frequéncia de aparecimento. Para este Gltimo caso,
particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V também foram detectadas no fluido de lubrificacéo
utilizado nos testes e a caracterizagdo das mesmas revelou tamanhos menores que 10 pum
(WANG et al., 2010).

De uma forma geral, os processos de degradacdo atuantes sobre proteses baseadas
em superficies de deslizamento do tipo MoM aparentam produzir particulas de desgaste
menores quando comparadas aquelas do tipo MoP. Também, embora seja possivel encontrar,
ainda que em pequenas quantidades, estudos com relacdo a caracterizacdo para particulas de
desgaste geradas a partir da liga CoCr, praticamente ndo existem estudos publicados sobre a
caracterizacdo de particulas de desgaste derivadas da liga Ti-6Al-4V.

Para esta pesquisa, particulas de desgaste das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo
produzidas a partir de testes de tribocorrosdo tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas
(tamanho, morfologia e composi¢do) analisadas. Os detalhes para os testes, caracterizagdes

relacionadas e resultados obtidos séo apresentados nas secGes 4.3 e 5.3, respectivamente.

2.4 Efeitos biol6gicos

A ostedlise, ou reabsorcdo/erosdo destrutiva do 0sso, ha muitos anos é apontada
como o principal fator envolvido na falha e consequente perda de implantes ortopédicos e
dentérios (STOJILOVIC et al., 2006; GALLO et al., 2008; WEI; SIEGAL, 2008; BITAR,;
PARVIZI, 2015; VERONESI; TSCHON; FINI, 2017). Neste sentido, o desencadeamento de
tal processo tem sido atribuido as respostas inflamatorias locais provocadas pela presenga de
particulas de desgaste nos tecidos ao redor de um implante (HALLAB; JACOBS, 2009, 2017;
RAO et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2016).

A Figura 5 apresenta a visao radiografica do quadril de um paciente com uma protese

do tipo MoM logo apos a cirurgia de implantacéo e ap6s cinco anos de implantagdo, em que é
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possivel ver claramente o processo osteolise, que neste caso foi atribuido & presenca de
particulas de desgaste na regido ao redor do implante (AMANATULLAH et al., 2016).

Figura 5: Radiografia do quadril de um paciente submetido a uma artroplastia para substitui¢do total do quadril
em que foi utilizada uma prétese de tipo MoM: (A) logo apds a cirurgia para a implantacéo e (B) cinco anos ap6s
a cirurgia para a implantagdo. A seta enfatiza a regido que sofreu o processo de ostetlise (Adaptada de
(AMANATULLAH et al., 2016)).

Além disso, quando liberadas, as particulas de desgaste metélicas podem ser
depositadas nos tecidos ao redor de um implante conduzindo a fibrose/necrose locais e
conferindo a0 mesmo uma aparéncia acinzentada, comumente referida como metaldse. No
entanto, os mecanismos moleculares que influenciam a intensidade das caracteristicas
fisioldgicas observadas nestes tecidos ainda estdo por ser reveladas (DALEY et al., 2004;
WATTERS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015a).

A Figura 6 (a) apresenta a aparéncia acinzentada dos tecidos de um paciente com um
caso extremo de metaldse quatro anos apds uma artroplastia para reposicao total de quadril
(THR, do inglés Total Hip Replacement), cuja protese utilizada era do tipo MoP, mas possuia
os componentes femoral e acetabular constituidos pela liga Ti-6Al-4V. A Figura 6 (b)
apresenta o desgaste da superficie da componente acetabular do implante e a Figura 6 (c) a
aparéncia negra do fluido drenado do local através de uma puncao.
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Figura 6: Metaldse em um paciente ap6s quatro anos de uma artroplastia de reposicéo total de quadril

(THR): (A) imagem capturada durante o procedimento cirdrgico para remocdo do implante, (B) superficie
desgastada da componente acetabular do implante e (C) fluido negro drenado do local através de uma puncédo
(Adaptada de (OLIVEIRA et al., 2015a)).

Além da metaldse, outro problema pode ser citado como resultado da liberacdo e
acumulo de produtos de desgaste nos tecidos ao redor do implante. A patologia comumente
referida como “doencga da particula” é uma resposta imunoldgica congénita desencadeada
pela ativacdo excessiva de macréfagos (células do sistema imune) para a fagocitose de
particulas de desgaste. Brevemente, os macrofagos ativados em excesso podem produzir de
citocinas que mediam a ativacdo de osteoclastos (células do tecido 6sseo, responsaveis pela
remodelacdo) que executam a reabsor¢do 0ssea, 0 que também pode comprometer ou até
mesmo conduzir até a falha do implante (CHAMPION; WALKER; MITRAGOTRI, 2008;
GALLO etal., 2008).

De uma forma geral, a maior parte dos problemas relacionados a presenca de
particulas de desgaste nos tecidos ao redor de um implante e mencionada nos paragrafos
anteriores esta ligada a producdo e secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias pelas células que
sofrem o estimulo destas particulas, nomeadamente as células do tecido ésseo (osteoblastos) e
do tecido conjuntivo (fibroblastos) e também as células recrutadas pelo sistema defensivo
para combaté-las (macrdéfagos). Resumidamente, a secrecdo sinergistica destas citocinas pro-
inflamatorias, estimula a diferenciacdo/ativacdo de osteoclastos responséveis pela absorgdo
0ssea, conduzindo a ostedlise, comprometimento e falha do implante (GREENFIELD et al.,
2005; HALLAB; JACOBS, 2017).

Dentre tais citocinas pro-inflamatdrias produzidas podemos citar, ndo somente, mas
principalmente, o fator de necrose tumoral a, (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor o), as
interleucinas 1, la, 1B, 6 ¢ 10 (IL-1, IL-1pB, IL-6 e IL-10), e a prostaglandina E2 (PGE2).
Ademais, além de provocar a secrecdo de citocinas, a presenca das particulas de desgaste
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também pode induzir efeitos apoptdticos sobre as células mencionadas anteriormente
(LANDGRAEBER et al., 2014; BITAR; PARVIZI, 2015; SUKUR et al., 2016; HALLAB,;
JACOBS, 2017).

A relacdo entre os produtos de desgaste e reabsorcdo Gssea tem sido intensamente
estudada, no entanto, pouco se sabe sobre os efeitos de tais produtos sobre o crescimento,
proliferagdo e metabolismo de osteoblastos, mesmo sendo relativamente bem estabelecido que
a presenca dos mesmos possa afetar as funcées deste tipo celular (HALLAB et al., 2002).

Além de exercer efeitos citotdxicos, a exposicdo de osteoblastos a metais (ions ou
particulas) pode conduzir, além de alteragdes significativas na morfologia celular, a
modificacdo nas fun¢des de proteinas sintetizadas por este tipo de células. Em seu artigo de
revisao, Sansone e colaboradores (2013) apontam alguns destes efeitos para osteoblastos
expostos a particulas ou ions de cobalto (Co) e cromo (Cr). Por exemplo, de acordo com estes
autores, estudos in vitro indicam que a viabilidade de osteoblastos expostos aos metais
mencionados pode ser reduzida tanto nas formas dose-dependente quanto tempo-dependente.
Adicionalmente, mudancas morfologicas podem ser observadas para este tipo de células apés
sua exposicdo a particulas de cobalto (Co). Também, a funcdo de algumas proteinas
sintetizadas pelos osteoblastos e fundamentais a manutencdo do tecido dsseo, como por
exemplo, osteocalcina, fosfatase alcalina (ALP, do inglés alkaline phosphatase) e colageno,
podem ser comprometidas (SANSONE; PAGANI; MELATO, 2013).

Com relacdo a composicdo das ligas atualmente aplicadas a confecdo de implantes, €
possivel encontrar na literatura atual diversos estudos em que os efeitos da exposicdo de
particulas de desgaste baseadas em cobalto-cromo sobre osteoblastos e macréfagos séo
avaliados (LOHMANN et al., 2000; NEALE et al.,, 2000; ANISSIAN et al., 2002;
PAPAGEORGIOU et al., 2008; KWON et al., 2009; MOSTARDI et al., 2010; HOREV-
AZARIA et al., 2011). Estudos deste tipo para particulas de desgaste baseadas em Ti-6Al-4V
sd0 mais escassos, evidenciando sua necessidade de desenvolvimento, uma vez que 0s
elementos constituintes desta liga podem causar efeitos adversos a saude (VERSTRAETEN;
AIMO; OTEIZA, 2008; GHOSH; SAHA; SAHA, 2015)

Dentre os elementos constituintes da liga Ti-6Al-4V, atencdo especial deve ser dada
ao elemento vanadio, uma vez que este elemento ndo possui papel bioldgico consolidado
(GOC, 2006).

O elemento vanadio e seus compostos aparentam ter influéncia sobre alguns fatores

relacionados ao processo inflamatério. Por exemplo, de acordo com um estudo conduzido por
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Ingram e colaboradores (2007), utilizando um modelo de fibroblastos pulmonares humanos, o
pentoxido de vanadio (V20s) pode induzir ou suprimir a expressao de genes relacionados a tal
processo (INGRAM et al., 2007).

Em concentragdes tdo baixas quanto 7,5 uM, compostos de vanadio podem ativar
enzima fosfolipase citoplasméatica A2 (cPLA2), o que aumenta a sintese de 4cido
araquiddnico (AA) presente nas membranas celulares. Quando oxidado por ciclooxigenases
(COX), o acido araquidénico produz prostanodides, incluindo a principal prostaglandina pro-
inflamatdria, prostaglandina E2 (PGE-2). Além disso, através de diferentes cascatas de
sinalizacdo, compostos de vanadio também podem ativar a producdo de diferentes citocinas
relacionadas ao processo inflamatério (KORBECKI et al., 2015).

Além disso, em organismos vivos, a presenca de espécies ibnicas de vanadio,
nomeadamente vanadatos (vanadio em seu estado de oxidacao +5), possui acdo inibitéria com
relacdo as fosfatases, o que se deve as semelhancas entre os fons fosfato (PO4>) e vanadato
(VO43') (CRANS et al., 2004; CRANS; TARLTON; MCLAUCHLAN, 2014; COSTA
PESSOA et al., 2015; PESSOA; ETCHEVERRY; GAMBINO, 2015).

Desta forma, estas espécies idnicas de vanadio também estdo ligadas a regulacédo de
processos dependentes de fosfato, tais como processos metabdlicos envolvendo fosfatases
(proteina tirosina fosfatase, PTP) e quinases (proteina tirosina quinase, PTK). Esses
processos, como controle do ciclo celular e expresséo génica, séo modulados por vias de
sinalizacdo, envolvendo fosforilacdo e desfosforilacdo das proteinas/enzimas, e podem ser
alteradas pela presenca de vanadio de maneiras dependentes do tipo de célula envolvida
(FERRER et al., 2006; MCLAUCHLAN et al., 2010, 2015; SRIVASTAVA; KUMAR; ROY,
2014).

Outros autores também ja investigaram a influéncia de ions e compostos de vanadio
sobre diferentes linhas celulares. Por exemplo, Cortizo e colaboradores (1997) avaliaram a
proliferacdo celular e alteragcbes morfolégicas em fibroblastos de camundongo Swiss-3T3
expostos a trés diferentes espécies iénicas de vanéadio: vanadato (V°*) pervanadato (V°*) e
vanadil (V*"), em concentracdes variando de 2,5 uM a 100 pM. De acordo com os resultados
obtidos por estes autores, efeitos citotoxicos, bem como alteraces morfoldgicas
significativas, foram observados em concentracdes superiores a 50 puM, principalmente para
as espécies idnicas com vanadio no seu maior estado de oxidacdo (vanadato e pervanadato)

(CORTIZO et al., 1997). Estes resultados estdo globalmente de acordo com os dados obtidos
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por Rehder e colaboradores (2002) a partir de um estudo envolvendo mais de 40 complexos
de vanédio com relagdo a fibroblastos de camundongo (REHDER et al., 2002).

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho de pesquisa, inicialmente foram
avaliados, in vitro, os efeitos citotoxicos relacionados a exposicdo de ions de vanadio
(possivelmente liberados a partir da degradacdo da liga Ti-6Al-4V) as células do tecido dsseo
(osteoblastos) e conjuntivo (fibroblastos) de camundongos. Ademais, considerando a
complexidade quimica do elemento vanadio em solucéo, a especiacédo ibnica e a identificacdo
das diferentes espécies de ions de vanadio presentes em meio de cultura (e seus possiveis
ligantes) também foram realizadas. Maiores detalhes sobre os ensaios realizados e resultados
obtidos s&o dados na se¢do 4.1 e 5.1.

Complementarmente, particulas de desgaste produzidas a partir de testes de
tribocorrosdo sobre as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo foram utilizadas para avaliacdo de
alguns efeitos bioldgicos (in vitro) com relacdo duas linhagens celulares derivadas do tecido
6sseo humano. Caracteristicas como a viabilidade celular, producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (IL-6 e PGE2), e a possivel internalizacdo destas particulas pelas células foram
avaliadas. Com relacéo a este aspecto, métodos e resultados sdo apresentados nas se¢oes 4.5 e
5.5.

2.5 Endotoxinas

Lipopolissacarideos (LPS), comumente referidos como endotoxinas, sao
macromoléculas (peso molecular 200-1000 kDa) presentes na membrana externa de bactérias
do tipo Gram negativa. Estas macromoléculas, compostas por lipideos (lipideo A) e
polissacarideos, geralmente estdo associadas a inducao de efeitos toxicos e inflamatdrios em
organismos vivos (LI; BORASCHI, 2016).

Endotoxinas podem ser liberadas a partir das membranas bacterianas durante seus
processos de proliferacdo e/ou morte. Além disso, uma Unica célula da bactéria E. Coli pode,
por exemplo, conter até 1.000.000 (um milhdo) de unidades de endotoxinas (EU, do inglés
endotoxin units) (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

Quando presentes na corrente sanguinea de seres humanos e animais, as endotoxinas
podem induzir uma série de efeitos adversos, sendo o0 mais comum entre eles, a febre, o que
faz com que sejam também comumente referidos como pirdgenos. Outros efeitos relacionados

a presenca de endotoxinas na corrente sanguinea sdo: tremores, hipotensao (pressdo baixa),
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dificuldade respiratéria, coagulacdo intravascular e outros. Além disso, endotoxinas também
sdo capazes de ativar macr6fagos e mondcitos do sistema imune e estimular a producgéo
celular de citocinas pré-inflamatorias in vivo, nomeadamente as interleucinas 13 e 6 (IL-1B e
IL-6) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) (RAETZ; WHITFIELD, 2002; GORBET;
SEFTON, 2005; MARUYAMA; SANO; MATSUOQ, 2006).

A injecdo intravenosa de concentragdes tdo baixas quanto 1 ng/mL de endotoxinas (0
que corresponde a aproximadamente 10 unidades de endotoxina por mL, 10 EU/mL) pode
causar reacOes como as descritas no paragrafo anterior. Por esta razdo, de acordo a
recomendacéo geral baseada nas normas da FDA (Food and Drugs Association, USA) e USP
(United States Pharmacopeia), os limites de endotoxinas em dispositivos médicos ndo podem
exceder 0,5 EU/mL (CATHERINE A MCINTYRE; REININ, 2009; MAGALHAES et al.,
2011).

Por causa de um de seus efeitos in vivo, nomeadamente a ativacdo de células do
sistema defensivo e a producdo de citocinas pré-inflamatorias, que pode desencadear a
diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos, e consequentemente, a ostedlise, endotoxinas
também podem estar relacionadas a falha de implantes biomédicos. Para as endotoxinas
relacionadas a este processo, trés fontes potenciais podem ser citadas: (i) a presenca de
endotoxinas sobre as superficies dos implantes antes mesmo da implantacéo, (ii) a formacéo
de um biofilme bacteriano sobre a superficie destes materiais apds a implantac&o e (iii) a alta
afinidade que possuem as particulas de desgaste, geradas a partir da degradacéo dos implantes
in vivo, por endotoxinas que podem derivar da flora intestinal, pequenas infeccGes e/ou
procedimentos dentarios (GREENFIELD et al., 2005).

Se levarmos em consideracdo que a tanto a presenca de particulas de desgaste quanto
de endotoxinas podem conduzir a producdo e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, a
associacdo deste efeito para estes dois agentes pode acelerar 0s processos que conduzem a
falha de um implante (BI et al., 2001; RAETZ; WHITFIELD, 2002; LANDGRAEBER et al.,
2014; HALLAB; JACOBS, 2017).

A influéncia relacionada a presenca de endotoxinas (exclusivamente) sobre os
processos que conduzem a falha de implantes biomédicos é geralmente citada nos estudos
cientificos publicados na literatura. Para aqueles que avaliam os efeitos biolégicos que podem
conduzir a esta falha e relacionados a interacdo de particulas de desgaste, no entanto, a
associacdo entre os efeitos produzidos por estas particulas e endotoxinas ndo é

frequentemente levada em consideragdo. Neste sentido, ndo é possivel dizer se os resultados
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observados nestes estudos estdo diretamente relacionados as particulas ou sofrem influéncia
das endotoxinas (Bl et al., 2001; HALLAB; JACOBS, 2009, 2017; LI; BORASCHI, 2016).

Por exemplo, Bi e colaboradores (2001) avaliaram a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (IL-1p, IL-6 e TNF-a) por células mesenquimais de medula Ossea de
camundongos apds sua interacdo com particulas de titanio comercialmente puro (Ti-cp) livres
e com a adsorcdo de endotoxinas. De acordo com estes autores, a producdo de todas as
citocinas pro-inflamatorias avaliadas € maior para as células que interagem com particulas de
Ti-cp com a adsorcdo de endotoxinas quando comparadas aquelas que interagem com este
mesmo tipo de particula livre de endotoxinas (Bl et al., 2001).

Assim, para que os efeitos bioldgicos resultantes da interacdo de particulas de
desgaste produzidas in vivo ou in vitro com relacdo as células do tecido 6sseo, conjuntivo e
defensivo sejam corretamente avaliados, é extremamente importante promover a remoc¢ao das
endotoxinas adsorvidas em sua superficie.

De forma geral, endotoxinas séo altamente resistentes ao calor e ndo podem ser
eliminadas sob condic¢des regulares de esterilizacdo. Na realidade, 0s processos convencionais
de esterilizacdo por temperatura (responsaveis por livrar de contaminacdo por bactérias
grande parte dos materiais) podem causar um efeito contrario com relacdo as endotoxinas,
uma vez que a quebra da membrana celular bacteriana pode resultar na liberagdo de um
grande ndmero de endotoxinas (RAETZ; WHITFIELD, 2002; MAGALHAES et al., 2011).

Muitos métodos tém sido empregados para a remocdo de endotoxinas da superficie
de materiais, dentre os quais podemos citar, ultra filtracdo, cromatografia de filtracdo em gel,
extracdo por duas fases, cromatografia de troca iOnica, cromatografia de afinidade de
adsorcdo, descarga de plasma, entre outros. No entanto, 0 método mais eficiente para a
destruicdo de endotoxinas € a sua queima a partir de tratamentos térmicos especificos (LI;
BORASCHlI, 2016).

Como sdo resistentes ao calor, temperaturas mais altas ou periodos de tempo mais
longos com relacdo aquelas empregadas aos processos de esterilizagdo convencionais séo
indicados. De acordo com uma recomendagdo da USP (United States Pharmacopeia), por
exemplo, endotoxinas podem ser removidas a partir do tratamento térmico a 180 °C durante 3
horas ou 250 °C durante 30 minutos (GORBET; SEFTON, 2005; WILLIAMS, 2007).

Um dos métodos mais comuns utilizados para deteccdo e quantificacdo de
endotoxinas € o ensaio baseado em na reacdo com LAL (do inglés, Limulus Amoebocyte

Lysate). Nestes ensaios, uma enzima presente nas células do sangue (amebdcitos) de uma
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espécie especifica de caranguejo (caranguejo-ferradura, Limulus polyphemus) pode ser
ativada pela presenca de endotoxinas presentes em uma solugéo provocando coagulacéo (LI,
BORASCHlI, 2016).

Para assegurar que os efeitos desencadeados nas células do tecido 6sseo humano
utilizadas neste trabalho estavam relacionados apenas ao estimulo provocado pela sua
interagdo com as particulas de desgaste das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo, estas particulas,
depois de produzidas, coletadas e caracterizadas, foram submetidas a um tratamento térmico
para a remocdo de endotoxinas. Os niveis de endotoxinas foram avaliados semi-
quantitativamente através de ensaios LAL do tipo gel-clot. Os detalhes experimentais e 0s
resultados obtidos nesta avaliacdo scao apresentados nas se¢oes 4.4 e 5.4.
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3 OBJETIVOS

Definiu-se como objetivo inicial do trabalho a avaliacdo dos efeitos citotdxicos (in
vitro) relacionados a exposicdo de células do tecido 0Osseo (osteoblastos) e conjuntivo
(fibroblastos) de camundongo a espécies ibnicas de vanadio.

Complementarmente, andlises de aspectos relacionados a degradacéo superficial, a
producdo de produtos de desgaste pela liga Ti-6Al-4V e (alternativamente) por uma liga sem
a adicdo de vanadio, Ti-15Zr-15Mo, também foram propostos.

Para esta etapa, definiram-se como objetivos especificos: (i) a avaliacdo do
comportamento com relacdo a tribocorrosdo para estas duas ligas especificas, (ii) a producédo e
completa caracterizacao fisico-quimica para as particulas de desgaste geradas a partir das
ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo nos ensaios de tribocorrosdo, (iii) a avaliacdo (in vitro) da
citotoxicidade destes produtos de desgaste ap0s seu contato direto com células do tecido 6sseo
humano (osteoblastos) e (iv) a analise (in vitro) de possiveis consequéncias relacionadas a
interacdo entre as particulas de desgaste e os osteoblastos humanos, especificamente em
termos da possivel internalizacdo destas particulas pelas células e da producdo de citocinas

pro-inflamatorias (interleucina 6, 1L-6 e prostaglandina E2, PGE?2).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Avaliacao da citotoxidade de ions de vanadio e sua especiacdo idnica em meios

de cultivo celular

Os possiveis efeitos citotoxicos relacionados a exposicdo de ions de vanadio as
células do tecido 6sseo (osteoblastos) e conjuntivo (fibroblastos) de camundongo foram
avaliados in vitro, a partir de ensaios de viabilidade celular por reducdo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) e andlises de morfologia celular (microscopia
Optica).

Complementarmente, considerando a complexidade quimica do elemento vanadio
em solucdo, a especiacdo ionica para este elemento foi realizada, a partir do software Hyss
com a utilizacdo de dados experimentais de pH e concentragdo total em meio de cultura. A
partir deste software e informacbes sobre a composicdo do meio de cultura, foram
determinados os possiveis ligantes para os ions de vanadio em meio de cultura.

Os materiais e métodos utilizados para as analises mencionadas acima s&o

apresentados a seguir.

4.1.1 Cultura de células

Pré-osteoblastos MC3T3-E1 (ATCC) e fibroblastos NIH3T3 (ATCC) de
camundongo foram cultivados em o-MEM e DMEM (Gibco), respectivamente,
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco) a 37°C e 5% de diéxido de carbono (CO;). Posteriormente, antes de atingir
confluéncia, as células foram destacadas da superficie dos frascos de cultura por tripsinizacdo
(0,04% de tripsina em uma solugédo 0,25% de EDTA, por 5 minutos) tratadas com azul de

tripano e contadas em um hemocitdmetro.

4.1.2  Grupos experimentais

O po6 comercial de pentdxido de vanadio, V,0s (Sigma Aldrich, 99,99%), sem
nenhum tipo de tratamento adicional, foi utilizado para estudar e simular as possiveis espécies

ibnicas de vanadio liberadas pela camada superficial de 6xido V,0s nas superficies de um
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implante Ti-6Al-4V em solucdes fisiologicas (meio de cultura celular) e os efeitos citotoxicos
resultantes da interagdo destes agentes quimicos com as células das linhagens MC3T3-E1 e
NIH3T3.

Para isso, seguindo as recomendacOes da 1SO para tetes bioldgicos (ISO 10993-
5:2009 e 1SO 10993-12:2012), o p6 comercial de V,0s foi misturado aos meios de cultura de
células na proporcdo DO = 20 mg/mL (stock). Esta mistura foi entdo incubada a 37 °C e 5% de
CO, durante 24h.

Ap0s este periodo, a quantidade total de pé de V,0s ndo dissolvido em meio de
cultura (precipitado) foi separada, por aspiracdo, do sobrenadante (meio de cultura
enriquecido com os ions de vanadio dissolvidos). Para garantir apenas a presenca de ions nos
meios de cultura condicionados, este sobrenadante foi filtrado (membrana de 0,22 pum). Por
fim, os meios de cultura condicionados passaram por diluicdes seriadas, variando de D1= 10*
a D5 = 10° (fator de diluicdo de 10x) para obtencdo dos extratos finais a serem utilizados para
0s ensaios de viabilidade celular. A metodologia mencionada para obtencdo dos extratos pode

ser visualizada na Figura 7.

Incubados a 37 °C / 5% CO2 / 24h Filtro 0,22 pm 1
T T Diluicdo Seriada
Sobrenadante I
V:05 Ti-6Al-4V  V;0s  Ti-6AL-4V D1D2D3D4D5
-
Apés 24h
|_'_I \_'_I L ) L )
T T
a-MEM DMEM a-MEM DMEM
20mg/mL 20mg/mL

Figura 7: Metodologia utilizada para obtencéo dos extratos posteriormente utilizados nos ensaios de viabilidade
celular.

4.1.3  Viabilidade celular por reducéo de MTT

Para os ensaios de viabilidade, 3 x 103 células foram cultivadas nos pocos de placas

de 96 pocos, as quais foram mantidas a 37 ° C numa atmosfera de 5% de CO..
Apos 24 h, o meio de cultura dos pocos foi substituido pelos extratos obtidos a partir
da diluicdo em série da mistura stock de V,0s (em a-MEM para os osteoblastos MC3T3-E1 e
DMEM para os fibroblastos NH3T3) para cinco diluicdes finais variando de D1 = 10* a D5 =
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10°. Além disso, como grupo controle positivo, utilizou-se apenas o meio de cultura celular
para cada uma das linhagens, suplementado com soro fetal bovino (SFB) e antibi6ticos. Como
grupo controle negativo, 0 meio de cultura de células foi substituido por dgua esteril.

A viabilidade celular foi avaliada em trés periodos experimentais - 24 h, 48 h e 72 h,
e 0s experimentos foram realizadas pelo menos em triplicata. Apds cada periodo, os extratos
foram removidos e as células foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS). Posteriormente, foram adicionados 100 uL. de meio fresco contendo 10% de MTT (0,5
mg/mL) a cada poco e as placas de cultura foram novamente incubadas a 37 °C durante 4 h.
Apos este intervalo de tempo, o meio foi removido e 50 pL de dimetilsulfoxido (DMSO)
foram adicionados a cada poco. Por fim, ap6s 30 min, a densidade 6ptica foi medida a 550 nm
com um leitor de microplacas multi-modo Synergy H1 baseado em monocromador (Bio-Tek).

O software Origin 7.0 foi utilizado para calcular as diferengas entre conjuntos de
dados com base na andlise de variancia (ANOVA), teste Tukey. Valores de P inferiores a 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

4.1.4  Avaliacdo da morfologia celular

Os efeitos relacionados a interagdo com os ions de vanddio em meio de cultura
também foram avaliados com relacdo a morfologia celular das linhagens MC3T3-E1 e
NIH3T3.

Para isso, foram cultivadas 2 x 10* células em placas de Petri, as quais foram
mantidas a 37 ° C em uma atmosfera de 5% de CO,. O mesmo método para a substituicdo do
meio de cultura por extratos e periodos experimentais (24 h, 48 h e 72 h) mencionados na
secdo 4.1.3 foram utilizados neste experimento. Apo6s cada periodo experimental, a
morfologia celular foi avaliada usando um microscépio éptico (Olympus, CKX41, Toquio,
Japdo). As imagens obtidas foram analisadas com relacdo a morfologia celular de acordo com

sua forma, extens@es de citoplasma e contato fisico entre si.

415  Caracterizacgao fisico-quimica do V,0s

Para melhor compreenséo dos resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular e
avaliacdo de morfologia celular, o p6 comercial de pentdxido de vanadio foi caracterizado de

acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas.
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Assim, para investigar as composi¢fes quimicas e estruturais deste po, analises de
difracdo de raios-X (XRD, do inglés X-ray diffraction) foram realizadas utilizando um
difratdmetro da marca Rigaku, modelo D / MAX 2100 PC, com radiacao CuKoa, uma tensao
de 40 kV, uma corrente de 20 mA, uma fenda de divergéncia de 1°, uma fenda receptora de
0,3 mm e um filtro de niquel. Utilizou-se uma faixa de varredura angular de 20-100°, com
passos de 0,02° e um tempo fixo de 1,6 s/passo.

Com o intuito de obter informacdes sobre a morfologia e dimensédo das particulas de
pentoxido de vanadio, analises de microscopia eletronica de varredura (SEM, do inglés
scanning electron microscopy) foram realizadas em um microscopio equipado com canhao
emissdo de campo (FEG, do inglés filed emission gun), da marca JEOL, modelo 7500F (1 nm
de resolucdo teorica), operando a uma tensdo de 5 kV para aquisicdo de imagens.

Além disso, apds a mistura do pentoxido de vanadio em p6 com o meio de cultura de
células, medidas de pH da mistura resultante, bem como de todas as diluicdes posteriores,
foram realizadas usando um medidor de pH (Eutech Instruments, pH700). Por fim, analises
por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) foram
realizadas (equipamento Jobin Yvon Activa M), para determinar a quantidade real de vanadio

dissolvida nos meios de cultura de células.

416  Especiagdo ionica

Utilizando os dados fornecidos pelas medidas de pH e a concentracdo total de
vanadio ([V] total) nos meios de cultura de celulas, determinada pelo ICP-OES, foi possivel
realizar a simulagdo das espécies ibnicas de vanadio presentes em ambos os meios de cultura
de células a partir do software HySS (ALDERIGHI et al., 1999). Complementarmente,
também foram utilziadas as constantes hidroliticas para as espécies ionicas de V¥ (vanadio em
seu estado de oxidagdo +5) definidas pela Equacdo 3, em que p e r representam numeros
inteiros  positivos  (ELVINGSON; GONZALES BARO; PETTERSSON, 1996;
PETTERSSON; ANDERSSON; GORZSAS, 2003; CRANS et al., 2004):

pH2VV04 + rH* S (H2VV04)p(H)r (Equacéo 3)

Também, considerando as composi¢des dos meios de cultura a-MEM e DMEM

(LEVINA; CRANS; LAY, 2017), foram identificados como ligantes em concentragdes
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relevantes: glicose, com até 25 mM em DMEM e piruvato, com até 1 mM em DMEM e
albumina de soro bovino (representadada por BSA, do inglés bovine serum albumin) com até
6 uM em DMEM. No entanto, com a suplementagdo em 10% dos meios de cultura com soro
fetal bovino (SFB), rico em albumina (380 uM), a concentragdo final média de BSA
considerada para as especiacdes foi de 40 uM. Isto porque o meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino pode conter uma concentragao total de 44 uM de
albumina (6 uM em DMEM + 38 uM em 10% de soro fetal bovino) ¢ o meio de cultura a-
MEM suplementado com o soro fetal bovino apresentard 38 puM de albimuna em sua
composicao (presente apenas no SFB).

Assim, considerando as concentracdes supracitadas, utilizando uma aproximacao
baseada em trabalhos anteriores de especiacdo que fornecem valores da constante K
(necessaria para a especiacdo) a pH 7,3 como K = 10*® para (H,VO,)(BSA), K = 1 para
(H2VOy)(glicose) e K = 20 para (H,VOy)(piruvato) (CRANS; BUNCH; THEISEN, 1989;
FERRER et al.,, 2008; JAKUSCH et al., 2010; DIAS et al., 2013) e uma faixa de
concentracdes de 1 a 100 uM para a quantidade total de vanadio dissolvida ([V]total), a
especiacdo em funcdo dos possiveis ligantes para os ions de vanadio em meio de cultura

também foi realizada.
4.2 Avaliacdo dos aspectos de degradacéo de ligas de titanio

De forma complementar a avaliacdo dos efeitos citotdxicos relacionados a exposi¢ao
de ions de vanadio as células dos tecidos 6sseo (osteoblastos) e conjuntivo (fibroblastos) de
camundongo, optou-se por avaliar também, neste trabalho, alguns aspectos relacionados a
degradacdo superficial de materiais metalicos baseados em titanio utilizados (ou em estudo e
desenvolvimento para utilizacdo) como implantes pela industria biomédica.

Especificamente, avaliou-se o comportamento com relacdo & tribocorrosdo para a
liga Ti-6Al-4V e, alternativamente, para uma liga sem a adi¢cdo de vanadio, atualmente
estudada por um grupo de pesquisas da Unesp de Bauru, a liga Ti-15Zr-15Mo.
Complementarmente, as influéncias exercidas pela modificagdo superficial (por micro-arco
oxidacgdo) da liga Ti-15Zr-15Mo sobre seu comportamento com relagdo a tribocorrosao
também foram estudadas.

A seguir estdo descritos os materiais e métodos utilizados para obtencéo/preparacao

das amostras, para a modificacdo superficial da liga Ti-15Zr-15Mo e para 0s ensaios de
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tribocorrosdo, bem como as caracterizagOes realizadas para todas as amostras antes e depois
dos ensaios.

4.2.1 Amostras

A Tabela 6 apresenta a descricdo das amostras utilizadas nesta etapa do trabalho,
bem como suas respectivas nomenclaturas. Cabe aqui ressaltar que as amostras de Ti-6Al-4V
utilizadas tém origem comercial (VSMPO TIRUS, Estados Unidos) e as ligas de Ti-15Zr-
15Mo, com e sem modificacdo superficial, foram processadas e cedidas pelo Laboratério de
Biomateriais e Anelasticidade da Unesp de Bauru (CORREA, 2015; XAVIER, 2016).

Tabela 6: Descricdo das amostras utilizadas nos testes de tribocorroséo.

Descricdo da amostra Nomenclatura
Ti-6Al-4V Ti-64
Ti-15Zr-15Mo TZM
Ti-15Zr-15Mo (Anodizada) TZM-ST

4.2.2  Preparagéo da liga Ti-15Zr-15Mo

As amostras de Ti-15Zr-15Mo foram sintetizadas a partir da fusdo por arco voltaico
dos precursores metélicos de cada elemento na propor¢do adequada (determinada a partir de
uma balanca analitica) para obtencéo da composi¢do desejada.

Assim, foram utilizados como precursores: (i) titanio, da marca Sandinox, na forma
de barras cilindricas com 3,18 mm de didmetro, classificado como ASTM F67 (grau 2), (ii)
zirconio, da marca Goodfellow, na forma de folhas com 0,25 mm de espessura e 99,2% de
pureza e (iii) molibdénio, também da marca Goodfellow, na forma de fios com 1 mm de
didametro e 99,95% de pureza. Antes da fusdo, processos de decapagem quimica e lavagem
ultrassénica foram adotados como forma de limpeza e remocgdo de impurezas e Oxidos das
superficies dos materiais precursores.

Ap0s a preparacdo dos metais precursores e determinacdo das proporgdes adequadas,
0s mesmos foram colocados em um cadinho de cobre e posicionados dentro da camara de um
forno a arco-voltaico e entéo foi iniciado um processo alternado de vacuo (10 Torr) e purga

com gés argonio para limpeza do interior da cdmara. Ap0s este processo, realizou-se a fusao
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da liga Ti-15Zr-15Mo. A liga final obtida apresentou um modulo de elasticidade de 74+4 GPa
e dureza (Vickers) de 398+3 HV. (CORREA, 2015; XAVIER, 2016).

4.2.3  Modificacéo superficial da liga Ti-15Zr-15Mo

A modificagdo superficial da liga Ti-15Zr-15Mo foi realizada por anodizagéo por
micro-arco oxidacdo (MAO), de acordo com o método utilizado por Alves e colaboradores
(ALVES et al., 2013), para obtencdo de uma superficie porosa e incorporacdo de elementos
bioativos, nomeadamente célcio (Ca) e fosforo (P), elementos naturalmente presentes nos
0ss0s. A incorporacdo de tais elementos, de acordo com alguns estudos, pode aprimorar a
biocompatibilidade e osseointegracdo de um implante metalico (ALVES et al., 2013, 2015;
OLIVEIRA et al., 2015b; RIBEIRO et al., 2015).

A anodizacdo das ligas Ti-15Zr-15Mo foi realizada em uma solugéo aquosa contendo
0,02M de B-glicerol fosfato de di-sodio penta-hidratado (B-GP, C3H;Na,OgP - 5H,0) e 0,35M
de acetato de calcio monohidratado (CaA, Ca(CH3CO;) - 2H,0) da Sigma-Aldrich. Para o
tratamento MAO, uma fonte de alimentacdo DC (Agilent N5772A) foi ajustada em 300 V
com uma corrente limitante de 2,5 A.

As amostras (anodo), sem qualquer tipo de tratamento prévio, foram completamente
imersas no eletrélito e uma folha de platina foi utilizada como catodo. A distancia entre os
eletrodos foi fixada em 8 cm. O tratamento foi realizado durante 1 min a temperatura
ambiente e agitacdo magnética (ALVES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015b).

4.2.4  Caracterizagdo das amostras

As ligas metélicas em estudo foram caracterizadas fisico-quimicamente de acordo
com a sua estrutura cristalina por difracdo de raios-X (XRD) em um difratbmetro da marca
Rigaku, modelo D/MAX 2100 PC, com radiacao CuKa, uma tensao de 40 kV, uma corrente
de 20 mA, uma fenda de divergéncia de 1°, uma fenda receptora de 0,3 mm e um filtro de
niquel. Utilizaram-se varreduras angulares de 10-100° para as amostras Ti-6Al-4V e TZM e
de 20-100° para a amostra TZM-ST, com passos de 0,02° e um tempo fixo de 3,2 s/passo.
Ademais estas amostras foram caracterizadas com relagdo a sua microestrutura, morfologia

superficial e composicdo quimica via microscopia eletronica de varredura (SEM) em um
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microscopio EVO LS15 da Carl Zeiss, com filamento de tungsténio e espectrémetro Oxford
Inca X-ACT acoplado para anélises de espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDS).

425 Testes de tribocorrosao

Para os testes de tribocorrosdo, as amostras metalicas foram preparadas, de acordo

com o seguinte protocolo:

1. Todas as amostras foram polidas gradualmente até a lixa #1200 de carbeto de silicio
(SiC), com excecéo das amostras com modificacéo superficial.

2. Apds o polimento, as amostras foram lavadas em banho ultrassénico com etanol e
agua em ciclos de 10 minutos cada.

3. Para garantir as mesmas condicdes iniciais de teste, imediatamente apos a lavagem,
todas as amostras, com excecdo daquela modificada superficialmente, foram
separadamente atacadas quimicamente em uma solucdo consistindo de agua (H,0),
acido nitrico (HNOgs) e écido cloridrico (HCI), 1:1:1 em volume, durante
aproximadamente 20 segundos.

4. Apos o ataque quimico, as amostras foram novamente lavadas em banho ultrassénico
com etanol e agua em ciclos de 10 minutos cada. Por fim, as amostras foram

montadas em uma célula eletroguimica.

Os testes de tribocorrosdo foram realizados em um tribdmetro de deslizamento
alternativo do tipo pino-em-disco (CETR — UMT 2, Departamento de Engenharia Mecénica,
Universidade do Minho) pelo menos 24 (+2) h ap6s o ataque quimico para cada amostra.

Os parametros eletroquimicos dos testes foram monitorados através de medidas de
potencial de circuito aberto (OCP) por um potenciostato da marca Gamry Instruments. Para
IS0, as amostras de Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST atuaram como eletrodos de trabalho em uma
configuracdo de trés eletrodos, sendo os eletrodos complementares um eletrodo de referéncia
do tipo calomelano saturado (SCE = +244mV/NHE, Hg/Hg,Cl,/solugédo saturada de KCI) e
um eletrodo de platina como contra-eletrodo.

Utilizou-se como eletrdlito para os testes de tribocorrosdo, uma solugdo tampéo de
fosfato salino (PBS) fresca. O eletrolito foi preparado a partir da dissolucdo de cloreto de
sodio (NaCl, 8 g/L), cloreto de potassio (KCI, 0,2 g/L), fosfato de di-sodio (Na;HPO,, 1,44
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g/L) e fosfato de potassio (KH,PO4, 0,24 g/L) em &gua deionizada. Além disso, esferas de
alumina (10 mm de didmetro) foram utilizadas como contra-corpo de deslizamento sobre as
superficies das amostras metalicas.

Por fim, foram adotadas como condi¢des de teste uma carga normal de 1N, uma
frequéncia de 1 Hz, um comprimento total para o deslizamento de 600 um, um tempo de
deslizamento de 30 min e uma temperatura de 37+2 °C (temperatura corporal).

E importante ressaltar que antes de dar inicio ao deslizamento em cada teste, as
amostras mantidas no eletrélito e monitoradas de acordo com seu potencial de circuito aberto
(OCP) durante duas horas, até obter um potencial estdvel. Além disso, 0s testes de
tribocorrosdo para cada grupo de amostras foram realizados em triplicata.

Apbs os testes de tribocorrosdo, as amostras ja desgastadas, foram submetidas a
analises por microscopia eletrbnica de varredura (SEM) e espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X (EDS, do inglés energy-dispersive X ray spectroscopy) em um
microscopio FEI Quanta 650 com um espectrometro Oxford Inca ACT-X acoplado, para o
estudo da forma, dimensdo e composicdo quimica das pistas de desgaste obtidas. A
profundidade das pistas de desgaste para cada grupo de amostras também foi estudada a partir
de anélises de microscopia confocal, em um microscépio Leica, DCM 3D e profilometria 2D

em um profildmetro Veeco, Dektak 150.

4.3 Producéo e caracterizacédo dos produtos de desgaste

Ensaios de tribocorrosdo sobre as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo também foram
utilizados para a producéo de particulas de desgaste. Também, dada a importancia relacionada
as propriedades fisico-quimicas, sua relagdo com as propriedades do material a partir do qual
foram geradas e as influéncias sobre os efeitos desencadeados em um organismo vivo apds
sua interacdo com produtos de desgaste, as particulas obtidas a partir dos ensaios de
tribocorrosdo sobre as ligas em estudo foram extensivamente caracterizadas de acordo com
seu tamanho, morfologia, estrutura cristalina e composicao quimica.

Os métodos e condicdes dos testes utilizados para a producdo destas particulas, bem

como as caracterizagdes utilizadas séo descritos a seguir.
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4.3.1  Producéo dos produtos de desgaste

Amostras das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo (TZM) foram utilizadas para a
producdo de particulas de desgaste a partir de ensaios de tribocorrosdo. O mesmo protocolo
descrito na se¢éo 4.2.5 foi adotado para a preparagédo destas amostras. Ademais, uma solucéo
tampdo de fosfato salino (PBS) fresca, cuja preparagdo também esta descrita na secéo 4.2.5,
foi utilizada como eletrélito para estes testes.

Diversos testes de tribocorrosdo (sem duragdo de tempo fixa) foram realizados para
producdo dos produtos de desgaste em um tribdmetro de deslizamento alternativo do tipo
pino-em-disco (PLINT, Departamento de Engenharia Mecénica, Universidade do Minho).
Foram adotadas como condicdes de teste uma carga normal de 3N, uma frequéncia de 1 Hz,
um comprimento total para o deslizamento de 10 mm e uma temperatura de 37+2 °C

(temperatura corporal).

4.3.2  Caracterizacdo dos produtos de desgaste

Ao final de cada teste, o eletrolito utilizado, em que estavam dispersos os produtos
de desgaste gerados ao longo dos ensaios, foi recolhido e armazenado em um tubo Falcon (50
mL). As particulas foram entdo separadas a partir de centrifugacdo (7.500 rpm) e o
sobrenadante descartado.

Este processo foi repetido para todos os testes realizados sobre o mesmo tipo de
amostra e sempre que recolhido, o eletrolito era armazenado no mesmo tubo Falcon, de modo
a garantir que o conteldo total de particulas de desgaste produzidas e suas caracteristicas
fossem a média do total de testes realizados. Ao fim de todos os testes, o contetdo total de
particulas de desgaste produzidas foi dividido entre varios eppendorfes (1,5 mL) e apos a
precipitacdo total das particulas, o sobrenadante de todos os tudo foi evaporado.

Depois de coletadas, as particulas de desgaste foram caracterizadas de acordo com
seu tamanho, morfologia e composicdo quimica a partir de microscopia eletrénica de
varredura (SEM) e espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) em um microscopio
FEI Quanta 650 com um espectrometro Oxford Inca ACT-X acoplado. Adicionalmente, estas
particulas também foram caracterizadas de acordo com sua estrutura cristalina a partir da
difracdo de elétrons (ED) realizada em um microscépio eletrénico de transmissdo (TEM, do

inglés transmission electron microscopy) JEOL JEM-2100, operado a 200 kV. Em todos os
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casos de andlise via microscopia eletronica, as amostras foram dispersas em etanol e pingadas
sobre o substrato adequado (substratos de silicio (Si) para SEM e grade de cobre (Cu) para
TEM).

Como padrdo de comparacdo, particulas comerciais de Ti-6Al-4V (Electro Optical
Systems) também foram caracterizadas segundo os mesmos critérios que as particulas de

desgaste.

4.4 Remocéo de endotoxinas

Como descrito nas secbes 2.4 e 2.5 deste trabalho, a interacdo das células dos tecidos
ao redor de um implante metalico (osteoblastos e fibroblastos) e células do sistema imune
(macrofagos) com particulas de desgaste e/ou endotoxinas pode desencadear algumas reacoes
em comum, como por exemplo, a producdo de citocinas pré-inflamatdrias por parte destas
células. Desta forma, a coexisténcia de ambos estes agentes pode conduzir a uma ma
interpretacdo dos resultados obtidos em ensaios bioldgicos, uma vez que a presenca de
endotoxinas adsorvidas nas superficies das particulas de desgaste pode potencializar a
producdo e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias especificas.

Para garantir que os resultados obtidos nas avaliagdes com relacdo a viabilidade
celular e producdo das citocinas interleucina 6 (IL-6) e prostaglandina E2 (PGE2) deste
trabalho estivessem estritamente relacionados a interacdo das células do tecido 6sseo humano
com as particulas de desgaste geradas a partir das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo,
tratamentos térmicos foram aplicados as mesmas para a remocao de endotoxinas.

As condicBes e equipamentos utilizados para os tratamentos térmicos aplicados as
particulas e os materiais e métodos relacionados aos ensaios de deteccdo de endotoxinas apds

tais tratamentos sdo descritos a seguir.

4.4.1  Tratamentos térmicos para remocao de endotoxinas

As particulas de desgaste obtidas a partir dos testes de tribocorrosdo descritos na
secdo 4.3.1 foram submetidas a tratamentos térmicos para a remocdo de endotoxinas
possivelmente adsorvidas em sua superficie em um calorimetro termogravimétrico de
escaneamento diferencial (TGA-DSC1 STAR, Mattler Toledo equipado com um sistema de

analise de gases Omini Star GSD320 — Pfeiffer Vaccum acoplado).
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Os paré@metros adotados nos tratamentos térmicos para remocdo de endotoxinas
seguem uma das recomendac6es da USP (United States Pharmacopeia).

As amostras foram colocadas em um cadinho de platina (Pt) e entdo submetidas a
uma temperatura de 180 °C, com rampa de aquecimento de 10 °C/min, durante 45 min em um
fluxo continuo controlado de argénio (Ar) de 50 mL/min, utilizado para prevenir o efeito de
oxidacdo superficial das particulas (GORBET; SEFTON, 2005; WILLIAMS, 2007; LI,
BORASCHlI, 2016).

4.4.2  Ensaios para detecgdo de endotoxinas

A presenca de endotoxinas possivelmente adsorvidas na superficie das particulas de
desgaste foi verificada através de ensaios baseados na sua reacdo com o lisado de amebdcitos
de Limulus (LAL, do inglés Limulus Amoebocyte Lysate). Nestes ensaios, uma enzima
presente nas células do sangue (amebdcitos) de uma espécie especifica de caranguejo
(caranguejo-ferradura, Limulus polyphemus) pode ser ativada pela presenca de endotoxinas
presentes em uma solucéo provocando coagulacao (LI; BORASCHI, 2016). Para este trabalho
foram adquiridos kits de testes LAL do tipo gel-clot com sensibilidades 0,06 EU/mL e 0,125
EU/mL (Genscript ToxiSensor, Single Test Kits).

De forma simples, ap6s a reacdo em condi¢des adequadas da solucdo contendo a
amostra com o contedo lisado (ja previamente determinado para cada sensibilidade) dos
tubos fornecidos neste Kit, a presenca de endotoxinas pode ser verificada qualitativamente
através da gelificacdo da mistura. A aquisicao de duas sensibilidades possibilitou uma analise
semi-quantitativa.

A verificacdo da presenca de endotoxinas adsorvidas sobre as superficies das
particulas de desgaste neste trabalho foi feita de acordo com o protocolo recomendado pelo

fabricante e descrito a seguir.

1. Em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar), o controle positivo foi preparado a
partir da reconsticui¢cdo do conteudo total de um vial do controle padrdo fornecido
pela Genscript (15 EU) em 1 mL de agua livre de endotoxinas (Lonza, EU/mL <
0,005). A solucéo resultante (15 EU/mL) foi agitada em vortex por 15 minutos para

completa homogeneizacéo.
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2. O controle positivo foi entdo seriadamente diluido em &gua livre de endotoxinas para
as concentracgdes finais iguais ao dobro das sensibilidades dos testes adquiridos, ou
seja, C1 =0,250 EU/mL e C2 = 0,125 EU/mL.

3. Apos esta etapa, 0,2 mL da solucdo C1 foram transferidos para um dos tubos do kit
de sensibilidade 0,125 EU/mL e 0,2 mL da solugdo C2 foram transferidos para um
dos tubos do kit de sensibilidade 0,06 EU/mL.

4. Também em ambiente estéril, as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-
15Mo foram misturadas a solucdo tampdo de fosfato salino (PBS) livre de
endotoxinas (Lonza, EU/mL < 0,01) em concentracGes dez vezes maiores do que
aquelas que seriam posteriormente utilizadas nos experimentos com células.

5. Depois disso, 0,2 mL de cada mistura (PBS + particulas de Ti-6Al-4V e PBS + Ti-
15Zr-15Mo) foram transferidos para tubos dos Kits de ambas as sensibilidades.

6. Por fim, todos os tubos foram tampados (controles positivos, amostras) e incubados
em banho-maria & 37+1 °C por 1 hora.

7. Ao fim do periodo de incubacdo, os tubos foram invertidos (180°) com intuito de
verificar uma reacdo positiva, indicada pela formacéo de um gel firme no fundo do

tubo, ou negativa, indicada pela ndo formacéo de gel.

4.5 Avaliacdo dos efeitos bioldgicos resultantes da interacdo entre osteoblastos

humanos e as particulas de desgaste

Apbs a coleta, caracterizacdo e tratamentos térmicos para a remocao de endotoxinas
possivelmente adsorvidas em sua superficie, as particulas de desgaste obtidas a partir dos
ensaios de tribocorrosdo com as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo foram utilizadas na
avaliagéo (in vitro) de alguns efeitos bioldgicos relacionados a sua interagédo com células do
tecido Osseo (osteoblastos) humanos. Dentre os efeitos avaliados estdo: influéncias sobre a
viabilidade celular (ensaios por reducdo de MTT e Live and Dead), avaliacdo da possivel
internalizacdo das particulas de desgaste pelas células (TEM) e a avaliacdo quantitativa da
producéo das citocinas pro-inflamatorias interleucina 6 (IL-6) e prostaglandina E2 (PGE2), a
partir de ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked

immunoabsorbent assay).
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Os detalhes relacionados as linhagens celulares utilizadas, o cultivo celular, bem
como 0s materiais e métodos utilizados nas preparagdes das células e amostras para 0s ensaios

realizados sao descritos a seguir.

45.1 Cultura de células

As seguintes linhagens celulares foram utilizadas para a avaliacdo in vitro dos efeitos
bioldgicos relacionados a sua interacdo com as particulas de desgaste das ligas Ti-6Al-4V e
Ti-15Zr-15Mo: osteoblastos humanos derivados de osteosarcoma (MG63, ATCC) e
osteoblastos normais de origem fetal (HOb, Sigma-Aldrich).

A Tabela 7 apresenta as condi¢6es de cultura para cada uma das linhagens utilizadas.

Tabela 7: Condic6es de cultura para as linhagens MG63 e HOb.

Linh . .
g]elslgaerm Meio de Cultura Suplementos Condicdes

Minimum Essential Soro fetal bovino (SFB), 10%

. . o 37 °C e atmosfera
MG63 Medium Eagle (o- Penicilina/estreptomicina, 1%

. . de 5% de CO,
MEM, Sigma-Aldrich) Anfotericina B, 1%

Human Osteoblast Soro fetal bovino (SFB), 10%

. . o 37 °C e atmosfera
HOb Growth Medium Penicilina/estreptomicina, 1%

_ _ de 5% de CO;
(Sigma-Aldrich) Anfotericina B, 1%

Antes de atingir confluéncia, ambas as linhagens celulares foram destacadas da
superficie do frasco de cultura por tripsinazacédo (0,04% de tripsina em uma solucao 0,25% de
EDTA, por 5 minutos) e contadas em um hemocitémetro.

Os efeitos bioldgicos relacionados a interacdo das particulas de desgaste com estas
linhagens celulares foram avaliados de acordo com: (i) as influéncias sobre a viabilidade
celular (ii) a possivel internalizacdo destas particulas pelas células e (iii) a producdo de
citocinas pré-inflamatorias resultantes desta interag&o.

E importante ressaltar que materiais livres de endotoxinas foram adquiridos
separadamente para realizacdo dos experimentos in vitro nesta etapa do trabalho, o que inclui:

frascos, placas, ponteiras, pipetas seroldgicas e reagentes.

72



45.2 Ensaios de viabilidade celular

Ensaios de viabilidade celular foram utilizados para avaliar os efeitos citotdxicos
resultantes da interacdo das particulas de desgaste com as linhagens celulares MG63 e HOb.

A primeira etapa para a avaliagdo de tais efeitos foi o levantamento de uma curva
dose-resposta para a viabilidade celular da linhagem MG63. Como esta linhagem possui taxa
de crescimento acelerado com relacdo a linhagem HOb, diversas concentracdes para 0s
materiais em estudo foram testadas para posterior selecdo e aplicacdo nos ensaios com 0S
osteoblastos normais (HODb).

A citotoxicidade relacionada a exposicao de particulas de desgaste (Ti-6Al-4V e Ti-
15Zr-15Mo) foi avaliada a partir de ensaios de viabilidade celular baseados na reducdo de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), nos quais a atividade
mitocondrial das células pode ser estimada através da leitura de absorbancia da conversdo de
MTT em seu produto formazan.

Complementarmente, a viabilidade celular também foi avaliada a partir de ensaios
Live and Dead, em que a discriminacdo de células vivas e células mortas ¢ feita a partir da
coloragdo fluorescente simultdnea com calceina-AM (verde, relacionada & atividade
intracelular) e homodimero de etidio (vermelho, relacionado a perda da integridade da

membrana citoplasmatica).

45.3  Grupos experimentais

Além das particulas de desgaste para as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo, particulas
comerciais para a liga Ti-6Al-4V (Electro Optical Systems) e pentoxido de vanadio (V20s,
Sigma-Aldrich, 99,99%), devidamente caracterizadas com relacdo aos mesmos parametros
que as particulas de desgaste, também foram utilizadas. Ademais, as particulas referentes a
estes grupos experimentais adicionais também foram submetidas aos mesmos tratamentos
térmicos para remogdo e testes para deteccdo de endotoxinas aplicados as particulas de
desgaste.

A Tabela 8 apresenta 0s grupos experimentais e suas respectivas nomenclaturas, as
concentracdes e periodos experimentais selecionados para os ensaios de viabilidade celular

com relagdo linhagem celular MG63.
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Tabela 8: Grupos experimentais e suas respectivas nomenclaturas, concentracdes e periodos experimentais

selecionados para os ensaios de viabilidade com a linhagem celular MG63.

Grupos Experimentais Concentracgoes Periodos
(Nomenclatura) (ng/mL) (dias)
Particulas comerciais de Ti-6Al-4V 100
_ 50 1
Particulas de desgaste Ti-6Al-4V 10 5
Particulas de desgaste Ti-15Zr-15Mo 1 3
0,5 7
V205 0,1

Cada um dos materiais (livres de endotoxinas) a ser testado foi misturado a solugédo
tampao de fosfato salino (PBS) na proporcdo de C1 = 1000 pug/mL (solucédo stock). Apoés esta
etapa, as solucdes stock para cada um dos materiais passou por diluicBes seriadas (C2 a C6)
em PBS para concentracfes dez vezes maiores que as concentracdes finais a serem testadas,
ou seja, C2 =500 ug/mL, C3 =100 pg/mL, C4 =10 pg/mL, C5 =5 ug/mL e C6 = 1 pg/mL.

As concentracGes finais de 50 e 10 pg/mL e periodos experimentais de 1 e 7 dias
foram escolhidos para a linhagem HODb a partir dos resultados obtidos para a linhagem MG63.
A Tabela 9 apresenta 0s grupos experimentais e suas respectivas nomenclaturas, as
concentracdes e periodos experimentais selecionados para os ensaios de viabilidade celular

com relagdo linhagem celular HOb.

Tabela 9: Grupos experimentais e suas respectivas nomenclaturas, concentragdes e periodos experimentais

selecionados para os ensaios de viabilidade com a linhagem celular HOb.

Grupos Experimentais Concentracdes Periodos
(Nomenclatura) (ug/mL) (dias)

Particulas comerciais de Ti-6Al-4V

Particulas de desgaste Ti-6Al-4V 50 3

Particulas de desgaste Ti-15Zr-15Mo 10 !

V705
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4.5.4  Viabilidade celular por reducéo de MTT

Para os ensaios por reducdo de MTT, 3 x 103 células foram cultivadas em 100 uL de
seus respectivos meios de cultura nos pocos de uma placa de 96 pogos, as quais foram
mantidas a 37 °C numa atmosfera de 5% de CO,. Ap06s 24 h, o meio de cultura dos pogos foi
substituido por 90 uL de meio fresco com a adi¢do de 10 uL das solugdes C1 a C6 (dez vezes
mais concentradas), resultando nas concentrac@es finais a serem testadas. O esquema utilizado
para diluicdo das solugdes contendo os materiais de teste para as concentracdes finais

desejadas nos pocos da placa de cultura é ilustrado na Figura 8.

SBBEcoeeERes] l
000000000000 r— Apés 4b

EOOOOOOOOOOOO 90 pL de Telo fresco 90 pLL di meio fresco

F OOOOOOOOOOOO 10 uL de C1 = 1000 pg/mL 10 pL de C2 = 500 pg/mL
GOOOOOOOOOOOQ Concentracio Final Concentracéo Final
L0.0.00.00000000 100 g S0 g

Células cultivadas em 100 pL de meio fresco
37°C /5% CO2/24h

Figura 8: Esquema para diluicdo das amostras nas concentraces finais desejadas para os testes in vitro.

Apbs cada periodo experimental, o meio condicionado contendo as particulas para
cada grupo experimental foi recolhido. Depois, adicionou-se 100 uL. de meio fresco contendo
10% de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL) a cada poco e as placas de cultura foram
novamente incubadas a 37 °C durante 4 h. Apds este intervalo de tempo, o meio foi removido
e 50 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados a cada pogo. Por fim, apds 30 min, a
densidade dptica foi medida a 550 nm com um leitor de microplacas multi-modo Synergy H1
baseado em monocromador (Bio-Tek).

Cada grupo experimental foi testado pelo menos em triplicata. Como grupo controle
positivo, utilizou-se apenas meio de cultura celular suplementado. Adicionalmente, uma
duplicata de pocos contendo as particulas em meio de cultura para cada uma das
concentracgdes testadas foi utilizada para determinar possiveis influéncias das particulas sobre

0 ensaio colorimétrico de MTT.
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O software Origin 7.0 foi utilizado para calcular as diferengas entre conjuntos de
dados com base na analise de variancia (ANOVA), teste Tukey. Valores de P inferiores a 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

455 Ensaio Live and Dead

Este ensaio foi realizado tanto para a linhagem MG63 quanto para a linhagem HOb
apos 24h do contato direto destas células com 0s grupos experimetais e concentracdes
descritas nas Tabelas 8 e 9.

Brevemente, apds o periodo de tempo mencionado (24h), o meio de cultura celular
dos pocos foi removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS. Depois disso, foram
adicionados a cada pogo 50 pL de calceina-AM (2 uM) e 50 uL de homodimero de etidio.
Apo6s 15 minutos, os pogos foram analisados em um microscépio confocal de fluorescéncia
(Leica DM16000-CS), usando o filtro a 488 nm para a fuorescéncia da calceina-AM e 594 nm

para a fuorescéncia do homodimero de etidio.

456 Avaliacdo da internalizacéo de particulas pelos osteoblastos humanos (HOb)

Para a avaliacdo da possivel internalizacdo das particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e
Ti-15Zr-15Mo, osteoblastos humanos da linhagem HOb foram cultivados nos pocos de uma
placa de 24 pocos na densidade de 2x10* células/mL e mantidos & 37°C e atmosfera de 5% de
CO,. Apos este periodo, assim como descrito na se¢do 4.5.4, o meio de cultura foi substituido
pelo meio condicionado contendo as particulas de desgaste na concentracdo de 50 ug/mL e as
células foram novamente incubadas. Para o grupo controle, apenas meio de cultura fresco foi
adicionado aos po¢os.

Apo6s um periodo de 24h, as celulas foram destacadas da superficie dos pogos desta
placa por tripsinizacao (0,04% de tripsina em uma solucdo 0,25% de EDTA, por 5 minutos) e
centrifugadas a 2000g por 10 minutos. Posteriormente, o pellet celular obtido para cada um
dos grupos (controle, particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e particulas de desgaste de Ti-15Zr-
15Mo) foi fixado (2,5% de glutaraldeido por 2h), pos-fixado (2% de tetroxido de dsmio,
0s0,), desidratado gradualmente em etanol e incorporado em Epon, usando procedimentos

padréo.
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A partir de um ultra-micrétomo, sec¢des transversais ultra-finas (100nm) das
amostras foram obtidas e posicionadas sobre grades de cobre padrdo para analises de
microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Por fim, os cortes obtidos foram contrastados a
partir de acetato de uranilo (UO,(CH3COO), 2H,0) e acetato de chumbo (Pb(C,H30,),) e
analisados em um microscépio eletrénico de transmissao Carl Zeiss EM 10A, operado a uma
tensdo de 60 KV para obtengéo de imagens.

45.7  Ensaios ELISA para avaliacédo da producéo de citocinas pro-inflamatorias.

A producdo das citocinas interleucina 6 (IL-6) e prostaglandina E2 (PGE2) por
osteoblastos normais (linhagem celular HOb) foi avaliada (in vitro) ap6s a interacdo destas
células pelos periodos de 3 e 7 dias com as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-
15Mo e particulas comerciais de Ti-6Al-4V, sendo todas as particulas livres de endotoxinas.

Para isso, 0 meio de cultura condicionado, ou seja, 0 sobrenadante dos pogos da
placa de cultura utilizada para o ensaio de MTT contendo as particulas destes materiais em
meio de cultura nas concentracbes de 50 e 10 pg/mL foi recolhido apds os periodos
experimentais selecionados (3 e 7 dias) e congelado para posterior utilizacdo em ensaios de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked immunoabsorbent assay).
Ademais, dois grupos controle contendo endotoxinas nas concentracdes 50 ng/mL e 100
ng/mL também foram considerados.

Kits referentes a cada uma das citocinas a serem analisadas foram adquiridos: IL-6
Human ELISA Kit, Novex e Prostaglandin E2 Human ELISA Kit, Novex. Ambos os ensaios
foram realizados de acordo com os procedimentos indicados nos protocolos fornecidos pelo

fabricante e anexados ao final deste trabalho (Anexos).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacao da citotoxidade de ions de vanadio e sua especiacdo idnica em meios

de cultivo celular

O pentdxido de vanadio (V.Os) pode ser eventualmente considerado como um
produto de desgaste resultante dos processos de degradacdo sobre a liga Ti-6Al-4V in vivo
(CVIJOVIC-ALAGIC et al., 2016). Assim, como mencionado na se¢do 4.1.2, o p6 comercial
de V,0s foi utilizado para estudar as possiveis espécies idnicas de vanadio liberadas em
solugdes fisioldgicas (meio de cultura celular) e os efeitos citotoxicos resultantes da interagéo
destes agentes quimicos com as células das linhagens MC3T3-E1 e NIH3T3.

Para isso, este pd foi inicialmente caracterizado de acordo com algumas de suas
propriedades fisico-quimicas, nomeadamente, tamanho, morfologia e estrutura cristalina.
Neste sentido, os resultados obtidos para estas caracterizacbes séo apresentados a seguir.

A Figura 9 apresenta o padrdo de difracdo de raios-X para o pé comercial de V,0s, a
partir do qual a identificacdo dos picos observados permitiu a indexacdo de sua estrutura

cristalina como ortorrdbbica shcherbinaite (nimero de PDF 41-1426).

— V.0, (Aldrich 99,99%) - PDF 41-1426 l

Intensidade (u. a.)

I.J .l l‘.l ll nuahk...A

0. .20 - 30 40 50 60 70 80 90
20 (graus)

Figura 9: Difratograma de raios-X para o pentdxido de vanadio comercial (V,0Os).
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As andlises dimensionais e morfoldgicas para o pentdxido de vanéddio comercial,
realizadas por microscopia eletronica de varredura (SEM) séo apresentadas nas Figuras 10 A

e 10 B, respectivamente.

40

304

20

Frequéncia (%)

05 1.0 15 20 25 3.0 35 40 45 50 55
Tamanho Médio Particula (um)

Figura 10: (A) Histograma para tamanho médio das particulas comerciais de V,0s e (B) Imagem de microscopia

eletrdnica de varredura (SEM) para estas particulas.

A partir da Figura 10 A, é possivel observar que o pé comercial de pentoxido de
vanadio apresenta uma ampla distribuicdo para o tamanho médio de particula, com tamanhos
variando desde escala submicrométrica a alguns micrometros, embora a maioria das particulas
(~75%) apresente tamanho médio entre 1 - 2,5 um. Além disso, de acordo com a Figura 10 B,
pode notar-se que as particulas de V,0s apresentam uma morfologia irregular, muitas vezes
com bordas pontiagudas.

Como ilustrado na Figura 7, ap0s a caracterizacao fisico-quimica inicial, as particulas
comerciais de pentoxido de vanadio foram adicionadas a tubos Falcon contendo os meios de
cultura o-MEM e DMEM na proporcdo de 20 mg/mL (stock) e entdo incubadas a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO, durante 24h. Durante este periodo, uma parte da quantidade total do
po dissolveu-se nos meios de cultura e o contelido restante precipitou-se no fundo dos tubos.
Entdo, uma membrana de 0,22 um foi utilizada para separacdo dos meios de cultura contendo
o0s ions de vanadio dissolvidos a partir das particulas (meios de cultura condicionados) do
contetdo precipitado ao fundo dos tubos.

Levando em consideracdo a caracterizacdo apresentada na Figura 10, acredita-se que a
utilizacdo desta membrana de 0,22 um para filtragem dos meios de cultura condicionados foi
suficiente para garantir somente a presenca de ions de vanadio dissolvidos nos mesmos, uma
vez que ndo foram observadas particulas menores que 0,5 um nas analises por microscopia

eletrbnica de varredura.
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Depois de filtrados, os meios de cultura condicionados (contendo espécies idnicas de
vanadio dissolvidas) passaram por diluicdes em série (fator de diluicdo de 10x), para 0s
valores finais de D1 = 10" a D5 = 10°. Ent#o, os valores de pH para as solucdes stock e suas
respectivas diluicbes em cada meio de cultura foram medidos. Os valores obtidos séo

mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de pH para a solucdo stock de V,0s e suas respectivas diluicbes em ambos os meios de

cultura.
a-MEM DMEM

Apenas meio de cultura 7.5 7.8
Stock (20mg/mL.) 6.7 6.8
D1=10! 7.3 7.4

D2 = 10? 7.3 7.4

D3 =10° 7.3 7.5

D4 = 10* 7.3 7.4

D5 = 10° 7.3 7.4

De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, é possivel notar que a adi¢ao do
V2,05 a ambos os meios de cultura celular nas misturas stock promoveu uma diminuicdo
imediata nos seus respectivos valores de pH. As mudancas observadas para os valores de pH
destas solugbes estdo provavelmente relacionadas a um processo de dissolucdo acelerada do
pentoxido de vanadio nas primeiras 24 h, em que um grande nimero de ions foi liberado para
0s meios de cultura. No entanto, apés as diluicbes em série, os sistemas foram capazes de se
adaptar rapidamente e valores proximos dos valores nominais para cada meio de cultura
celular foram novamente estabelecidos.

Ademais, analises de espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) foram realizadas para as solucdes stock de V,0s. O intuito de tal analise
foi verificar a quantidade total de vanadio [(V)total] efetivamente dissolvida em nesta
solucdo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11, em que também sdo

apresentadas as concentracOes esperadas para as diluicdes D1 a D5 para cada meio de cultura.

80



Tabela 11: Resultados de espectrometria de emisséo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) para
as concentrac@es totais reais de vanadio em ambos os meios de cultura utilizados nos experimentos.

Concentracao molar real de vanadio nos meios de cultura celular (M)

a-MEM DMEM

Stock (20mg/mL) 1.5 x 107 2,3 %107
D1=10 1.5x10° 2,3x10°

D2 = 10° 1.5x 10" 2,3x10*

D3 =10° 1.5x10° 2,3x10°

D4 =10 1.5x10° 2,3x10°

D5 =10° 1.5 x107 2,3%x 107

Conforme pode ser observado a partir da Tabela 11, as concentragdes molares
esperadas para cada uma das diluicdes da mistura stock de V,0s em DMEM, o meio de
cultura para a linhagem NIH3T3, variam entre D1 = 2,3x10° M e D5 = 2,3x10” M, valores
ligeiramente maiores que aqueles para as mesmas diluigdes em a-MEM, 0 meio de cultura
para a linhagem celular MC3T3-E1, que variam entre D1 = 1,5x10° M e D5 = 1,5x107 M.

De acordo com alguns autores (GHONEIM et al., 2012; CVIJOVIC-ALAGIC et al.,
2016), quando em contato com solucdes fisiologicas, especialmente na presenca de ions
cloreto (CI"), 0 V,0s é prontamente dissolvido. Assim, a dissolucéo significativa do pentoxido
de vanadio nas solucGes stock para ambos os meios de cultura considerados pode ser
justificada pelo contetdo elevado de cloreto (~120 mM). Ademais, a obtencdo de uma
concentracdo ligeiramente maior para o vanadio no meio de cultura DMEM com relacdo ao
meio de cultura a-MEM pode estar relacionada ao maior contettdo de alguns componentes
(albumina e glicose) deste primeiro meio de cultura.

As solugdes (extratos) com diluigdes D1 a D5 da mistura stock de V,0s nos meios de
cultura a-MEM e DMEM foram utilizadas para os ensaios de viabilidade celular com as
linhagens MC3T3-E1 e NIH3T3, respectivamente. Os resultados obtidos para estes ensaios
sdo apresentados a seguir.

A Figura 11 apresenta os resultados do ensaio de MTT para a linhagem MC3T3-E1.
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MTT MC3T3-E1

Absorbancia (550 nm)

Positive  Negative D5 D4 D3 D2 D1
Control Control

Grupos Experimentais

Figura 11: Resultados para o ensaio de viabilidade celular para linhagem MC3T3-E1 apds incubacdo com 0s

extratos de V,0s,

Observagéo: * significa p < 0,05 comparado ao controle positivo para 24h, + significa p < 0,05 comparado ao

controle positivo para 48h e ° significa p < 0,05 comparado ao controle positivo para 72h).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, é possivel observar que 0s
extratos obtidos a partir da incubacgdo de p6 comercial V,05 com o meio de cultura (a-MEM)
demonstraram um efeito negativo global sobre a viabilidade celular da linhagem MC3T3-E1
para as duas menores diluicdes da solucdo stock, D1 = 10' (1,5x10° M) e D2 = 10?
(1,5%10™* M). A completa morte celular nos periodos experimentais de 48 h e 72 h para estas
duas concentracdes, aléem e uma diminuicdo significativa na viabilidade D2 e completa morte
celular para D1 foram observadas no periodo de 24 h. Ademais, para estas duas diluicdes,
nenhum efeito de recuperacéo foi observado ao longo do tempo.

Por outro lado, as trés maiores diluicBes da mistura stock de V,0s em a-MEM, ou
seja, D3 = 10° (1,5x10° M) a D5 = 10° (1,510 M), ndo mostraram influéncia significativa
na viabilidade celular.

As analises de microscopia oOptica para etes mesmos grupos experimentais
corroborou os resultados observados nos ensaios MTT. As imagens obtidas sdo mostradas na

Figura 12.
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Figura 12: Imagens de microscopia Optica para a linhagem celular MC3T3-E1: (A) Controle pbsitivo
apos 72h, (B) células expostas ao extrato na diluigdo D3 apds 72h, (C) células expostas ao extrato na diluicdo D2

apos 24h e (D) células expostas ao extrato na diluicdo D1 ap6s 24h. (Barra de escala de 100 pum).

A partir da Figura 12 B, pode-se observar que, mesmo ap0s o periodo experimental
méaximo (72 h), ndo h& diferengas significativas na morfologia celular para os osteoblastos
tratados com o extrato D3 = 10° (1,5x10™ M) com relagdo ao grupo controle (Figura 12 A).
No entanto, mudancas significativas podem ser destacadas para D2 = 10? (1,5x10* M),
mesmo nas primeiras 24 horas experimentais (Figura 12 C), em que danos as membranas e
extensdes citoplasmaticas podem ser observados, juntamente com um grande ndmero de
células mortas, confirmando os resultados obtidos com o MTT. Essas modificacGes
morfoldgicas aparecem mais evidentes para D1 = 10%(1,5%x10 M) para as quais as imagens de
microscopia optica (Figura 12 D) mostraram danos morfolégicos mais severos para 0s pré-
osteoblastos MC3T3-E1 ainda viaveis, bem como um nimero quase total de células mortas.

A Figura 13 aprsenta os resultados para viabilidade celular para os fibroblastos de

NIH3T3 expostos aos extratos de V,0s nas mesmas concentracdes D1 a D5.
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Figura 13: Resultados para o ensaio de viabilidade celular para linhagem NIH3T3 apds incubagdo com os

extratos de V,0s,

Observagéo: (* significa p < 0,05 comparado ao controle positivo para 24h, + significa p < 0,05 comparado ao

controle positivo para 48h e ° significa p < 0,05 comparado ao controle positivo para 72h).

Quando comparados aos resultados de viabilidade celular para a linhagem MC3T3-
E1 (Figura 11), os dados apresentados na Figura 13 apontam diferengas significativas para o
comportamento das células da linhagem NIH3T3, que aparentam ser mais sensiveis a
exposicao aos extratos de V,0s,

Os resultados apresentados na Figura 13 apontam para uma diminuigéo significativa
na viabilidade das células da linhagem NIH3T3 a partir da diluicdo D3 = 10° (2,3x10™° M) em
todos os periodos experimentais, enquanto o mesmo efeito com relagéo a linhagem MC3T3-
E1 s6 foi observado para a diluicdo D2 = 10° (2,3x10™ M). A analise da Figura 13 também
evidencia a completa morte celular para as duas menores diluigdes do extrato de V,0Os,
nomeadamente, D1 = 10" (2,3x10° M) e D2 =10° (2,3x10™* M) em todos os experiodos
experimentais, exceto para D2 ap6s 48h. Ademais, um aumento notavel na viabilidade foi
registrado para as células da linahagem NIH3T3 apds a exposicdo ao extrato de V,0s na
diluicdo D5 = 10° (2,310 M), principalmente ap6s o periodo experimental de 72 h.

A morfologia celular para esta linhagem também foi avaliada por microscopia optica

e os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 14.
84



Figura 14: Imagens de microscopia Optica para a linhagem celular NIH3T3: (A) Controle positivo
apos 72h, (B) células expostas ao extrato na diluigdo D4 apds 72h, (C) células expostas ao extrato na diluicdo D3

apos 24h e (D) células expostas ao extrato na diluicdo D1 apds 24h. (Barra de escala de 100 pum).

A partir da Figura 14B, é possivel observar que a exposicdo até a diluicdo D4 = 10*
(2,3x107 M) da solucéio stock de V,Os ndo provoca alteragdes significativas na morfologia
das células da linhagem NIH3T3 em comparac¢do ao grupo controle (Figura 14A). No entanto,
danos morfolégicos severos (perda da forma poligonal/fusiforme, auséncia de extensdes
citoplasmaticas e grandes espacos intercelulares) foram induzidos nestas células quando
expostas aos extratos de V,0s a partir da diluicio D3 = 10° (2,3x10° M), mesmo apds o
periodo experimental de 24 h (Figura 14C). Por fim, a completa celular, previamente
observada no ensaio de MTT para a diluicdo D1 = 10" (2,3x10° M) pode ser vizualizada na
Figura 14D.

Para obter uma melhor compreensdo dos resultados de viabilidade e morfologia
celular apresentados nas Figuras 11-14 e utilizando os dados fornecidos nas Tabelas 10 e 11 a
especiacdo idnica para o vanadio foi calculada a partir do software HySS (ALDERIGHI et al.,
1999) com a utilizacdo das constantes de estabilidade para espécies idnicas de vanadio
hidrolisadas da Equacdo 3 (ELVINGSON; GONZALES BARO; PETTERSSON, 1996;
PETTERSSON; ANDERSSON; GORZSAS, 2003; CRANS et al., 2004).
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A especiacdo realizada permite identificar as espécies idnicas de vanddio em cada
um dos meios de cultura utilizados nos testes de viabilidade para ambas as linhagens
celulares, a partir da suposicao simplificada de que ndo existem ligantes potenciais para tais
especies, 0 que de fato ndo é verdadeiro.

Os resultados para a especiacdo idnica mencionada séo apresentados na Figura 15
para as concentragGes de vanadio mais altas (diluicdo D1), intermediérias (diluicdo D3) e

mais baixas (diluicdo D5) em ambos os meios de cultura.
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Figura 15: Especiacéo idnica para o vanadio em diferentes concentragbes para ambos os meios de cultura
celular: (A) D1 = 1.5x10°M em a-MEM, (B) D5 = 1.5x10"' M em a-MEM, (C) D1 = 2,3x10*M em DMEM,
(D) D5 = 2.3x10" M em DMEM.

Observando as Figuras 15 A e C, € possivel notar uma distribuicdo complexa para
especies ibnicas de vanadio nas concentragdes mais elevadas para ambos 0s meios de cultura
celular, com a presenca de pelo menos nove espécies idnicas diferentes, como se segue:
(H2VOu)1oHe™, (H2VOa)ioHs™, (H2VO.)s", (HoVOa)™, (HoVOa), (HVO,)*, (HVOa)s™,
(HVOL.)Hs™, e (HVO,),".
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No entanto, considerando os valores de pH relevantes para este trabalho (entre 7,3 e
7,4), as espécies (HaVO4)ioHs™ e (H2VO4)10Hs> podem ser desconsideradas. Ademais,
conforme mostrado nas Figuras 15 B e D, para concentragdes mais baixas, a quantidade de
espécies idnicas de vanadio diminuiu consideravelmente, e os meios de cultura celular
condicionados foram compostos predominantemente por (H2VO,) e (HVO,)?.

Para obter uma melhor compreensao da distribuigcdo das espécies idnicas de vanadio
em termos de porcentagens em ambos os meios de cultura de células, seus respectivos valores

foram tracados como uma fungédo das espécies existentes. Os resultados sdo mostrados na

Figura 16.
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Figura 16: Quantificacdo das espécies ibnicas (%) em pH~7 para cada meio de cultura celular. Linhas da mesma
cor representam a mesma concentragdo para ambos os meios de cultura, diferindo apenas pelo tipo de traco
(sélido para o-MEM e pontilhado para DMEM).

A partir da Figura 16, € possivel observar que as ocorréncias para todas as espécies
ibnicas de vanadio seguiram a mesma tendéncia geral para todas as concentracbes em ambos
0s meios de cultura de células, embora tenha sido observado um comportamento diferente
para D1 (linhas vermelhas), que apresentou maior quantidade de (H,VO4),* em DMEM em

comparagao com o-MEM e um valor menor de (H,VO,)". Esta observacdo € suportada pelas

Figuras 15 Ae C.
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De forma complementar aos resultados apresentados na Figura 15, em que a
especiacao ionica foi realizada a partir da suposicéo simplificada de que ndo existem ligantes
potenciais para as espécies idnicas de vanadio em o-MEM e DMEM, uma simulacdo
adicional (considerando compostos com concentracdes relativamente relevantes: BSA, glicose
e piruvato) foi realizada para determinagdo quantitativa das espécies ibnicas de vanadio e
possiveis ligantes em meio de cultura. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 17.

Nesta figura, os simbolos (BSA), (Glu) e (Pyr) referem-se aos compostos albumina
de soro bovino, glicose e piruvato, respectivamente. Ademais, as concentracdes relacionadas a
cada um destes compostos e as constantes adotadas para aos mesmos para a realizacdo da

especiacdo, sdo descritos na secéo 4.1.6.
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Figura 17: Especiacéo idnica para o vanadio e potenciais ligantes nos meios cultura celular utilizados neste

trabalho.

De acordo com a Figura 17 € possivel observar que, mesmo considerando a presenca
de potenciais ligantes para os ions de vanadio em meio de cultura, as espécies idnicas mais
relevantes ainda sio H,VO, e HVO,*. Além disso, a maior parte destas espécies ndo se
encontra ligada (em torno de 80% para H,VO, e 10% para HVO,?, independentemente da
concentracdo total de vanadio). Ademais, € possivel apontar valores entre 7-8% da quantidade
total de H,VVO, ligado a BSA e entre 2-4% para H,VVO, ligado a glicose e piruvato.

Avaliando o conjunto de resultados obtidos, ndo é possivel apontar que o efeito
citotoxico mais pronunciado observado para as células da linhagem NIH3T3 em comparacao
as células da linhagem MC3T3-E1 (Figuras 11-14) esteja relacionado a presenca de diferentes
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espécies ibnicas de vanadio. Isto porque a andlise da Figura 16 permite constatar que as
espécies ibnicas presentes para ambos os meios de cultura na diluicdo D3 da solucéo stock de
V,0s 530 essencialmente as mesmas, ou seja, (H,VO4) e (HVO4)*, e em concentragdes muito
préximas. No entanto, a diluicdo D3 em DMEM conduziu a uma significativa diminuicdo na
viabilidade celular para a linhagem NIH3T3, enquanto a mesma diluicdo D3 em a-MEM né&o
apresentou 0 mesmo efeito.

Assim, acredita-se que as diferencas em citotoxicidade com relacdo aos ions de
vanadio observadas para estas duas linhagens celulares esteja exclusivamente ligada as
diferencas na quantidade total de vanadio dissolvido nos meios de cultura utilizados nos
ensaios para cada uma delas. Segundo a Tabela 11, a concentracdo total para o vanadio
dissolvido no meio de cultura para a linhagem NIH3T3, DMEM foi 2,3x10®° M, o que é
ligeiramente maior que a concentracdo total de vanadio dissolvido no meio de cultura para a
linhagem MC3T3-E1, o-MEM (1,5x107° M).

No passado, outros autores também investigaram a influéncia de compostos e ions de
vanadio com relacdo a diferentes linhagens celulares. Cortizo e colaboradores (CORTIZO et
al., 1997) avaliaram a proliferacdo celular e alteracbes morfologicas em fibroblastos de
camundongo Swiss-3T3 expostos a trés espécies idnicas de vanadio diferentes (vanadato,
vanadil e pervanadato), em concentracdes variando de 2,5x10° M a 100x10° M. De acordo
com os resultados obtidos em seu trabalho, estes autores apontam um efeito proliferativo para
todos os materiais testados em concentragdes entre 2,5x10° M e 25x10° M, mas também
efeitos citotoxicos, bem como alteraces morfologicas significativas para vanadato e
pervanadato em concentracdes acima de 50x10° M.

Ivankovi¢ e colaboradores (IVANKOVIC et al., 2006) também avaliaram a
citotoxicidade do pentéxido de vanadio com relacdo a cinco linhagens celulares diferentes
(V79, L929, FSAR, SCCVII e B16F10) em concentracdes de 20x10° M e 100x10° M. Esses
autores observaram uma acentuada diminui¢do da viabilidade celular em todas as linhagens
celulares testadas a concentracdo de 100x10° M e a 20x10°® M para as linhagens V79, L929,
FsaR e B16F10. O mecanismo proposto para a citotoxicidade observada foi a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species).

Neste trabalho, acredita-se que o mecanismo pelo qual os ions de vanadio interagem
com as células, diminuindo sua viabilidade, seja atraves da sua interféncia com o ciclo e
manuntencdo celular em processos relacionados a outro ion reconhecidamente essencial para

estes processos, o fosfato (PO4>).
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As semelhancas estruturais entre as espécies idnicas vanadato (VO,*) e fosfato
(PO,*), bem como de seus analogos protonados HVO,*/HPO,* e H,VO4/H,PO, séo
largamente reportadas na literatura cientifica. Do ponto de vista geométrico, esses dois anions
compostos por uma estrutura tetraédrica simples, também ndo sdo muito diferentes. Assim,
ions vanadatos podem ocupar sitios naturalmente ocupados por ions fosfatos em moléculas de
organismos vivos (REHDER, 2013; PESSOA; ETCHEVERRY; GAMBINO, 2015).

Vanadatos e suas espécies protonadas sdo estaveis entre pH 1 e 10 e sdo assimiladas
por organismos vivos no sistema de transporte de anions de fosforo (CONTRERAS-
CADENA et al., 2014). Além disso, diferentes espécies idnicas de vanadio estdo ligadas a
regulacdo de processos dependentes de fosfatos, tais como processos metabdlicos envolvendo
fosfatases (fosfotirosina fosfatase, PTP) e quinases (proteina tirosina quinase, PTK)
(ELBERG,; LI; SHECHTER, 1994; KREJSA et al., 1997; SRIVASTAVA; MEHDI, 2005;
FERRER et al., 2006; MCLAUCHLAN et al., 2010; SRIVASTAVA; KUMAR; ROY, 2014).
Esses processos, como por exemplo, controle celular e expressdo génica, sdo modulados por
via de sinalizacdo, com fosforilagdo e desfosforilacdo das proteinas/enzimas, podendo ser
alteradas pela presenca de vanadio (ELBERG; LI; SHECHTER, 1994; KREJSA et al., 1997)

As semelhancas estruturais entre os ions vanadato e fostafato (protonados) sdo

apresentadas na Figura 18.
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Figura 18: Analogia entre vanadatos e fosfatos (Adaptado de PESSOA; ETCHEVERRY; GAMBINO, 2015).

Neste trabalho, as espeécies ibnicas identificadas nos meios de cultura foram
essencialmente vanadatos e suas diferentes espécies protonadas. Assim, pode hipotetizar-se
que, para concentragdes variando de 107 M a 10° M (D5 e D4), pelo menos até 72 h, as
células de ambas as linhagens celulares estudadas (NIH3T3 e MC3T3-E1) podem absorver e

processar as espécies idnicas de vanadio sem lesdo ou morte celular significativa. No entanto,
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concentracdes de vanéadio entre 10° M e 10° M (D3 a D1) exercem efeitos negativos na
viabilidade e morfologia das células da linhagem NIH3T3, enquanto os mesmaos efeitos sobre
as celulas da linhagem MC3T3-E1 s6é comecaram exercidos em uma concentracdo 10 vezes
maior, ou seja, variando de 10* M e 10° M (D2 a D1).

O estudo da citotoxicidade de espécies idnicas liberadas a partir do pentdxido de
vanadio neste trabalho esté relacionado a possibilidade de ocorréncia tal evento in vivo, uma
vez que a camada passiva sobre a superficie de implantes metalicos baseados na liga Ti-6Al-
4V pode contém tal 6xido. Com relacdo a este tema, é relatado na literatura cientifica que em
pacientes com proteses baseadas nesta liga e funcionando adequadamente, uma concentracdo
de vanadio de 288 ng/mL (cerca de 6 uM ou 6x10° M) pode ser encontrada na capsula
articular. No entanto, para pacientes em que este dispositivo médico ndo esta funcionando
adequadamente, essa concentracdo aumenta para 1.514 ng/mL (cerca de 30 uM ou 3x 10° M)
(HALLAB et al., 2001).

Assim, considerando esta informacgdo e com base nos conjunto de resultados obtidos
nesta etapa do trabalho, é possivel apontar que, de acordo com o modelo testado (células de
camundongo, in vitro), a exposicao de células dos tecidos ao redor de um implante metalico
(fibroblastos) a fons de vanadio em concentracdes muito proximas (D3 = 2,3x10™ M) aquelas
passiveis de ocorréncia in vivo (3x10° M) (HALLAB et al., 2001) para pacientes que
apresentam o mau funcionamento de sua prétese baseada na liga Ti-6Al-4V, pode representar

riscos significativos a saude.
5.2 Avaliacao dos aspectos de degradacao

As Figuras 19 A, B e C apresentam os resultados para as caracterizagcfes iniciais
(antes da realizacdo dos testes de tribocorrosdao) com relacéo a estrutura cristalina por difracéo

de raios-X (XRD) para as amostras das ligas metalicas Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST,

respectivamente.
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Figura 19: Difratogramas de raios-X para as amostras (A) Ti-6Al-4V, (B) Ti-15Zr-15Mo (TZM) e (C) Ti-
15Zr-15Mo com modificacéo superficial (TZM-ST).

Como é possivel observar a partir da Figura 19 A, a amostra Ti-6Al-4V apresentou
uma composic¢ao mista entre as fases o (hexagonal) 44-1288, respectivamente. A amostra Ti-
15Zr-15Mo (Figura 19 B), por outro lado, apresentou somente a presenca da estrutura
cristalina cubica do tipo B (cubica) para o titanio, em que os picos observados foram
indexados pelo cartdo tedrico PDF 44-1288.

No padréo de difracdo de raios-X referente & amostra TZM-ST e mostrado na Figura
19 C, picos referentes ao dioxido de titanio (TiO,) também foram identificados. Este oxido,
formado durante o processo de anodizacdo sobre a superficie da amostra TZM-ST esta
presente nas fases cristalinas anatase e rutilo (ambas tetragonais), as quais foram indexadas
pelos cartbes tedricos PDF 89-4203 e 21-1276, respectivamente. Além disso, considerando a
intensidade relativa dos picos presentes para cada fase do dioxido de titanio, a fase rutilo

aparenta estar presente em maior quantidade.
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O resultado apresentado na Figura 19 C difere significativamente dos resultados
obtidos por Alves e colaboradores (ALVES et al., 2013) em que filmes de TiO, foram
crescidos sobre a superficie de Ti-cp a partir da mesma técnica (MAO) e metodologia
utilizadas neste trabalho. Estes autores verificaram que a camada Oxida de TiO, obtida sobre o
titinio comercialmente puro, apesar de apresentar uma composicdo mista entre as fases
cristalinas anatase e rutilo, era predominantemente composta pela fase cristalina anatase. Isto
indica que as caracteristicas do substrato (estrutura cristalina, composi¢cdo e microestrutura)
podem influenciar as caracteristicas da camada ¢éxida de didxido de titanio crescida em sua
superficie pela técnica de micro arco oxidacéo.

A Figura 20 apresenta as analises de microestrutura e morfologia superficial obtidas
por microscopia eletronica de varredura (SEM) para as amostras das ligas metélicas de Ti-
6Al-4V e TZM e a Figura 21 apresenta 0 mesmo tipo de analise para a amostra de Ti-15Zr-
15Mo com maodificacdo superficial (TSM-ST), respectivamente. Estas figuras referem-se a
caracterizacdo de microestrutura destas amostras antes da realizagdo dos testes de

tribocorroséao.

Figura 20: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura (elétrons secundarios) para as amostras (A) Ti-6Al-

4V e (B) TZM, sendo ambas atacadas quimicamente em uma solu¢do H,O:HNO3:HF, 1:1:1.

Figura 21: Imagens de microscopia eletronica de varredura para a amostra TZM-ST: (A) elétrons secundarios e

(B) elétrons retroespalhados.
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As Figuras 20 A e B apresentam as imagens obtidas por microscopia eletronica de
varredura para as amostras Ti-6Al-4V e TZM, a partir das quais é possivel observar
diferencas significativas. A microestrutura observada para a amostra Ti-15Zr-15Mo (gréos e a
presenca clara de contornos de grdo) é caracteristica para o titdnio em sua estrutura cristalina
cubica de corpo centrado (B) (XAVIER et al., 2017). Da mesma forma, a microestrutura
observada para a amostra Ti-6Al-4V (uma composicdo de duas microestruturas distintas
indicadas pelas setas) na Figura 20 A também é caracteristica para o titanio composto pelas
estruturas cristalinas hexagonal (o) e ctibica de corpo centrado () (RODRIGUES, 2013).

A partir da Figura 21 A, é possivel observar que a anodizagdo por micro-arco
oxidacdo da amostra TZM-ST promoveu a 0 crescimento de uma estrutura porosa em sua
superficie, em que poros semelhantes a vulcGes interconectados encontram-se presentes. Esta
estrutura porosa refere-se a camada de didxido de titanio formada na superficie da liga Ti-
15Zr-15Mo e anteriormente ja constatada na analise por difracdo de raios-X (Figura 19 C). A
Figura 21 B, referente a imagem obtida por elétrons retroespalhados, em que o contraste
observado esta relacionado as diferencas em composicdo quimica, evidencia que esta
superficie apresenta homogeneidade em termos de composicao.

Apesar de apresentar diferencas com relacdo a proporcdo de fases cristalinas
presentes (Figura 19 C) daquela verificada por Alves e colaboradores (ALVES et al., 2013), a
morfologia da camada 6xida de TiO, sobre a superficie liga Ti-15Zr-15Mo ¢, de forma geral,
semelhante aquela obtida para o dioxido de titanio sobre o Ti-cp verificada por estes autores.

As amostras Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST também foram caracterizadas de acordo
com sua composi¢do quimica, via espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS). Os
resultados permitiram identificar os elementos presentes e a composicdo média de cada uma
das ligas em estudo. Para isso, espectros em cinco regies diferentes em cada uma das trés

amostras de cada grupo foram tomados. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 12: Composicdo quimica semi-quantitativa (EDS) para as amostras em estudo.

Amostra Ti-6Al-4V TZM TZM-ST
Elemento Conteudo (% em peso)
Ti 89,6 £0,5 68,5+ 0,2 349+1,6
Al 6,4+0,3 - -
\% 4,4+0,6 - -
Zr - 15,8 +0,2 -
Mo - 15,7+0,1 -
O - - 50,4+1,6
Ca - - 9,8+0,8
P - - 53+£0,5

A partir dos dados da Tabela 12 foi possivel verificar que a liga Ti-6Al-4V apresenta
uma composi¢do quimica dentro dos limites indicados pela ASTM (88,5 a 90,5% em peso
para o Ti, 5,5 a 6,5% em peso para o0 Al e 3,5 a 4,5% em peso para 0 V) e que a liga de TZM
foi processada de acordo com a composicao pretendida (aproximadamente 15% em peso para
0 zirconio, 15% em peso para 0 molibdénio e 70% em peso para o titdnio). Também a partir
desta tabela, foi possivel verificar a incorporacdo dos elementos bioativos (Ca e P) na camada
oxida de TiO, sobre a superficie da liga TZM-ST. Adicionalmente, a razdo (em porcentagem
atdbmica) entre os elementos bioativos incorporados a esta superficie foi determinada como
aproximadamente (Ca/P) =1,4 £ 0,2.

Apbs a caracterizacdo fisico-quimica inicial, todas as amostras foram submetidas aos
testes de tribocorrosdo. Nestes testes, 0 comportamento eletroquimico dos materiais em
estudo foi avaliado a partir do registro de curvas para o potencial de circuito aberto (OCP)
antes, depois e apds o periodo de deslizamento para todas as amostras. A Figura 22 apresenta

as curvas representativas obtidas para cada grupo de amostras (Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST).
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Figura 22: Curvas de potencial de circuito aberto (OCP) registradas antes, durante e apds o deslizamento nos
testes de tribocorrosdo para as amostras Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST.

Analisando o grafico da Figura 22, e considerando-se os 180 segundos iniciais,
observa-se o0 potencial de estabilizacdo para as amostras Ti-6Al-4V (preto), TZM (vermelho)
e TZM-ST (azul), cujos valores correspondem a aproximadamente 0, -200 mV e +150 mV,
respectivamente. Este potencial estavel esta relacionado com a formacdo de uma camada
Oxida passiva protetora na superficie das amostras quando as mesmas sdo colocadas em
contato com o eletrolito e iniciam seu processo de corrosdo. Em geral, quanto maior o valor
para este potencial de estabilizacdo, menor é a tendéncia de corrosdo para um material
especifico. Desta forma, pode-se dizer que dentre as amostras testadas, aquela que possui
maior tendéncia a corrosdo (no inicio do teste) é a liga TZM e a que possui menor tendéncia a
corrosdo (no inicio do teste) € a amostra TZM-ST, ambas com relacdo a amostra Ti-6Al-4V,
que apresenta um potencial de estabilizacdo intermediario entre TZM e TZM-ST.

Quando o deslizamento € iniciado (ap6s os 180 segundos iniciais), hd uma queda
abrupta para os valores de potencial para as amostras Ti-6Al-4V e TZM e valores proximos a
-700 mV sé&o atingidos para ambas as amostras, enquanto ndo é possivel observar nenhuma
alteracdo significativa no potencial registrado para a amostra TZM-ST, que é mantido até o

termino e apds o deslizamento.
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A queda abrupta no potencial para as amostras Ti-6Al-4V e TZM esta relacionada a
remo¢do da camada Oxida de passivacdo (formada na superficie das amostras durante o
periodo de estabilizacdo) pela acdo do desgaste mecéanico promovido pelo deslizamento do
contra-corpo (esfera de alumina) sobre a superficie das amostras (MISCHLER, 2008). A
mesma queda abrupta no potencial ndo foi observada para a amostra TZM-ST, pois a camada
Oxida de TiO, formada em sua superficie pela micro-arco oxidacdo foi capaz de promover
uma protecdo adicional com relacéo a corrosdo para esta amostra (ALVES et al., 2013, 2017;
OLIVEIRA et al., 2015b).

Durante o deslizamento, entre 180 e 1980 segundos, é possivel observar pequenas
oscilacdes para os valores de potencial registrados para as amostras Ti-6Al-4V e TZM. Estas
oscilacbes estdo relacionadas aos processos de destruicdo da camada passiva pela acdo do
deslizamento do contra-corpo (esfera de alumina) e repassivacdo da superficie das amostras
durante o periodo de deslizamento (CORREA et al., 2015). E possivel observar também, que
durante o deslizamento, ndo h& grandes diferengas entre os valores de potencial registrados
para estas duas amostras, o que indica que ndo ha diferenca significativa com relacdo ao
comportamento a tribocorrosao para as mesmas dutante este periodo.

Ao término do deslizamento, observou-se um aumento praticamente instantaneo no
potencial para as amostras Ti-6Al-4V e TZM, seguido por um periodo de estabilizacdo, em
que valores de potencial préximos aos valores de potencial de estabilizacdo registrados no
inicio do teste para cada uma das amostras sdo atingidos. Isto esta relacionado a repassivacao
da superficie apds o fim do deslizamento, através da formacdo de uma nova camada 6xida
protetora.

Correa e colaboradores (CORREA et al., 2016) estudaram o comportamento com
relacdo a tribocorrosdo para a liga Ti-15Zr-15Mo em compara¢do ao Ti-cp em fluido corporal
simulado, utilizando como parametros de teste uma carga normal de 1,5 N, frequéncia de 2
Hz e duracdo de deslizamento de 30 min. De acordo com o0s resultados obtidos por estes
autores, ndo ha diferencas significativas no comportamento com relacéo a tribocorroséo para a
liga Ti-15Zr-15Mo em comparacdo ao Ti-cp. No entanto, uma resisténcia & corroséo
significativamente menor durante o deslizamento (OCP ~1,2 V vs SCE) foi verificada para
esta liga em fluido corporal simulado e nas condicGes de teste adotadas por estes autores em
comparacéo a observada neste trabalho (OCP ~ 0,7 V vs. SCE).

Durante o periodo de deslizamento nos testes de tribocorrosdo, o coeficiente de

friccdo (COF) entre o contra-corpo e a amostra também foi monitorado e a evolu¢do dos
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valores registrados para cada uma das amostras em funcéo do tempo é apresentado na Figura
23. Matematicamente, o coeficiente de fricgdo registrado para estas amostras é dado pela

Equacdo 4, em que Fr € a forca tangencial ao deslizamento e Fy, a for¢a normal aplicada.

COF = g—T (Equacdo 4)
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Figura 23: Evolucdo do coeficiente de fricgdo ao longo do tempo durante o periodo de deslizamento nos testes de
tribocorrosdo para as amostras Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST.

De acordo com a Figura 23, as amostras TZM e TZM-ST apresentaram valores mais
elevados para o coeficiente de friccdo com relacdo aqueles registrados para a liga Ti-6Al-4V
durante todo o periodo de deslizamento (valores médios de 0,7 contra 0,4). Considerando que
os valores para o coeficiente de friccdo estdo relacionados a resisténcia ao deslizamento da
amostra com relacdo ao contra-corpo, pode-se dizer que as amostras TZM e TZM-ST
apresentam maior resisténcia ao deslizamento quando comparadas a amostra Ti-6Al-4V.

Ap0s os testes de tribocorrosdo, as triplicatas de todos os grupos foram lavadas em
banho ultrassdnico em ciclos de 10 minutos em agua e etanol e subetidas a analises de
microscopia eletrénica de varredura. As imagens representativas para as pistas de desgaste

obtidas, por elétrons secundarios (SE, do inglés secondary electrons) e por elétrons
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retroespalhados (BSE, do inglés back scattered electrons), para cada grupo séo apresentadas
na Figura 24.

Figura 24: Imagens de microscopia eletrénica de varredura (SEM) para as pistas de desgaste geradas durante 0s
testes de tribocorrosdo para as amostras: (A) Ti-6Al-4V (SE), (B) Ti-6Al-4V (BSE) (C) TZM (SE), (D) TZM
(BSE), (E) TZM-ST (SE) e (F) TZM-ST (BSE).

Analisando de forma geral as Figuras 24 A - D, é possivel notar que as pistas de
desgaste obtidas para as amostras Ti-6Al-4V e TZM sdo similares entre si na sua forma,
diferindo, no entanto em largura e comprimento. O tamanho médio calculado para a largura
das pistas de desgaste para o grupo de amostras de Ti-6Al-4V corresponde a 504 + 12 um,
enquanto o mesmo valor para o grupo de amostras TZM corresponde a 726 + 16 um.

Analisando as imagens das Figuras 24 B e D, que correspondem as analises por elétrons
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retroespalhados, em que o contraste obtido esta relacionado a composi¢do quimica, nota-se
que as amostras TZM apresentam regides mais oxidadas que a amostra Ti-6Al-4V (mais
regides escuras) e também mais residuos de desgaste em suas bordas.

Para o grupo de amostras TZM-ST, cuja imagem representativa € mostrada na Figura
24 E, um perfil completamente diferente com relacdo a pista de desgaste obtida é apresentado.
Para estas amostras foi possivel notar que a pista de desgaste foi significativamente menor em
termos de largura e comprimento que aquelas obtidas para as amostras Ti-6Al-4V e TZM,
indicando um dano menor a sua superficie, o que corrobora com os dados apresentados na
Figura 22, em que um melhor comportamento com relagéo a tribocorroséo foi registrado. Para
a amostra TZM-ST a largura média calculada corresponde a 361 + 32 um.

Também € possivel observar, a partir da Figura 24 F, a presenca de rachaduras nas
bordas da camada dxida porosa de TiO; presente sobre a superficie da amostra TZM-ST, além
da presenca de regifes mais claras em suas imagens de elétrons retroespalhados, que estdo
relacionadas a remoc¢do completa da camda porosa de TiO, e exposicao da superficie de liga
de Ti-15Zr-15Mo do substrato.

A comparacdo entre os valores calculados para as larguras das pistas de desgaste de

todas as amotras é apresentada na Figura 25.
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Figura 25: Largura média calculada para as pistas de desgaste de cada grupo de amostras.

Complementarmente, a Figura 26 (A-F) apresenta os perfis 3D representativos das
pistas de desgaste para as amostras Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST, obtidos por microscopia
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confocal e também os perfis graficos 2D para as mesmas amostras, obtidos a partir da técnica

de profilometria.
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Figura 26: Perfis para as pistas de desgaste: (A) 3D (confocal) e (B) 2D (profilometria) para a amostra Ti-6Al-
4V, (C) 3D (confocal) e (D) 2D (profilometria) para a amostra TZM, (E) 3D (confocal) e (F) 2D (profilometria)
para a amostra TZM-ST.

De acordo com os perfis 2D e 3D apresentados na Figura 26 para cada um dos
grupos de amostras nota-se que os valores para a profundidade média das pistas de desgaste
obtidas seguiram a mesma tendéncia que os valores obtidos para a largura média,

apresentados na Figura 25, ou seja, valores maiores para a profundidade média da amostra
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TZM, valores intermediérios para a amostra Ti-6Al-4V e valores menores para a amostra
TZM-ST. Os valores para profundidade média calculados para cada grupo de amostras foram:
8,3 £ 0,5 um para Ti-6Al-4V, 14 £ 0,7 um para TZM ¢ 4,7 + 0,6 um para TZM-ST.

A partir dos valores de profundidade e largura das pistas de desgaste, diametro da
esfera de alumina utilizada como contra-corpo para os testes de tribocorrosao e a area total de
desgaste calculada a partir dos perfis 2D para as amostras e fornecido diretamente pelo
software utilizado para as anélises de profilometria, os volumes de desgaste para as amostras
Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST foram calculados a partir da Equacdo 5 (DONI et al., 2013;
ALVES et al., 2017), em que AV ¢é a perda total de volume em um®, D é a profundidade
média, R é o raio da esfera de alumina, A4,, a perda de area média calculada a partir dos perfis
2D e | é a largura total para a pista de desgaste (600um). Os resultados obtidos sdo

apresentados graficamente na Figura 27.

AV = [%*n*EZ(SR—D)]+ A, * (Equagdo 5)
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Figura 27: Volume médio de desgaste para as amostras Ti-6Al-4V, TZM e TZM-ST.

Como sugerido pelos resultados apresentados na Figura 27, a amostra TZM
apresentou um volume médio de desgaste maior (8,5 + 2,0 um®), a amostra Ti-6Al-4V
apresentou um volume de desgaste médio intermediario (3,7 + 0,5 umS) e a amostra TZM-ST

um volume médio de desgaste menor (1,6 + 0,5 um3).
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Levando em consideragdo o conjunto de resultados obtidos, pode-se sugerir que o
desgaste mecénico resultante dos processos de tribocorrosdo € mais acentuado ou
provavelmente mais atenuado pelo processo de corrosdo para a amostra Ti-15Zr-15Mo (TZM)
do que para a amostra Ti-6Al-4V. Isto porque, apesar de ndo apresentar diferencas
significativas com relacdo ao comportamento eletroquimico quando comparada a liga Ti-6Al-
4V, valores significativamente maiores para a largura e volume de desgaste para esta liga
foram observados, o0 que pode estar diretamente relacionado as propriedades mecanicas da
liga Ti-15Zr-15Mo. No entanto, quando um processo de modificacdo superficial é adotado
para esta liga (amostra TZM-ST), seu comportamento com relacdo a degradacédo superficial é
melhorado significativamente, tanto em termos de corrosdo quanto em termos de desgaste

mecanico.
5.3 Producéo e caracterizacédo dos produtos de desgaste
Como descrito na secdo 4.3, as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo foram submetidas a

testes de tribocorrosdo para a producdo de particulas de desgaste. Na Figura 28 é possivel

observar a configuracao final apds 15h de teste para ambas as amostras.
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Figura 28: Configuracdo final das amostras (A) Ti-6Al-4V e (B) Ti-15Zr-15Mo apés 15h de teste para producéo

de particulas de desgaste.

Observando a Figura 28 é possivel notar que a quantidade de particulas de desgaste,
gue conferem o aspecto negro para o eletrolito utilizado no teste, € significativamente maior
para a amostra TZM (Figura 28 B) quando comparada a amostra Ti-6Al-4V (Figura 28 A). De
acordo com os dados verificados anteriormente para comprimento e volume de desgaste para
esta amostra (Figuras 25 e 27), isto pode ser considerado coerente, uma vez que esta amostra

aparenta ter menor resisténcia ao desgaste mecanico.
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As particulas de desgaste produzidas para cada uma das ligas testadas foram
submetidas a andlises por microscopia eletrénica de varredura (SEM) para avaliagdo de
parametros como tamanho, morfologia e composicao. Posteriormente, a estrutura cristalina
para cada um dos grupos de particulas de desgaste produzidas também foi avaliada a partir de
andlises por difracdo de elétrons (ED), em um microscopio eletrénico de transmissdo (TEM).

A Figura 29 apresenta algumas das imagens obtidas para as particulas de desgaste da
liga Ti-6Al-4V em diferentes magnificacdes.

Figura 29: Imagens de microscopia eletrnica de varredura para as particulas de desgaste obtidas a partir da liga
Ti-6Al-V. (A) andlise geral, (B) e (C) pequenos conjuntos de particulas em maior magnificacdo, (D) area
destacada em (C) em detalhes, (E) um conjunto de particulas maiores e (F) area destacada em (E) em detalhes.
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A partir da Figura 29 (A-C), é possivel observar que particulas de desgaste com uma
ampla faixa de distribuicdo de tamanhos foram obtidas a partir dos testes de tribocorroséo
sobre a liga Ti-6Al-4V. Isso, além de estar relacionado com os parametros de testes adotados
e propriedades do material em questdo, também esta relacionado aos mecanismos de desgaste
mecanico para a amostra.

Sobre esta questdo, na area destacada da Figura 29 A é possivel observar a presenca
uma particula grande e laminada, caracteristicas observadas com frequéncia para mais
particulas em outras imagens. De uma forma geral, as caracteristicas apresentadas por estas
particulas podem estar relacionadas a processos de clivagem e delaminacdo da amostra em
planos determinados. Assim, o deslizamento continuo ao longo dos testes, na presenca destas
particulas, pode atenuar os processos de desgaste mecanico, produzindo particulas menores e
em maior quantidade. Por fim, uma analise mais detalhada de diversas imagens obtidas para
esta amostra, revelou que as particulas de desgaste obtidas apresentam tamanhos variando
entre 1 e 15 um.

Particulas sub-micrométricas também foram verificadas sobre as superficies de
particulas maiores, como é possivel observar nas Figuras 29 D e F. De uma forma geral, a
geracgdo destas particulas pode estar relacionada ao mecanismo descrito no paragrafo anterior.
Além disso, estas particulas podem ficar fracamente aderidas sobre as superficies das
particulas maiores, como mostrado em detalhe na Figur 29 D, ou incrustrar-se nestas
superficies conferindo um aspecto rugoso as mesmas (Figura 29 F).

A presenca de rachaduras sobre as superficies das particulas de desgaste de Ti-6Al-
4V (Figura 29 E) corrobora a hipdtese de que fragmentos menores de particulas podem ser
gerados pela acdo do deslizamento continuo ao longo do teste.

Por fim, de acordo com a Figura 29, pode-se dizer que, de uma forma geral, as
particulas de desgaste obtidas a partir dos testes de tribocorrosdo sobre a liga Ti-6Al-4V
apresentam uma morfologia flocular, irregular e superficie predominantemente rugosa.

O tamanho médio para as particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V também foi
determinado a partir do levantamento de um histograma, mostrado na Figura 30, em que
foram consideradas as dimensdes transversais de 320 particulas. De acordo com 0 mesmo, a
maior parte das particulas obtidas apresenta tamanhos entre 1 e 5 um (~75%), sendo aquelas
com tamanhos entre 2 e 3 um as mais frequentes. As particulas sub-micrométricas verificadas
sobre a superficie de particulas maiores ndo foram levadas em consideracdo na elaboracéo

deste histograma.
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Figura 30: Histograma para o tamanho médio das particulas de desgaste de Ti-6Al-4V.

Anélises complementares para avaliagdo da composi¢do quimica das particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V foram realizadas a partir da técnica de espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X (EDS). Com relacédo a estas analises, a Figura 31 apresenta um espectro
representativo em que é possivel visualizar os elementos identificados para esta amostra. A
Figura 32, por sua vez, apresenta 0 mapeamento quimico para estes elementos para um
conjunto de particulas. Por fim, na Tabela 13, sdo apresentadas as analises semi-quantitativas
(porcentagens em peso) para cada um dos elementos identificados na composicdo quimica

destas particulas de desgaste (vinte regides analisadas).
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Figura 31: Espectro de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) para as particulas de desgaste de
Ti-6Al-4V.
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Figura 32: Mapeamento quimico para os elementos identificados nas particulas de desgaste de Ti-6Al-4V.

Tabela 13: Composicdo quimica média semi-quantitativa para as particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V.

Particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V

Elemento Ti (%p) Al (%p) V(%p) O (%p) P (%p) Na (%p)
Média 72,0 4,3 3,7 17,5 1,5 1,0
Desvio Padriao +42 +0,9 +1,4 +3,6 +0,6 +0,4

O espectro de EDS, apresentado na Figura 31, indica que na composi¢do quimica das
particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V estdo presentes os elementos quimicos: titanio (Ti),
aluminio (Al) e vanadio, correspondentes a composi¢do da liga, e também oxigénio (O),
fésforo (P) e sddio (Na). O oxigénio encontrado nas amostras esta provavelmente associado a
presenca dos 6xidos de titanio, aluminio e vanadio nas mesmas, o que é coerente com o fato
de que tais Oxidos sdo formados sobre a superficie desta liga (CVIJOVIC-ALAGIC et al.,
2016). A presenca dos elementos sodio e fosforo, por sua vez, esta relacionada a provavel
adesdo destes elementos, que constituem os sais dissolvidos no eletrolito utilizado durante os
testes de tribocorrosdo, nas particulas originadas.

A partir da Figura 32 ¢é possivel observar que ndo ha segregacdo dos elementos
identificados nas andlises de EDS, estando os mesmos distribuidos homogeneamente na
amostra em questdo. Ademais, a partir da Tabela 13, é possivel apontar que os elementos de
aluminio e vanadio preservam sua propor¢do em relacdo a composicdo original da liga Ti-
6Al-4V nas particulas de desgaste, enquanto o contetido de titanio é diminuido. Além disso, a

percentagem de elementos constituintes do eletrolito é inferior a 2% para cada elemento.
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Por fim, as particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V foram caracterizadas com
relacdo a sua estrutura cristalina, a partir da técnica de difracdo de elétrons. A Figura 33
apresenta o padrdo de difracdo obtido, bem como a particula selecionada para obtencdo do

mesmo.
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Figura 33: Padréo de Difragdo (A) obtido no eixo de zona [111] para uma Unica particula Ti-6Al-4V (B).

Na Figura 33 A, um padrao de difracdo caracteristico para materiais cristalinos pode
ser visualizado, em que o0s spots e/ou anéis observados estdo relacionados a presenca de
planos (ou familias de planos) cristalinos. Assim, de acordo com a indexacdo dos spots
presentes no padrdo de difracdo de elétrons apresentado nesta figura, é possivel verificar que
as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V preservam a mesma estrutura cristalina do material a
partir do qual sdo geradas, ou seja, uma fase hexagonal (o -Ti) e uma fase cubica de corpo
centrado (B-Ti).

As particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-156Mo também foram analisadas por
microscopia eletronica de varredura (SEM) e algumas das imagens obtidas para as mesmas

séo apresentadas na Figura 34.
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Figura 34: Imagens de microscopia eletronica de varredura para as particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo:

(A): andlise geral, (B) particulas mais bem dispersas, (C) e (D) conjuntos de particulas em detalhes.

De acordo com a Figura 34 (A-C), é possivel observar que as particulas de desgaste
obtidas para a liga Ti-15Zr-15Mo apresentam, em geral, tamanhos menores que aquelas
obtidas para a liga Ti-6Al-4V (Figura 29 A) nas mesmas condicdes de teste. Adicionalmente,
particulas sub-micrométricas ndo agregadas a superficie de particulas maiores foram
observadas para esta amostra.

A analise das diversas imagens obtidas para estas particulas revelou que a faixa de
distribuicdo de tamanhos para esta amostra esta entre 0,3 e 3,6 um, 0 que é significativamente
diferente do que foi observado para as particulas de Ti-6Al-4V, que apresentaram tamanhos
entre 1 e 15 um. Ao contrério, de forma similar as particulas de Ti-6Al-4V, particulas de
desgaste de Ti-15Zr-15Mo que aparentam ser o resultado da clivagem da amostra em planos
determinados também foram visualizadas (Figura 34 D). No entanto, para esta amostra, estas
particulas sdo menores e mais espessas.

Acredita-se que o mecanismo envolvido na geracdo das particulas de desgaste seja
semelhante para ambas as amostras, no entanto, devido as diferentes propriedades mecéanicas
e menor resisténcia ao desgaste mecanico constatado para a amostra Ti-15Zr-15Mo, a

clivagem da amostra durante o deslizamento nos testes de tribocorroséo, resulta na liberacdo
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de particulas menores, e que consequentemente tornam-se menores ainda quando sofrem o0s
efeitos do deslizamento continuo ao longo dos testes.

Ademais, de acordo com as imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas,
foi possivel verificar que a superficie das particulas de desgaste para a liga Ti-15Zr-15Mo
aparenta ser mais suave, ao contrario do que foi verificado para as particulas de desgaste da
liga Ti-6Al-4V, que apresentam uma superficie mais rugosa.

O tamanho médio para as particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo também foi

determinado a partir do levantamento de um histograma, mostrado na Figura 35.
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Figura 35: Histograma para o tamanho médio das particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo.

Para o levantamento do histograma da Figura 35 foram consideradas as dimensdes
transversais de 320 particulas e de acordo com este histograma, a maior parte das particulas
obtidas para a liga Ti-15Zr-15Mo apresenta tamanhos entre 0.6 e 1.5 pm (~65%).

Analises para a composi¢do quimica das particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo
sdo apresentadas nas Figuras 36 e 37 a seguir, nas quais € possivel observar, respectivamente,
0 espectro de espectroscopia de dispersdo de raios-X (EDS) e o mapeamento quimico dos
elementos para esta amostra. Adicionalmente, na Tabela 14 sdo apresentadas as analises semi-
guantitativas (porcentagens em peso) para cada um dos elementos identificados na

composicao quimica destas particulas de desgaste (vinte regides analisadas).
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Figura 36: Espectro de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) para as particulas de desgaste de
Ti-15Zr-15Mo.

Figura 37: Mapeamento quimico para os elementos identificados nas particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo

Tabela 14: Composi¢do quimica média semi-quantitativa para as particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo.

Particulas de desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo

Elemento Ti (%p) Zr(%p) Mo (%p) O (%p) Al (%p)
Média 51,7 13,3 13,2 17,9 3,2
Desvio Padrao +2.5 +14 +1,1 +273 +0,9

A partir do espectro de EDS apresentado na Figura 36, foi possivel identificar a
presenca dos elementos titnio (Ti), zircénio e molibdénio (Mo), correspondentes a

composi¢do nominal da liga a partir da qual as particulas de desgaste analisadas foram
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geradas. Ademais, também foi identificada a presenca de aluminio (Al) e oxigénio (O) para
estas amostras. O aluminio presente nas amostras estad relacionado com a contaminacao das
particulas de Ti-15Zr-15Mo por particulas de desgaste geradas a partir do contra-corpo
(Al,03) utilizado nos testes de tribocorrosao. O oxigénio, por sua vez, além de estar associado
ao oxido de aluminio do contra corpo, também pode estar relacionado a presenga dos 6xidos
de titanio, zircénio e molibdénio formados sobre a superficie da liga Ti-15Zr-15Mo.

A presenca do oOxido de aluminio derivado do desgaste mecanico da esfera de
alumina utilizada como contra-corpo nos testes de tribocorrosdo fica mais evidente no
mapeamento quimico dos elementos apresentado na Figura 37. Nesta imagem é possivel
distinguir claramente as particulas de Al,O; das particulas de Ti-15Zr-15Mo. Ademais,
também de acordo com esta figura, é possivel visualizar que todos os demais elementos
identificados para esta amostras estdo distribuidos homogeneamente sobre as particulas de
desgaste da liga.

A Tabela 12, por sua vez, mostra que, assim como aconteceu para as particulas de
desgaste da liga Ti-6Al-4V, as particulas de desgaste para a liga Ti-15Zr-15Mo também
apresentaram as proporcdes (em porcentagem em peso) correspondentes a composicdo
nominal da liga para os elementos zirconio e molibdénio.

A seguir, na Figura 38 é apresentado o padrdo de difracdo de elétrons para as
particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo. Ademais, a particula selecionada para obtencdo do

padrdo de difracdo também é mostrada.

Figura 38: Padrdo de Difracio (A) obtido no eixo de zona [110] para uma Unica particula de Ti-15Zr-15Mo (B).
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Assim como foi verificado para as particulas de desgaste da liga Ti-6Al-4V, de
acordo com os spots observados no padrdo de difracdo de elétrons mostrado na Figura 38 B,
foi possivel verificar que as particulas de desgaste de da liga Ti-15Zr-15Mo também
preservaram a mesma estrutura cristalina do material a partir do qual sdo geradas, ou seja,
uma estrutura cristalina ctbica de corpo centrado (B-Ti).

Complementarmente as analises com relacdo ao tamanho, morfologia e estrutura
cristalina para as particulas de desgaste das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo, particulas
comerciais de Ti-6Al-4V (Electro Optical Systems) também foram caracterizadas de acordo
com as mesmas caracteristicas. Os resultados obtidos séo descritos brevemente nos paragrafos
a sequir.

Na Figura 39 sdo apresentadas as imagens de microscopia eletrénica de varredura

(SEM) para esta amostra.

Figura 39: (A) e (B): Imagens de microscopia eletrénica de varredura (SEM) para as particulas comerciais de Ti-
BAI-4V.

De acordo com as imagens apresentadas na Figura 39 (A-B) é possivel verificar que
as particulas comerciais de Ti-6Al-4V apresentam morfologia esferica e superficie lisa e
regular. Ademais, foi verificado que os didmetros para as particulas desta amostra estéo
distribuidos entre 10 e 60 um.

Ainda com relagdo ao tamanho, a Figura 40 apresenta o histograma obtido a partir

das medidas de diametro para 220 particulas desta amostra.
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Figura 40: Histograma para o didmetro médio das particulas comerciais de Ti-6Al-4V.

A analise do histograma apresentado na Figura 40 revela que a maior parte das
particulas comerciais de Ti-6Al-4V apresentam didmetro médio entre 30 e 50 um (~74%).

A composicdo quimica destas particulas também foi avaliada a partir da técnica de
espectroscopia de dispersdo de raios-X (EDS) e os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 41 e Tabela 15, referentes ao espectro de EDS obtido e a analise semi-quantitativa para

a composicéo, respectivamente.

Spectrum 2

Figura 41: Espectro de espectroscopia de dispersdo de raios-X para as particulas comerciais de Ti-6Al-4V.
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Tabela 15: Composicdo quimica média semi-quantitativa para as particulas comerciais de Ti-6Al-4V.

Particulas comerciais de Ti-6Al-4V

Elemento Ti (%p) Al (%p) V (%p)
Média 90.1 55 4.3
Desvio Padréo 14 +19 +15

No espectro de EDS apresentado na Figura 41 estdo identificados todos os elementos
presentes na composi¢cdo nominal das particulas comerciais de Ti-6Al-4V, ou seja, titanio
(Ti), aluminio (Al) e vanadio (V). O pequeno pico de silicio (Si) observado nesta figura esta
relacionado ao substrato utilizado para deposicdo das particulas para as analises no
microscopio eletrénico de varredura. Ademais, de acordo com os resultados observados na
Tabela 15, as particulas comerciais de Ti-6Al-4V também preservam a propor¢cdo em peso
dos elementos com relacdo a sua composi¢do nominal.

Por fim, por representar um método de aquisicdo mais simples e barato que aquele
utilizado para as particulas de desgaste e por dispor de uma maior quantidade para esta
amostra, a estrutura cristalina para as particulas comerciais de Ti-6Al-4V foi avaliada a partir

da técnica de difracdo de raios-X (XRD) e o resultado obtido € apresentado na Figura 42.
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Figura 42: Difratograma de raios-X para as particulas comerciais de Ti-6Al-4V.
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A partir dos picos de difracdo observados na Figura 42, foi possivel verificar que,
como esperado, as particulas comerciais de Ti-6Al-4V possuem estrutura mista entre as fases
cristalinas a (hexagonal, PDF 65-6231) e 3 (cubica de corpo centrado, PDF 44-1288).

Considerando o conjunto de dados obtidos com relacdo a caracterizacdo dos produtos
de desgaste produzidos pelos ensaios de tribocorrosdo para as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-
15Mo, as seguintes conclus@es parciais podem ser apresentadas: (i) 0 mesmo mecanismo pode
ser apontado como responsavel pela producdo de desgaste por ambas as ligas, no entanto (ii)
as propriedades mecénicas para cada uma delas, individualmente, podem influenciar as
caracteristicas dos produtos obtidos, nomeadamente em termos de quantidade e tamanho.
Neste sentido, (iii) a quantidade de particulas produzidas pela liga Ti-15Zr-15Mo é
substancialmente maior do que aquela produzida pela liga Ti-6Al-4V. Além disso, (iv)
particulas significativamente menores também sdo obtidas para a primeira em comparagdo
com a segunda. Por fim, (v) as particulas de desgaste produzidas por ambas as ligas estudadas

neste trabalho mantém a estrutura cristalina dos materiais a partir do qual foram geradas.

5.4 Remocéo de endotoxinas

Conforme descrito na secdo 4.4.1, as particulas de desgaste obtidas a partir dos testes
de tribocorrosdo sobre as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo foram submetidas a um tratamento
térmico (180 °C, 45 min, atmosfera de argbnio) com o objetivo de remover endotoxinas
possivelmente adsorvidas em sua superficie.

Um conjunto completo de amostras, todas submetidas ao mesmo tratamento térmico,
incluindo a particulas de desgaste provenientes dos ensaios de tribocorrosdo, particulas
comerciais de Ti-6Al-4V e pentdxido de vanadio (V,0s) foram suspensas em solucdo tampéao
fosfato-salino (PBS) livre de endotoxinas nas concentragdes de 500 pg/mL e 100 ug/mL para
utilizacdo em ensaios baseados na reacdo com LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) do tipo gel-
clot.

A presenga de endotoxinas nas amostras acima do nivel de detec¢do do ensaio
utilizado (0,125 EU/mL ou 0,06 EU/mL) € verificada a partir de sua reacdo positiva ou
negativa com o lisado da enzima que reveste o fundo dos tubos de ensaio. Neste sentido, uma
reacdo positiva é caracterizada pela formacdo de um gel firme que permanece aderido no
fundo do tubo quando o mesmo € invertido (rotacionado 180°). Ao contréario, uma reacao

negativa é caracterizada pela ndo formacéo deste gel.
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A Tabela 16 apresenta os resultados para os ensaios LAL para cada um dos grupos

de amostras testados.

Tabela 16: Resultados para 0s ensaios baseados na reagdo com LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) para as

amostras submetidas ao tratamento térmico para remocao de endotoxinas.

Amostra Sensibilidade Sensibilidade
(Concentracao) 0,125 EU/mL 0,06 EU/mL
Reacdo positiva

(Formacéo de gel)

Controle (0,250 EU/mL) Né&o testado

Reacdo positiva

Controle (0,125 EU/mL) Né&o testado (Formaczio de gel)

Particulas comerciais de

Ti-6Al-4V (500 pg/mL) Reagao negativa Reagdo negativa
Particulas comerciais de Reagdo negativa Reacio negativa
Ti-6Al-4V (100 pg/mL)
Particulas de desgaste de Reaco negativa Reacio negativa
Ti-6Al-4V (500 pg/mL)
Particulas de desgaste de Reacdo negativa Reacio negativa
Ti-6Al-4V (100 pg/mL)
Particulas de desgaste de Reacdo negativa Reacio negativa
Ti-15Zr-15Mo (500 pg/mL)
Particulas de desgaste de Reacdo negativa Reacio negativa
Ti-15Zr-15Mo (500 pg/mL)
Particulas comerciais de V,0s Reaco negativa Reacio negativa
(500 pg/mL)
Particulas comerciais de V,0s Reacdo negativa Reacio negativa
(200 pg/mL)

A partir dos dados apresentados na Tabela 16 é possivel observar que os tratamentos
térmicos empregados sobre as particulas foram eficazes na remocdo de endotoxinas.
llustrativamente, a Figura 43 apresenta as caracteristicas dos tubos utilizados no ensaio para
deteccdo de endotoxinas, tanto para uma reacdo positiva (controle), quanto para uma reagédo

negativa (amostras).
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Figura 43: Tubos para os ensaios baseados na reacdo com LAL para verificacdo de endotoxinas (A) Controle
para sensibilidade 0,125 EU/mL e sua rea¢do positiva e (B) Amostra de Ti-15Zr-15Mo tratada termicamente

num tubo de teste com sensibilidade 0,125 EU/mL e sua reagdo negativa.

55 Avaliacdo dos efeitos bioldgicos resultantes da interacdo entre osteoblastos

humanos e as particulas de desgaste

Como mencionado na secdo 4.5.2, a primeira etapa para a avaliacdo dos efeitos
bioldgicos resultantes da interacdo entre as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15-Zr-
15Mo com osteoblastos foi o levantamento de uma curva dose-resposta para a viabilidade
celular da linhagem MGG63.

Desta forma, a citotoxicidade relacionada a exposicao das células desta linhagem as
particulas de desgaste foi avaliada a partir de ensaios de viabilidade celular por redugéo de
MTT. Nestes ensaios também foram considerados grupos experimentais para particulas
comerciais de Ti-6Al-4V e pentdxido de vanadio (V20s).

A Figura 44 apresenta os resultados obtidos para este ensaio com relacdo as
particulas de desgaste de Ti-6Al-4V.
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Figura 44: Resultados para o ensaio de viabilidade celular da linhagem MG63 com relacdo as particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V.

Observacdo: * significa p<0,05 com relagdo aos controles positivos nos seus respectivos periodos experimentais.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 44 é possivel observar, no geral,
uma reducdo para a viabilidade das células da linhagem MG63 apds sua exposicdo as
particulas de desgaste de Ti-6Al-4V para todos os periodos experimentais com relacdo ao
grupo controle. A reducdo em viabilidade pode atingir valores de até 60% com relacdo aos
grupos controle, como para 0 caso da concentracdo de 100 pg/mL para os periodos
experimentais de um e dois dias.

E possivel observar também que a reducdo na viabilidade das células da linhagem
MG63 ¢é dependente da dose até a concentracdo de 1 pug/mL para todos os periodos
experimentais, exceto para o dia 3, que apresenta uma reducdo média de 43% para a
viabilidade em todas as concentracfes com relacdo ao seu controle. Para concentracdes abaixo
de 1 pg/mL, a viabilidade das células ndo apresenta mais influéncia da dose de exposicéo das
particulas de desgaste de Ti-6Al-4V.

No entanto, apesar de negativamente influenciadas pela interacdo com as particulas
de desgaste, as células da linhagem MG63 expostas as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V
apresentaram taxas de proliferacdo (dia 1 ao dia 7) maiores que aquela observada para o
controle, independentemente da concentragéo de exposigao.

A Figura 45 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de viabilidade da linhagem

MG63 com relagdo as particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo.
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Figura 45: Resultados para o ensaio de viabilidade celular da linhagem MG63 com relacdo as particulas de
desgaste de Ti-15Zr-15Mo.

Observacdo: * significa p<0,05 com rela¢do aos controles positivos nos seus respectivos periodos experimentais.

Assim como observado para as células da linhagem MG63 expostas as particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V, um efeito negativo global sobre a viabilidade celular também foi
observado para esta linhagem apds exposicdo as particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo. A
partir da Figura 45 pode-se notar que, no geral, a viabilidade celular para esta linhagem foi
reduzida para todas as concentracfes e periodos experimentais com relagdo ao grupo controle.

Para estas particulas, no entanto, a relacdo com a dose de exposicdo sobre a
viabilidade celular é menos evidente que no caso anterior, uma vez que uma dependéncia até
a concentracao de 50 ug/mL foi verificada apenas para os periodos experimentais de um e trés
dias e nenhum tipo de relagcdo com a dose pode ser estabelecida para as demais concentragoes
e periodos experimentais.

Valores até 60% menores foram observados para a viabilidade das células da
linhagem MG63 apds sua interacdo com as particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo na
concentracdo de 100 pug/mL nos periodos de um, dois e trés dias. Ademais, para os periodos
experimentais de trés e sete dias, que ndo apresentam relagdo evidente com relagdo a dose de
exposicdo das particulas, a reducdo média na viabilidade celular foi de 47% e 36%,
respectivamente.

Tambeém, como observado para as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V, as celulas
expostas as particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo em todas as concentragcdes apresentaram

taxas de proliferacdo celular (dia 1 para o dia 7) superiores aquela observada para o controle.
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Os resultados obtidos para o ensaio de viabilidade celular para a linhagem MG63
com relacdo as particulas comerciais de Ti-6Al-4V sdo apresentados na Figura 46.

Ti-6Al-4V Comercial - MG63

1.2
. Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia7
E e
§0.8
.g | o %
* T *
= " x ¥ %
'go'4 * g o, * *
n
e
0.0 .
2 N NSO OoOD N NSO OD @ N N @ N N0 O
0\\\0 o R NRAPS (_\\\o O NP (‘\{‘c} o NS {éo\ PN
ox e < &

Concentragdo (pg/mL)

Figura 46: Resultados para o ensaio de viabilidade celular da linhagem MG63 com relacédo as particulas
comerciais de Ti-6Al-4V.

Observacgdo: * significa p<0,05 com relagéo aos controles positivos nos seus respectivos periodos experimentais.

Para as células MG63 expostas as particulas comerciais de Ti-6Al-4V, os efeitos
globais sobre a viabilidade foram, de uma forma geral, mais sutis que aqueles observados para
esta mesma linhagem com relacgdo as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo.

Como é possivel observar na Figura 46, apesar de apresentar valores reduzidos para
viabilidade celular com relagcdo aos grupos controle, o impacto causado pela interagdo com as
particulas desde grupo experimental é muito menos acentuado, uma vez que mesmo para a
maior concentragdo de exposicdo as particulas comerciais de Ti-6Al-4V (100 pg/mL), a
diminuicdo méxima em viabilidade para as células da linhagem MG63 foi de
aproximadamente 30% (dia 3), o que é significativamente menor que aquela observada para
as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo (aproximadamente 60%).

Além disso, & possivel apontar também que ndo existe relacdo entre a viabilidade
celular observada com a dose de exposicdo as particulas comerciais de Ti-6Al-4V e a
diminuicdo média para esta viabilidade foi de 26%, 8%, 28% e 12% com relacdo aos grupos
controle para os periodos experimentais de um, dois, trés e sete dias, respectivamente.
Ademais, novamente foram observadas taxas de proliferacdo maiores (dia 1 para o dia 7) para

as células que sofreram interagdo com estas particulas em relagdo ao controle.
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Por fim, a Figura 47 apresenta os resultados para o ensaio de viabilidade celular da
linhagem em questdo com relacdo as particulas comerciais de pentdxido de vanadio (V,0s).
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Figura 47: Resultados para o ensaio de viabilidade celular da linhagem MG63 com relacdo as particulas

comerciais de pentéxido de vanadio.

Observagdo: * significa p<0,05 com rela¢do aos controles positivos nos seus respectivos periodos experimentais.

Os resultados apresentados na Figura 47 mostram um comportamento com relacao a
viabilidade celular completamente diferente aos que foram apresentados anteriormente
(particulas comerciais de Ti-6Al-4V e particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo)
para as células da linhagem MG63 apds sua exposicdo as particulas comerciais de pentdxido
de vanadio. Como é possivel observar a partir desta figura, concentracfes de exposicao de
100 pg/mL, 50 pg/mL e 10 pg/mL sé&o capazes de induzir a completa morte celular para esta
linhagem em todos os periodos experimentais, enquanto células viaveis, mesmo que em
menor numero com relacdo aos grupos controle ainda sdo encontradas para as concentracdes
de 1 pg/mL, 0,5 pg/mL e 0,1 pg/mL. Ademais, as células ainda vidveis para estas
concentracdes apresentam efeito de recuperacao do dia um para o dia dois e do dia trés para o
dia sete.

De uma forma geral, acredita-se que a completa morte celular observada para esta
linhagem apds a exposicdo ao pentoxido de vanadio em concentragdes de até 10 pg/mL esta
relacionada com a absorcdo de espécies ibnicas de vanadio em quantidades acima daquelas
possiveis de serem assimiladas pelas células e interferéncia destas espécies sobre processos

fundamentais ao metabolismo das células regulados por ions fosfato, como discutido
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anteriormente na secdo 5.1 em que a viabilidade celular de fibroblastos e osteoblastos de
camundongo foi avaliada ap6s sua exposi¢do a ions de vanadio gerados a partir deste oxido.

A Figura 48 apresenta as imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia
durante o ensaio Live and Dead para as células da linhagem MG63 exposta as particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo e particulas comerciais de Ti-6Al-4V e pentoxido de
vanadio (V,0s), que no geral, corroboram os resultados para o ensaio de MTT.

Controle Controle Controle

Particulas comerciais Ti-6Al-4V
10 ug/mL

100 pm

Particulas de desgaste Ti-6Al-4V

50 pg/mL 10 pg/mL

00 pm

Particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo
10 pg/mk

50 pg/mL

-

100 pm

Particulas comerciais de V,05
50 pg/mL

Figura 48: Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia para o ensaio Live and Dead com a

linhagem celular MG63 e grupos experimentais selecionados. Células viaveis sdo representadas pela cor verde.
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Os resultados apresentados nas Figuras 44, 45 e 46, apontam para um impacto mais
acentuado sobre a reducdo da viabilidade para as células expostas as particulas de desgaste de
Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo com relagcdo aquele observado para as particulas comerciais de
Ti-6Al-4V e de uma forma geral, isto pode ser associado as caracteristicas das particulas em
questéo.

Na secdo 5.3 verificou-se que as particulas comerciais da liga Ti-6Al-4V apresentam

tamanhos médios entre 30 - 50 um, enquanto este mesmo parametro esta entre esta entre 1 —
5 um para as particulas de desgaste desta mesma liga e 0,6 - 1,5 um para as particulas de
desgaste da liga Ti-15Zr-15Mo. Também, as particulas comerciais de Ti-6Al-4V apresentam
uma morfologia esférica com superficie regular e lisa enquanto as particulas de desgaste de
Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo apresentam morfologia regular e superficies mais rugosas.

Caracteristicas como menor tamanho médio (maior area de superficie) e superficie
irregular e rugosa fazem com que a taxa de liberagcdo de ions a partir das particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo seja maior que aquela para as particulas comerciais
de Ti-6Al-4V, que apresentam maior tamanho médio (menor area de superficie) e superficie
regular (SHARIFI et al., 2012).

Assim, embora 0 mecanismo geral relacionado a reducdo na viabilidade celular da
linhagem MG63 ainda ndo esteja claro, acredita-se que o efeito negativo global mais
acentuado com relacdo a esta reducdo observado para as particulas de desgaste esteja
relacionado a liberacdo e consequente interacdo de uma maior quantidade de ions metalicos
com as células. Também, o tamanho reduzido para as particulas de desgaste aumenta a
probabilidade de internalizacdo das mesmas pelas células, o que também pode afetar seu
metabolismo, causando sua morte (RIBEIRO et al., 2016).

Com base nos resultados observados para a linhagem MG63 com relacdo a exposi¢édo
das particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo e particulas comerciais de Ti-6Al-
4V e levando em consideracao as possiveis concentragdes in vivo para o titanio (elemento de
matriz, presente em maior quantidade na composi¢do das particulas de desgaste em estudo
neste trabalho), que é relatada como aproximadamente 30 pg/mL na cépsula articular de
pacientes que apresentam falhas e necessidade de revisdo de seu implante (HALLAB et al.,
2001), decidiu-se prosseguir a avaliacdo da citotoxicidade dos materiais em estudo neste
trabalho com relagdo a linhagem celular HOb nas concentra¢fes de 50 pg/mL e 10 pg/mL

para os periodos experimentais de trés e sete dias.
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A Figura 49 apresenta os resultados obtidos para o ensaio de viabilidade celular desta
linhagem apds a exposi¢do as particulas de todos os grupos experimentais na condicgdo livre

de endotoxinas.

0.6
Dia 3 Dia7
05 Ti-6Al-4V
comercial
Ti-6Al-4V
04 comercial

Absorbancia (550 nm)

Ti-6Al-4V Ti-15Zr-15Mo Ti-6Al-4V  Ti-15Zr-15Mo
debris debris debris debris
0.3 -
* *
0.2 e
* *
0.1
0.0 : : : : : : : : |

Controle 10 50 10 50 10 50 Controle 10 50 10 50 10 50
Concentracgéo (Hg/mL)

Figura 49: Resultados para o ensaio de viabilidade celular da linhagem HOb com relacéo as particulas de todos

0S grupos experimentais livres de endotoxinas.

Observacdo: * significa p<0,05 com rela¢do aos controles positivos nos seus respectivos periodos experimentais.

A partir da Figura 49 é possivel observar que os efeitos da exposi¢do das células da
linhagem celular HOb as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo séo
ligeiramente similares entre si e de forma geral conduzem a diminuicdo da viabilidade da
linhagem celular testada. Ademais, a diminuicdo na viabilidade celular para estes dois grupos
experimentais aparenta ser dependente da dose de exposicdo para ambos 0s periodos
experimentais avaliados.

Para as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V uma diminuicdo na viabilidade celular
de cerca 35% e 40% foi registrada para as concentrac6es de 50 ug/mL e 10 ug/mL no periodo
experimental de trés dias e esta tendéncia € mantida para o periodo experimental de sete dias.

Os efeitos de exposicao das células da linhagem HOb as particulas de desgaste de Ti-
15Zr-15Mo, por outro lado, aparentam ser mais sutis. Para estas particulas, a diminui¢cdo na
viabilidade celular foi de aproximadamente 45% para a concentragdo de 50 pg/mL e 15%
para a concentragdo de 10 ug/mL para o periodo experimental de trés dias. Este
comportamento foi mantido ao longo do tempo, de modo que para o periodo experimental de
sete dias, a diminuicdo na viabilidade celular registrada para as concentrag6es de 50 ug/mL e

10 ug/mL destas particulas foi de 31% e 12%, respectivamente.
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Assim, além de relacionados a morfologia e tamanho das particulas de desgaste, para
a linhagem de osteoblastos humanos normais, a viabilidade celular também aparenta ser
influenciada pela composicao destas particulas.

De uma forma geral, os resultados observados para a linhagem celular HOb estdo de
acordo com aqueles observados para a linhagem MG63 apds a interagdo com as particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo. O mesmo foi observado para as particulas comerciais
de Ti-6Al-4V: de acordo com os resultados apresentados na Figura 49, a interacdo das células
da linhagem HOb com estas particulas, como observado para a linhagem MG63, ndo afetou
significativamente a viabilidade celular.

A Figura 50 apresenta as imagens obtidas por microscopia confocal de fluorescéncia
durante o ensaio Live and Dead para as células da linhagem HOb exposta as particulas de
desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo e particulas comerciais de Ti-6Al-4V, que no geral,

corroboram os resultados para o ensaio de MTT.

Particulas comerciais de Ti-6Al-4V livres de endotoxinas

Controle 10 pg/mL

Controle 3 50 pg/mL

Controle 10 pg/mL : 50 pg/mL

»

Figura 50: Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia para o ensaio Live and Dead com a

linhagem celular HOb e grupos experimentais selecionados. Células viaveis sdo representadas pela cor verde.
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As analises da possivel internalizacdo das particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-
15Zr-15Mo, na concentragdo de 50 ug/mL, pelas células da linhagem HOb por microscopia

eletronica de transmissdo (TEM) sdo mostradas na Figura 51.

Figura 51: Imagens de microscopia de transmissdo (TEM) para as células da linhagem HOb: (A) e (B)
células grupo controle, mostrando algumas estruturas celulares basicas, (C) célula interagindo com as particulas
de Ti-6Al-4V, (D) particulas de Ti-6Al-4V internalizadas por uma célula, (E) particulas de Ti-15Zr-15Mo
interagindo com a membrana celular e (F) particulas de Ti-15Zr-15Mo internalizadas por uma célula e

depositadas proximas ao seu nucleo.
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A partir das Figuras 51 A e B, referentes as células do grupo controle da linhagem
celular HODb (cultivadas em seu respectivo meio de cultura e sem nenhum tipo de tratamento),
é possivel identificar algumas estruturas celulares basicas, como a membrana citoplasmatica e
0 nucleo celular. Também é possivel verificar que as células para este grupo experimental
apresentam estrutura normal, nucleo bem definido e membrana nuclear/ membrana
citoplasmatica integras.

As Figuras 51 C e D representam as células da linhagem HOb que interagiram com
as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V na concentracdo de 50 ug/mL. Na Figura 51 C, em seu
canto superior direito, pode-se visualizar um grupo de particulas de desgaste (aglomeradas)
interagindo com extensdes da membrana citoplasméatica no inicio de um processo de
internalizacdo por endocitose. Depois de internalizadas, as analises das imagens obtidas por
microscopia eletrbnica de transmissdo revelam que as particulas de desgaste ficam
aprisionadas em vesiculas citoplasmaticas, como pode ser observado na Figura 51 D.

Por fim, as Figuras 51 E e F apresentam as imagens representativas para as células da
linhagem celular HODb ap6s sua interacdo com as particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo na
concentracdo de 50 pg/mL. Como observado anteriormente para as particulas de desgaste de
Ti-6Al-4V, tanto a interacdo destas particulas com a membrana citoplasmatica de uma célula
no inicio do seu processo de internalizacdo (Figura 51 E), quanto o seu aprisionamento em
vesiculas citoplasmaticas ap6s internalizacdo (Figura 51 F) puderam ser visualizados.

Analises por espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) para as
particulas internalizadas pelos osteoblastos humanos foram realizadas para checar suas

respectivas composicoes e os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 52, 53 e 54.
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Figura 52: (A) Imagem de microscopia eletronica de transmissdo para uma célula da linhagem HOb do grupo

controle e (B) Espectro EDS para a regido destacada em (A).
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Figura 53: (A) Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo para uma célula da linhagem HOb
interagindo com particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e (B) Espectro EDS para a regido contendo as particulas e

destacada em (A).
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Figura 54: (A) Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo para uma célula da linhagem HOb
interagindo com particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo e (B) Espectro EDS para a regido contendo as

particulas e destacada em (A).

Na Figura 52 A € possivel observar uma célula da linhagem HOb referente ao grupo
controle (cultivada em seu respectivo meio de cultura e sem nenhum tipo de tratamento), na
qual é possivel identificar o nicleo e membrana citoplasmatica. O espectro EDS apresentado
na Figura 52 B refere-se a regido (de contraste mais escuro) destacada na Figura 52 A, e de
acordo com os picos observados no mesmo, foi possivel verificar a presenca dos elementos
carbono (C) e oxigénio (O), caracteristicos de estruturas organicas.

Para as células que interagiram com as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V, uma
imagem de microscopia eletrénica de transmissao (TEM) representativa € mostrada na Figura
53 A, a partir da qual é possivel visualizar a presenca de estruturas de contraste mais escuro

(supostamente particulas) interagindo com a membrana citoplasméatica de uma célula. O
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espectro EDS referente a regido destacada na Figura 53 A é apresentado na Figura 53 B, e a
partir do mesmo é possivel verificar a presenca de picos relacionados aos elementos titanio
(Ti), aluminio (Al) e vanadio (V), confirmando que as estruturas de contraste mais escuro
(regido em destaque) identificadas na imagem da Figura 53 A realmente referem-se as
particulas de desgaste de Ti-6Al-4V.

O mesmo tipo de conclus@o pode ser obtida a partir da analise das Figuras 54 A e B,
que apresentam uma imagem de microscopia eletrdnica de transmissdo para 0 grupo
experimental de células tratadas com as particulas de Ti-15Zr-15Mo e o espectro de EDS
obtido a partir da regido destacada, respectivamente. Particularmente, na primeira imagem &
possivel visualizar uma célula (seu ndcleo e membrana citoplasmética) interagindo com
estruturas de contraste mais escuro (possivelmente particulas). Notoriamente, também ¢é
possivel observar a evaginacdo da membrana citoplasmatica da célula para internalizacdo
destas estruturas por um processo de endocitose. Ademais, a partir do espectro EDS, foi
possivel confirmar que as estruturas de contraste mais escuro destacadas na primeira imagem
referem-se as particulas de desgaste de Ti-15Zr-15Mo, uma vez que picos referentes aos
elementos constituintes desta amostra (titanio, zircénio e molibdénio) foram identificados.

Por fim, a avaliacdo, a partir dos ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA),
com relacdo a produgdo de citocinas pro-inflamatérias — nomeadamente interleucina 6 (IL-6)
e prostaglandina E2 (PGE2) — pelos osteoblastos humanos da linhagem HOb ap6s sua
interacdo com as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo, sdo apresentadas nas a
sequir. Ademais, como descrito na se¢do 4.5.7, dois grupos controle adicionais foram
considerados para estes ensaios, em que 0 meio de cultura suplementado utilizado para o
cultivo das células do grupo controle positivo foi substituido por meio de cultura contendo
endotoxinas nas concentracdes de 50 e 100 ng/mL. A utilizacdo de tais grupos serviu, tanto
para confirmar (ou ndo) a producéo de tais citocinas por parte da linhagem celular em estudo
pelo estimulo das endotoxinas, tanto como padrdo de comparagdo para os grupos de celulas
tratadas com as particulas de desgaste.

A Figura 55 apresenta os resultados obtidos para a interleucina 6 (IL-6). Ademais,
nesta figura, o simbolo * significa p<0,05 com relacdo aos controles positivos nos seus

respectivos periodos experimentais.
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Figura 55: Resultados para o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) com relacdo a produgéo de
interleucina 6 (IL-6) ap6s a interacdo das células da linhagem HOb com relagdo a grupos experimentais

selecionados.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 55, é possivel verificar que a
producgdo de IL-6 pelas células da linhagem HOb ndo ¢é significativamente alterada apds sua
interacdo com endotoxinas em nenhuma das concentracdes testadas no periodo experimental
de trés dias. No entanto, apds sete dias de incubacéo, a producdo desta interleucina por parte
das células que interagiram com as endotoxinas nas concentracées 50 ng/mL e 100 ng/mL é
aumentada.

Também, para o periodo experimental de sete dias é possivel notar um aumento na
producdo de IL-6 pelas células que interagiram com as particulas de desgaste geradas a partir
de ambas as ligas em estudo neste trabalho, mas especialmente para o grupo das particulas de
Ti-6Al-4V na concentracao de 50 pg/mL.

Os resultados obtidos no ensaio ELISA para a prostaglandina E2 sdo apresentados na
Figura 56. Ademais, nesta figura, o simbolo * significa p<0,05 com relacdo aos controles

positivos nos seus respectivos periodos experimentais.
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Figura 56: Resultados para o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) com relacéo a producdo de
prostaglandina E2 (PGE2) apds a interacdo das células da linhagem HOb com relacdo a grupos experimentais

selecionados.

A partir da Figura 56, pdde-se verificar que a producéo da citocina prostaglandina E2
ndo é significativamente alterada para a maior parte dos grupos experimentais, com relacéo ao
grupo controle para o periodo de trés dias, exceto para os grupos de células que interagiram
com as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo nas maiores concentracfes (50
pg/mL). Para o periodo experimental de sete dias, por outro lado, foi possivel observar que
para a maior parte dos grupos experimentais testados, as células produziram uma menor
quantidade de PGE2, o que inclui os grupos controle com adi¢do de endotoxinas (50 ng/mL e
100 ng/mL). Tal verificacdo da indicios que, diferentemente do que foi observado para a
citocina 1L-6, possivelmente a producdo da prostaglandina E2 por parte dos osteoblastos
humanos nao € sensivel a interacdo com endotoxinas. Ademais, para o grupo experimental de
células que interagiram com as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V, um notavel aumento na
producéo de PGE2 foi verificado.

De forma semelhante ao que foi realizado neste trabalho, Bukata e colaboradores
(2004) avaliaram a producdo das citocinas IL-6 e PGE2 por fibroblastos (células
frequentemente encontradas em membranas peri-prostéticas em cirurgias de revisdo para
pacientes que apresentaram a falha de seu implante) apds sua interagdo com particulas de
titanio comercialmente puro comercial (1-3 um), in vitro, a partir de um modelo de células de
camundongo. De acordo com os resultados obtidos por estes autores, um aumento

significativo na producdo de ambas as citocinas avaliadas foi registrado para o grupo

132



experimental de células tratadas particulas de titdnio em quantidade equivalente a 10 pg.
Ademais, estes autores sugerem que, ao menos para 0 modelo por eles utilizado (fibroblastos
de camundongo), a producdo da citocina IL-6 em resposta a interacdo com as particulas de
titanio pode ser dependente da producdo da citocina PGE2, sendo que este Gltimo processo é
desencadeado a partir da ativacdo da via de sinalizagdo dependente da expressdo da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) (BUKATA et al., 2004).

Por fim, considerando os resultados obtidos para a avaliagdo da producéo da citocina
pré-inflamatoria 1L-6 (Figura 55), uma hipotese alternativa para interpretacao dos resultados
apresentados na Figura 49 (referente aos ensaios de viabilidade para as células da linhagem
HOb apds sua interagdo com as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo) pode
ser levantada.

Como mencionado na secao 4.5.3, a viabilidade celular das células da linhagem HOb
foi avaliada a partir de ensaios de MTT, nos quais a atividade mitocondrial das células pode
ser estimada através da leitura de absorbancia da conversdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) em seu produto formazan. Nestes ensaios, estima-se que uma maior
leitura de absorbancia esteja relacionada a uma maior atividade mitocondrial, 0 que da
indicios acerca de um maior nimero de células viaveis (sendo também a afirmacédo inversa
verdadeira). No entanto, se levarmos em consideracdo aspectos relacionados ao metabolismo
para cada tipo celular individualmente, esta associacdo nem sempre pode ser verdadeira.

Os osteoblastos, especificamente, sdo hd muito tempo reconhecidos como células
que apresentam glicolise ativa. Tal processo é a rota predominante de utilizacdo celular da
glicose e trata-se de um processo que ocorre na matriz citoplasmatica, caracterizado pela
quebra de uma molécula de glicose (CsH1206) em duas moléculas de piruvato (C3H4O3). As
moléculas de piruvato produzidas a partir da glicolise podem migrar para a mitocondria, onde
serdo metabolizadas aerobicamente para producdo de energia na forma de ATP (do inglés,
adenosine tri-phosphate) ou, permanecer na matriz citoplasmatica, onde podem ser
convertidas a lactato (C3HgO3) pela enzima lactato dehidrogenase (LDH, do inglés lactate
dehydrogenase). Neste sentido, estudos no inicio dos anos 1960 evidenciaram que 0s
osteoblastos ndo somente consomem uma grande quantidade de glicose, mas também
produzem lactato como produto final principal. Ademais, estima-se que cerca de 80% da
glicose consumida pelas células do tecido 6sseo seja convertida em lactato (ESEN; LONG,
2014).
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Também especificamente com relagdo a este tipo celular, Wu e colaboradores (2017)
relatam que a producdo de lactato como produto final da glicdlise associada ao estimulo
produzido por um conjunto de citocinas pode estar fortemente relacionada ao processo de
diferenciacdo de osteoblastos (WU et al., 2017). Ademais, Peruzzi e colaboradores (2012)
sugerem que a diminuigdo do metabolismo energético aerdbico, e consequente diminuicéo na
atividade mitocondrial, pode aumentar taxas de diferenciagéo celular em osteoblastos, com
potencial expressdo génica de marcadores fenotipicos especificos, como a producdo de
interleucina 6 (IL-6) (PERUZZI et al., 2012).

Apesar de ndo realizar ensaios especificos para o suporte da conclusdo que se segue,
levando em consideracdo as informacdes dos paragrafos anteriores e o aumento observado na
producdo da citocina IL-6 (Figura 55), é possivel supor que a leitura de um menor valor de
absorbancia (relacionada a menor atividade mitocondrial) para as células da linhagem HOb
tratadas com as particulas de desgaste (Figura 49) pode, ndo necessariamente, estar
relacionada a diminui¢do no ndmero de células viaveis, mas sim a uma alteracdo em seu
metabolismo energético aerdbico associado a um estimulo de diferenciacdo por parte das
particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo (principalmente ap6s 7 dias), uma vez
que, trabalhos publicados recentemente na literatura reportam o envolvimento de um meio
enriquecido em titanio em atividades metabdlicas de osteoblastos, interferindo em
mecanismos de adesdo, proliferacdo e diferenciacdo destas células (BEZERRA et al., 2017;
ROSSI et al., 2017; FERNANDES et al., 2018).

Considerando o conjunto de resultados obtidos nesta etapa do trabalho € possivel
apontar as seguintes que: (i) a interacdo com particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-
15Mo pode influenciar negativamente a viabilidade ou (possivelmente) alterar o metabolismo
celular aerébico dos osteoblastos das linhagens MG63 e HOb. Ademais a interacdo de
osteoblastos humanos (HOb) com estas particulas de desgaste pode (ii) resultar na
internalizacdo destas particulas pelas células (o que certamente também provocara alteragdes
em seu metabolismo global) e (iii) aumentar a producdo de citocinas pré-inflamatorias,
nomeadamente I1L-6 e PGE2, principalmente ap0s sete dias. Por fim, (iv) caracteristicas como
tamanho, morfologia e composi¢do para as particulas de desgaste podem influenciar as
respostas celulares com relacdo a sua exposicdo, o que faz com que (iv) a utilizacdo de
particulas comerciais para estudos relacionados aos efeitos produzidos por particulas de

desgaste ndo seja um bom modelo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A proposta inicial deste projeto de pesquisa foi a avaliacdo da citotoxicidade
relacionada aos ions de vanadio possivelmente liberados a partir da degradacao superficial de
uma liga de Ti-6Al-4V. Com relacdo a este aspecto e considerando o conjunto de resultados
obtidos nesta avaliacdo, é possivel apontar que, de acordo com o modelo utilizado neste
trabalho (osteoblastos e fibroblastos de camundongo), as espécies idnicas de vanadio
predominante identificadas na realizacdo dos experimentos foram essencialmente vanadatos,
nomeadamente H,VO, e HVO,*. Ademais, observou-se que a interacdo destas espécies
ibnicas com as células das linhagens utilizadas pode apresentar influéncias negativas sobre a
viabilidade e morfologia (principalmente dos fibroblastos) em concentra¢fes proximas, ou até
mesmo menores, que aquelas possiveis de ocorréncia in vivo (para pacientes que apresentam o
mau funcionamento de seu dispositivo médico).

De forma complementar, propds-se também a avaliagdo do comportamento com
relacdo a tribocorrosédo das ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo (isenta da adi¢do dos elementos
aluminio e vanadio), e alternativamente, da liga Ti-15Zr-15Mo, em que uma modificacdo
superficial pela técnica de micro-arco oxidacdo foi empregada. Os resultados relacionados a
avaliacdo deste aspecto sugerem que o processo de tribocorroséo aparenta ser mais acentuado
ou provavelmente mais atenuado pelo processo de corroséo para a amostra Ti-15Zr-15Mo em
comparacdo a amostra Ti-6Al-4V. Apesar disso, observou-se que a aplicacdo da modificacédo
superficial sobre a liga Ti-15Zr-15Mo foi capaz de promover uma melhoria significativa em
seu comportamento com relacdo a tribocorroséao, a partir do crescimento de um filme poroso
de dioxido de titénio (TiO;) em sua superficie. Além disso, a utilizacdo desta técnica também
foi capaz de promover a incorporacdo efetiva de elementos bioativos a esta camada
superficial.

Por fim, a producdo de particulas de desgaste a partir de ensaios de tribocorrosédo
sobre as ligas Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo, suas respectivas caracterizagcdes com relacdo a
parametros fisico-quimicos (tamanho, morfologia, composi¢do quimica e estrutura cristalina)
e a sua utilizacdo em ensaios bioldgicos para avaliacdo da influéncia de sua interagdo com
células do tecido 0sseo (osteoblastos humanos) sobre a viabilidade celular e producdo de
citocinas relacionadas ao processo inflamatorio (interleucina 6 e prostaglandina E2) também

foi proposta.
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Com relagdo a geracdo e caracterizacdo destas particulas, os resultados obtidos
permitem apontar que, embora 0 mecanismo associado a geragdo das particulas de desgaste
para ambas as ligas em estudo neste trabalho possa ser essencialmente 0 mesmo, a menor
resisténcia ao desgaste mecanico previamente observada para a liga Ti-15Zr-15Mo é capaz de
influenciar significativamente a quantidade de particulas produzidas. Além disso, embora as
particulas de desgaste obtidas para ambas as ligas apresentem caracteristicas muito
semelhantes em termos de morfologia e sejam capazes de preservar a estrutura cristalina e
composicado quimica do material a partir do qual foram geradas, diferencas significativas em
termos de tamanho podem ser verificadas.

Com relacdo a avaliacdo dos efeitos relacionados a exposicdo de osteoblastos
humanos (linhagens MG63 e HOD) as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-15Mo,
os resultados obtidos indicam a interacdo das células destas linhagens com estas particulas de
desgaste pode promover a diminui¢cdo em viabilidade celular (ou, possivelmente, alteracdes
em seu metabolismo). Ademais, de acordo com os resultados obtidos a partir dos ensaios
ELISA, é possivel apontar que a interacdo com as particulas de desgaste pode aumentar a
producdo das citocinas pré-inflamatorias interleucina 6 (I1L-6) e prostaglandina E2 (PGE2) por
parte destas células. Complementarmente, verificou-se também que as particulas de desgaste
de ambas as composicdes estudadas neste trabalho podem ser internalizadas por osteoblastos
humanos (HOD).

De maneira geral e contextualizada aos objetivos gerais, considerando o conjunto de
resultados obtidos com relacdo a interacdo das particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e Ti-15Zr-
15Mo com as células do tecido dsseo humano (osteoblastos) avaliados neste trabalho, é
possivel concluir que a geracdo e deposicao destas particulas de desgaste sobre as células do
tecido adjacente a um implante metalico pode causar efeitos nocivos.

Por fim, considerando as diferencas significativas entre as caracteristicas fisico-
quimicas para as particulas de desgaste de Ti-6Al-4V e as particulas comerciais de mesma
composicao e a variacdo das respostas celulares relacionadas a interacdo com estes dois tipos
de particulas, também é possivel apontar que utilizacdo de particulas comerciais para estudos

relacionados aos efeitos produzidos por particulas de desgaste ndo € um bom modelo.
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6

6.1

ANEXOS

Protocolo original do fabricante para os ensaios de deteccédo de endotoxinas

é GenScript Make Research Easy
ToxinSensor™ Single Test Kit
Technical Manual No.TM0639 Update date: 03102015
[ LTty o ([ o PSPPSR 1
L= == 1 = PSPPSR 1

Il Product Information ...t
IV Materials and equipment not provided ..
V' Endotoxin detection protocol
WL EXBIMIPIE ettt r e et e et e e e e e e enn e e e e e e an
W TroUBRIESNOOHNG . ...t e s
VIl Ordering Information

I. DESCRIPTION

GenScript ToxinSensor™ Single Test Kit is designed to be a qualitative In Vitro end-point endotoxin test for
human and animal parenteral drugs, biological products, and medical devices.
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) as supplied is to be reconstituted with sample or control directly. After

incubation for 1 hour, and in the presence of endotoxin, gelation occurs; in the absence of endotoxin, gelation
does not occur.

GenScript supply a series of ToxinSensor ™ Single Test Kits with different sensitivity (0.015 EU/mI, 0.03 EU/ml,
0.06 EU/mI, 0.125 EU/ml and 0.25 EU/mI).

When using the ToxinSensor ™ Single Test Kit, you just need to add 200pl of sample or control to LAL, then, wait
for the required incubation time to allow for gel to form. There is no need to reconstitute the system with LAL
Reagent Water before use.

|. KEY FEATURES
® High reproducibility

Broad detection range
® Easy touse

1
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA

TolkFree: 1-877-436-7274 Tel: 1-732-885-9188 Fax: 1-732-210-0262

Email: product@genscript.com  Web: www,genscript.com
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lll. PRODUCT INFORMATION

Product Name Cat. No. Size Sensitivity
LO0447-20 20 Assays 0.015 EU/mI
L00447-40 40 Assays
LO0448-20 20 Assays 0.03 EU/mI
L 00448-40 40 Assays

ToxinSensor™ Single Test Kit L00449-20 20 Assays 0.06 EU/mI
L00449-40 40 Assays
LO0450-20 20 Assays 0.125 EU/mI
L00450-40 40 Assays
LO0451-20 20 Assays 0.25 EU/mI
L00451-40 40 Assays

Each kit contains designated number of vials of 20 or 40 containing lysate prepared from the circulating
amebocytes of the horseshoe crab (Limulus polyphemus) standardized to detect the labeled concentration (EU/mI)
of the FDA Reference Standard Endotoxin.

IV. MATERIALS AND EQUIPMENT NOT PROVIDED

1. Sodium hydroxide, 0.1 N, dissolved in LAL reagent water. The reagent is for pH adjustment.
2. Hydrochloric acid, 0.1 N, diluted in LAL reagent water. The reagent is for pH adjustment.

3. Water batch or heating blocks set at 37 °C £ 1.0°C

4. Vortex mixer

5. Endotoxin Standard

6. Pipettes, 0.2 ml and 1.0 ml, endotoxin-free

7. Endotoxin-free vials

8. Timer

V. ENDOTOXIN DETECTION PROTOCOL

To avoid contamination, conduct the experiment in a laminar flow cabinet at room temperature in a
designated Reagent Preparation Area; wear disposable gloves and use endotoxin-free materials in order

to avoid contamination.

1. Sample Preparation
pH adjustment
The pH of the sample should be at pH 6-8 to ensure good linearity. We recommend adjusting the pH with 0.1 N

HCI or NaOH if needed

2
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA

TolkFree: 1-877-436-7274 Tel: 1-732-885-0188 Fax: 1-732-210-0262 Email: product@genseript.com  Web: www.genscript.com
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Dilution
When the estimated endotoxin level in a sample is out of the detection range, the sample needs to be diluted
before detection. The dilution factor is determined by MVD*. For best performance, do not exceed the MVD of

your sample.

*MVD (Maximum Valid Dilutions): a dilution factor calculated by endotoxin limit (in EU/mI) divided by lambda.
Lambda is the labeled sensitivity of LAL reagent. We provide LAL reagent with different sensitivities. For specific

sensitivity, please refer to the label on the kit.

For example, if the endotoxin limit is 10,000 EU/mI, and lambda (the reagent's labeled sensitivity) of LAL test is
0.25EU/mI (LO0451-20 or LO0451-40), then MVD should be calculated as: 10,000/0.25 = 40,000.

Note: Our kit is used for testing samples that are certified free of Beta Glucans contaminant. This

contaminant can come from yeast, bacteria, and cellulosic materials, such as blood products.

2. Preparation of Positive Controls.

Note: We recommend having an Endotoxin Standard as Positive Controls ({Can be just 1 positive control
at least 2 lamda concentration of endotoxin) in each experiment. However, this step could be skipped if a
simple & quick screening is preferred.

A. Reconstitute endotoxin control according to the label with LAL Reagent Water.

B. Vortex the vial of endotoxin for at least 15 minutes or refer to product information sheet.

C. Dilute the endotoxin with LAL Reagent Water to a concentration of 1 EU/mI. Each dilution should be vortexed
for 60 seconds prior to proceeding to the next dilution.

D. Prepare a serial of two-fold dilutions from the 1 EU/ml endotoxin solution as shown in the following chart. Make

sure the concentrations of the dilution covers the detection sensitivity of the LAL kit. :

LAL
Reagent
Water

lﬂﬁml lﬂﬁml [Dﬁml Jﬂﬁml [DSmI
02ml 0.5 ml 0s5ml 0.5ml 0.5 ml
| > | :) [ > 4 |—> l—>

1 EU/ml 0.25 EU/mI D125 EU/mI D.06 EU/mI 0.03 EUfmI 0.015 EU/mI

3
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA

TolkFree: 1=877=436=7274 Tel: 1=732-885-9188 Fax: 1=732-210=0262 Email: product@genscript.com Web: www,genscript.com
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3. Negative Control
LAL Reagent Water may be used as a negative control.

4. Test Procedure

A_The vials containing LAL serve as the test containers. Before use, bring all the contents of the vial together by
gently tapping the bottom of the vial on a hard surface. Remove the rubber stopper carefully to avoid microbial
and endotoxin contamination.

B. Carefully transfer 0.2 ml of positive control, negative control and the test samples to the LAL vials. Cap the
vials and mix them thoroughly.

Note: We recommend using a positive control that is at least 2 lamda concentration of endotoxin, e.g., if
the sensitivity of the kit is 0.125EU/ml, use an endotoxin positive control at least at 0.25EU/ml.

C._ Incubate all vials at 37°C +1°C in a water bath or heating block set. Keep racks standing upright while
incubating.

D. Remove the rack after 60 + 2 minutes of incubation. Invert each vial and check whether a gel has formed

or not. Do not shake vigorously while checking; it will break up the clotted gel.

a) A positive reaction is characterized by the formation of a firm gel that remains intact when inverting the vial
upside down.

b) A negative reaction is characterized by the absence of a solid clot. The lysate may show an increased turbidity
or viscosity. This is considered a negative result.

E. Calculate the endotoxin level: the endotoxin level in the positive sample is equal or higher than the detection
sensitivity of LAL kit used, while in the negative sample it is lower than the detection sensitivity of LAL kit applied.

VI. EXAMPLE
1. Sample: Protein A (1 mg/ml in PBS, pH 7.4) is purified from E. coli lysate by Ni-NTA Resin.
2. Make dilutions using LAL Water: 1: 200,000, 1: 400,000, 1: 800,000

3. The test is performed as described above and the assay result is listed below:

Paositive control Negative control 1: 200,000 1: 400,000 1: 800,000

+ - + - -

4. Endotoxin concentration in this sample is: from 200,000x0.25 to 400,000x0.25, so that is, from 50,000 to
100,000 EU/mL.(0.25 EU/ml is the lambda of the kit)

4
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA
TolkFree: 1=877=436=7274 Tel: 1732=885=8188 Fax 1=732:210=0262 Email: product@genscript.com  Web: www,genscript,com
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VIl. TROUBLESHOOTING

Problem

Possible Cause

Suggestions

A gel formed in negative | The materials (e g. tips, vials water

control

etc.) may be contaminated.

Pay mare attention to operation and
keep the assay under laminar flow

cabinet.

No gel formed in positive | The endotoxin standard is

control

not mixed well.

The standard should be vigorously
vortexed for 15 minutes prior to use.

Vill. ORDERING INFORMATION

Product Name

Cat. No.

ToxinSensor™ Single Test Kit

L00447-20, LOD447-40
L00448-20, LO0D448-40
L00449-20, LO0D449-40
L00450-20, LOD450-40
L00451-20, LOD451-40

- . L00350
ToxinSensor © Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit
LO0350C
ToxinSensor™ Gel Clot Endotoxin Assay kit L00351
ToxinEraser " Endotoxin Removal kit L00338

GenScript USA Inc.

860 Centennial Ave._,
Piscataway, NJ 08854

Tel: 732-885-9188, 732-885-9688
Fax: 732-210-0262, 732-885-5878
Email: product@genscript.com

Web: www.genscript.com

For In Vitro Research Use Only.

5
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6.2

Protocolo original do fabricante para o ensaio ELISA IL-6

PRODUCT INFORMATION SHEET

Human IL-6 ELISA Kit

Catalog Number KHC0061 (96 tests), KHCO062 (2 x 96 tests), KHCO061C [5 x 96 tests]
Pub. No. MANDD14630 Rev. 2.0 [30)

f CAUTION! This kit contains materials with small quantities of sodium azide and Proclin™ 300. Sodium azide reacts with lead and copper
plumbing to form explosive metal azides. Upon disposal, flush drains with a large volume of water to prevent azide accumulation. In case
of contact, rinse affected area with plenty of water Proclin™ 300 is toxic, corrosive, and a skin irritant. Avoid ingestion and contact with eyes,
skin and mucous membranes. In case of contact, rinse affected area with plenty of water. Observe all federal, state, and local regulations for
disposal.

Note: For safety and bichazard guidelines, see the “Safety” appendix in the ELISA Technical Guide (Pub. no. MANO0006706). Read the Safety Data
Sheets (SDSs) and follow the handling instructions. Wear appropriate protective evewear, clothing, and gloves.

Product description

The Invitrogen™ Human IL-6 ELISA Kit is a solid-phase sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). This assay is designed to detect
and quantify the level of human IL-6 in human serum, plasma, buffered solution, or cell culture medium. The assay will recognize both natural and
recombinant human IL-6.

Contents and storage
Upon receipt, store the kit at 2°C to 8°C.

Contents Cat.gg.ésﬂlglllﬂﬂ
Human IL-4 Standard, recombinant Human IL-4; contains 0.1% sedium azide 2vials
Standard Diluent Buffer; contains 7.7 mM sodium azide 25 mL
Antibedy Coated Wells, 96-well plate 1 plate
Human IL-é Biatin Conjugate; contains 7.7 mM sodium azide &mL
Streptavidin-HRP [100X); contains 0.04% Proclin™ 300, 3.3 mM thymol, and 0.06% methoxyphenol 0125 mL
Streptavidin-HRP Diluent; contains 0.04% Proclin 300 25mL
Wash Buffer Concentrate (28] 100 mL
Stabilized Chromogen, Tetramethylbenzidine [TME) 25mL
Stop Solution 25mL
Adhesive Plate Covers 3
Materials required but not supplied Before you begin
* Distilled or deionized water IMPORTANT! Reagents are lot-specific. Do not mix or interchange
« Calibrated adjustable precision pipettes and glass or plastic tubes different reagent lots from various kit lots.
for diluting solutions; beakers, flask and cylinders for preparation
of reagents * Review the Procedural guidelines and Plate washing directions
* Microtiter plate reader with software capable of measurement at or in the ELISA Technical Guide available at thermofisher.com.
near 450 nm + Allow reagents to reach room temperature before use. Mix to
* Plate washer-automated or manual (squirt bottle, manifold redissolve any precipitated salts.
dispenser, or equivalent)
Prepare 1X Wash Buffer
1. Dilute 16 mL of Wash Buffer Concentrate (25X) with 384 mL of
deionized or distilled water. Label as 1X Wash Buffer.
2. Store the concentrate and 1X Wash Buffer in the refrigerator. Use
the diluted buffer within 14 days.
For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. !Iﬁrm&l’ﬁhlecr
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Pr

mple preparation guidelines

Refer to the ELISA Technical Guide at thermofisher.com for detailed sample preparation procedures.

Collect samples in pyrogen/endotoxin-free tubes.

Freeze samples after collection if samples will not be tested immediately. Avoid multiple freeze-thaw cycles of frozen samples. Thaw
completely and mix well (do not vortex) prior to analysis.

Avoid the use of hemolyzed or lipemic sera. If large amounts of particulate matter are present in the sample, centrifuge or filter sample prior to
analysis.

e-dilute samples

Sample concentrations should be within the range of the standard curve. Because conditions may vary, each investigator should determine the
optimal dilution for each application.

Di

Perform sample dilutions with Standard Diluent Buffer.

lute standards

Note: Use glass or plastic tubes for diluting standards.

1. Reconstitute Human IL-6 Standard to 2,500 pg/mL with Standard Dilution Buffer. Refer to the standard vial label for instructions. Swirl or mix
gently and allow the contents to sit for 10 minutes to ensure complete reconstitution. Label as 2,500 pg/mL Human IL-6. Use the standard
within 1 hour of reconstitution.

2. Add 200 uL Reconstituted Standard to one tube containing 800 uL Standard Diluent Buffer and mix. Label as 500 pg/mL Human IL-6.

3. Add 300 uL Standard Diluent Buffer to each of 7 tubes labeled as follows: 250, 123, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, and 0 pg/mL Human IL-6.

4. Make serial dilutions of the standard as shown in the following dilution diagram. Mix thoroughly between steps.

5. Discard any remaining reconstituted standard. Return the Standard Diluent Buffer to the refrigerator.

200 pL 300pL  300pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Recon:
Standard
Diuent gogul  300uL 300uL 300pL  300pL 300 plL 300pL 300 pL
Std1 Std2 Std3 Std4 S5td5 Std6 Std7 Std8 Std0
2,500 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL  125pg/mL  62.5pg/mL 31.Zpg/mL  15.6 pg/mL 7.8 pg/mL 0 pg/mL
Prepare 1X Streptavidin-HRP solution

Note: Prepare 1X Streptavidin-HRP within 15 minutes of usage.
The Streptavidin-HRP (100X) is in 50% glycerol, which is viscous. To ensure accurate dilution:
1. For each 8-well strip used in the assay, pipet 10 uL Streptavidin-HRP (100X) solution, wipe the pipette tip with clean absorbent paper to

remove any excess solution, and dispense the solution into a tube containing 1 mL of Streptavidin-HRP Diluent. Mix thoroughly.

2. Return the unused Streptavidin-HRP (100X) solution to the refrigerator.
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Perform ELISA [Total assay time: 3 hours)

IMPORTANT! Perform a standard curve with each assay.

Allow all components to reach room temperature before use. Mix all liquid reagents prior to use.
Determine the number of §-well strips required for the assay. Insert the strips in the frames for use. Re-bag any unused strips and frames, and
store at 2°C to 8°C for future use.

Capture 4 4 igen 1 Blotin ,{ Stroptavidin-HRP

antibody conjugate
1 Bind antigen a. Add 100 uL of standards or samples to the appropriate wells.
- - b. Add 50 uL Hu IL-6 Biotin Conjugate solution into each well except the chromogen blanks.
s €. Tap the side of the plate to mix. Cover the plate with a plate cover and incubate for 2 hours at room
, 1 ™ temperature .
E d. Thoroughly aspirate the solution and wash wells 4 times with 1X Wash Buffer
2 Add Streptavidin-HRP a. Add 100 uL 1X Streptavidin-HRP solution (see page 2) into each well except the chromogen blanks.
- b. Cover the plate with a plate cover and incubate for 30 minutes at room temperature.
f c. Thoroughly aspirate the solution from the wells and wash wells 4 times with 1X Wash Buffer.
—

3 Add Stabilized Chromogen a. Add 100 uL Stabilized Chromogen to each well. The substrate solution begins to tum blue.

- - b. Incubate for 30 minutes at room temperature in the dark.
f Note: TMB should not touch aluminum foil or other metals.
4 Add Stop Solution Add 100 pL Stop Solution to each well. Tap the side of the plate to mix. The solution in the wells changes
- - from blue to yellow.

4

Read the plate and generate the standard curve

1.
2.

3.

Read the absorbance at 450 nm. Read the plate within 2 hours after adding the Stop Solution.

Use curve-fitting software to generate the standard curve. A 4 parameter algorithm provides the best standard curve fit. Optimally, the
background absorbance may be subtracted from all data points, including standards, unknowns and controls, prior to plotting.

Read the concentrations for unknown samples and controls from the standard curve. Multiply value(s) obtained for sample(s) by the
appropriate factor to correct for the sample dilution.

Note: Dilute samples producing signals greater than the upper limit of the standard curve in Standard Diluent Buffer and reanalyze. Multiply
the concentration by the appropriate dilution factor.

Performance characteristics

Standard curve example
The following data were obtained for the various standards over the

Inter-assay precision

range of 0 to 500 pg/mI. human T - SamPl_Es were assayed 8 times in 5 different assays to determine
precision between assays.
Standard Human IL-6 (pg/mL]) Optical Density (450 nm)
=00 259 Parameters ple 1 ple 2 ple 3
e S
i 0.73 ‘}'at? E;: Ewafl\?n' i 9-3 6-5 ?é
W25 0.0 4 Coefficient of Variation . 3 .
?;i g?‘; Intra-assay precision
- - Samples of known human IL-6 concentration were assayed in
78 0.10 replicates of 16 to determine precision within an assay.
0 0.06
Parameters Sample 1 | Sample 2 | Sample 3
Mean [pg/mL] 38.8 1012 242.7
Standard Deviation 3.0 5.8 12.5
% Coefficient of Variation 7.7 5.7 5.1
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Expected values Recovery

Eight samples, that consisted of 10% human whole blood in culture The recovery of human IL-6 added to normal human serum and
medium stimulated with LPS/PHA, were assayed for human IL-6. The normal human plasma averaged 88% and 70%, respectively. The
values ranged from 720 to 12,000 pg/mL. The mean value was recovery of human IL-6 added to tissue culture medium containing
2,500 pg/mL. 10% fetal bovine serum averaged 111%.
Sample Range (pg/mL) '::;I"ﬁ Sensitivity )
m The analytical sensitivity of the assay is <2 pg/mL human IL-6. This
10% Human whele bload in culture was determined by adding two standard deviations to the mean O.D.
dium stimulated with LPS/PHA 720-12,000 2500 ; : -
medium s obtained when the zero standard was assayed 32 times, and

calculating the corresponding concentration
Linearity of dilution

Human serum containing 222 pg/mL of measured human IL-6 was Specificity

serially diluted in Standard Diluent Buffer over the range of the assay. Buffered solutions of a panel of substances at 50 ng/mL were assayed

Linear regression analysis of samples versus the expected with the Human IL-6 ELISA Kit. The following substances were tested

concentration yielded an average correlation coefficient of 0.998. and found to have no cross-reactivity: Human IL-1 a, IL-1 , IL-2, IL-3,
IL-4 IL-7, IL-8, IL-10, G-CSE, GM-CSE, IFN-at, IEN- y, LIE, MIP-1 o,

| S | SITELID P |  MIP1p MCP1 OSM RANTES TGE. . INF- a, INE-; mouse IL-6;

| Human serum | 0.978 | rat IL-6.

Limited product warranty

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their products as set forth in the Life Technologies' General Terms and Conditions of
Sale found on Life Technologies' website at www.thermofisher.com/us/en/home/global/terms-and-conditions.html. If you have any questions
please contact Life Technologies at www.thermofisher.com/support.

Product label explanation of symbols and warnings

l M —3 Consult Caution, consult
Catalog 4 Temperature 7| - P "o
Number - Batch code ‘k limitation 29 Use by Manufacturer ~ ] |n5truﬁtslgna for i/!\ acdc:crﬂrﬁgr?‘tlgg

Manufacturer’s address: Bender MedSystems GmbH | Campus Vienna Biocenter 2 | 1030 Vienna, Austria
The information in this guide is subject to change without notice.

DISCLAIMER: TO THE EXTENT ALLOWED EY LAW, LIFE TECHNOLOGIES AND/OR ITS AFFILIATE(S) WILL NOT BE LIABLE FOR SPECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, PUNITIVE,
MULTIPLE, OR CONSEQUENTIAL DAMAGES IN CONNECTION WITH OR ARISING FROM THIS DOCUMENT, INCLUDING YOUR USE OF IT.

Impertant Licensing Information: These products may be covered by one or more Limited Use Label Licenses. By use of these products, you accept the terms and conditions of all
applicable Limited Use Label Licenses.

©2017 Thermo Fisher Scientific Inc. ALLrights reserved. All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified.

thermofisher.com/support | thermofisher.com/askaquestion ThermoFisher

thermofisher.com

1 Novembar 2017
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6.3 Protocolo original do fabricante para o ensaio ELISA Prostaglandina E2

@ invitrogen

ELISA Kit
Catalog # KHL1701

Human
Prostaglandin E,

WWW_invitrogen com
Invitrogen Corporation
542 Flynn Road, Camarillo, CA 93012
Tel: 800-055-6288
E-mail: techsupport@invitrogen com
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INTRODUCTION

Prostaglandin E; (PGE;) is a potent lipid mediator produced by
metabolism of arachidonic acid wia the cyclooxygenase (COX)
pathway. Following cellular stimulation, arachidonic acid is hydrolvzed
from phospholipids stores by one of a family of phospholipase Az
enzymes and converted to the unstable endoperoxide PGH; by either
COX-1 or COX-2.!2 PGH; is isomerized to PGE; by one of 3 distinct
enzymes - microsomal PGES-1 (mPGES-1), mPGES-2, or a cytosolic
enzyme, cPGES.? PGE; is active in a mumber of physiological systems
and settings including inflammation mnmne regulation. generation of
fever, pain perception, protection of the gastric muscosa, fertility and
parturition. as well as sodium and water retention ** The effects of
PGE; are transduced by 4 subtypes of G protein-coupled receptors
designated EPy. EP>, EP;, EPy. with K4 values for PGE; ranging from
1-10 sM " PGE; is rapidly metabolized in vivo by the prostaglandin
15-dehydrogenase pathway (15-hydroxy PGDH) to the inactive
metabolite 13.14-dihydro-15-keto PGE N1 The palflife of PGE; in
the circulatory system is approximately 30 seconds and normal plasma
levels are 3-12 pg/mL. ¥

For Research Use Only. CAUTION: Not for human or animal
therapeutic or diagnostic use.

READ ENTIRE PROTOCOL BEFORE USE
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PRINCIPLE OF THE METHOD

The Invitrogen Human Prostaglandin E; (PGE;) kit 1s a competitive
immunoassay for the quantitative determination of PGE; in biological
samples. This assay 15 based on the competition between PGE; and a
PGE:-alkaline phosphatase tracer for a limited amount of PGE:-specific
meonoclonal antibody. Because of the competition between PGE; in the
sample and PGE,; tracer for the PGE; antibody. the signal obtained with
the assay will be inversely proportional to the amount of PGE; in each
sample. This equilibration is performed m the wells of a 96-well
microtiter plate pre-coated with goat polyclonal anti-mouse IgG, which
binds all of the PGE; monoclonal antibody added to the well. After the
equilibration step, the plate 15 washed. and a solution of
para-nitrophenyl phosphate (pNPP), a substrate for alkaline
phosphatase, 15 added. The product of flus enzymafic reaction has a
distinct yellow color which absorbs at 412 nm. allowing quantification
of PGE; in each sample.

REAGENTS PROVIDED

Note:  This kit should be stored ai -20°C and wed before the
axpiration date.

2
Reagent Test Kit

\Prostaglandin - E; Monoclonal  Anfibody, lyophilized.| 1 vial
Contains 0.05% sodinm azide.

 Prostagleandin E; AP Tracer, lyophilized. Contains 0.05%)| 1 vial
sodium azide.

\Prostaglandin E; Standard in ethanol; 0.5 mL per vial. 1 wial

Goat Anti-mouse IgG Coated Plate, 96 wells per plate. 1 plate
Tris Buffer Concentrate. Contains 0.5% sodium azide;| 2 wvials
10 mL per vial.

Wash Buffer Concentrate; 5 mL per vial 1 wial
IDEA Buffer Concentrafe; 2.5 mlL per vial. 1 vial
IbNPP Tablets. 5 tablets
Plare Cover, adhesive strips. 1

Disposal Note: This kit contains materials with small quantities of
sodmm azide Sodium azide reacts with lead and copper plumbing to
form explosive metal azides. Upon disposal. flush drains with a large
volume of water to prevent azide accunmilation Avoid ingestion and
contact with eves, skin and ncous membranes. In case of confact, rinse
affected area with plenty of water. Observe all federal. state and local

regulations for disposal.
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SUPPLIES REQUIRED BUT NOT PROVIDED

1
2.

W W

bt bt MDY DO ] N
S

Ultrapure (18 MCY) distilled or detonized water.

Calibrated adjustable precision pipettes, preferably with disposable
plastic tips. (A mamfoldchannel pipefte is desiable for large
assays.)

An orbital shaker.

A plate reader capable of measuring between 405420 nm.

Plate washer: automated or manual (squirt bottle, manifold
dispenser. efc.).

Glass tubes for diluting and aliquoting standard.

Absorbent paper towels.

Calibrated beakers and graduated cylinders in various sizes.
1.OMHCL

. Methanol.
. Hexane

Ethyl acetate.
SPE C-18 carindges.

PROCEDURAL NOTES/LAB QUALITY CONTROL

1

Microtiter plates should be allowed to come to room
temperature before opening the foil bags. Once the desired
mumber of stnps has been removed., mmediately reseal the bag
and store at 2 to 8°C o maintain plate integrity.

2. Samples should be frozen if not analvzed shorily after collection
Avoid mmltiple freeze-thaw cycles of frozen samples. Thaw
completely and mix well prior to analysis.

3. If particulate matter is present, centrifuge or filter prior to analysis.

4. All standards, controls and samples should be mn in duplicate.

7

5. Samples that are greater than the highest standard point should be
diluted and retested.

6. When pipetting reagents, mainfain a consistent order of addition
from well-to-well This ensures equal incubation times for all
wells.

7. Cover or cap all reagents when not in use.

8. Do not mix or interchange different reagent lots from various
Kt lots.

9. Do not use reagents after the kit expiration date.

10. Read absorbances within 2 hours of assay completion.

11. In-house controls should be mn with every assay. If control values
fall outside pre-established ranges, the accuracy of the assay is
=2 .

12, All residual wash liquid must be drained from the wells by
efficient aspiration or by decantation followed by tapping the
plate forcefully on absorbent paper. Never insert absorbent
paper directly info the wells.

SAFETY

All blood components and biological materials should be handled as
potentially hazardous. Follow universal precavtions as established by
the Centers for Disease Control and Prevention and by the Occupational
Safety and Health Administration when handling and disposing of
infectious agents.
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DIRECTIONS FOR WASHING

Incomplete washing will adversely affect the test outcome. All
washing must be performed with Wash Byffer provided.

Washing can be performed mamally as follows: completely aspirate the
liquid from all wells by gently lowering an aspiration tip (aspiration
device) info the boftom of each well. Take care not to scratch the inside
of the well.

After aspiration, fill the wells with at least 0.4 mL of diluted Wash
Buffer. Let soak for 15 to 30 seconds, then aspirate the liquid. Repeat as
directed under ASSAY METHOD. Afier the washing procedure, the
plate is inverted and tapped dry on absorbent tissue.

Alternatively, the Wash Buffer may be put info a seuirt bottle. If a squirt
bottle is used, flood the plate with Fash Buffer. completely filling all
wells. After the washing procedure, the plate is inverted and tapped dry
on absorbent tissue.

If wsing an aufomated washer, the operating instructions for washing
equipment should be carefully followed If vour automated washer
allows. 30 second soak cycles should be programmed into the wash
cycle.

SAMPLE PREPARATION
Purificatdon Procedure:

While the following purification protocol works well for many samples,
it 15 important to be aware that it may not be sufficient for the

purification of PGE; from all samples.
1. Split samples info two equal parts and place each sample info clean
test ubes.

2. Spike one of these sets of samples with PGE,.

3. Perform the following steps on all samples:

a.  Acidify the sample to pH 4.0 by the addition of 1.0 M HCL
b, Prepare a SPE C-18 cartridge by conditioning it first with

SmL of methanol followed by 5mL distilled or delonized

water.

Apply the sample and allow to flow through the colummn.

d. Rinse the column with 5mlL distiled or deionized water,
followed by 5 mL hexane. Allow the column to become dry
following the hexane wash.

e. Elute the PGE; with 5ml ethyl acetate contaming 1%
methanol If unable to run the assay at this time. store the
samples in ethyl acetate/methanol at -80°C.

f  Dry the sample under a stream of nifrogen  Reconstitute the
sample in 1x Tris Buffer. Assay both unspiked and spiked
samples with the ELISA.

REAGENT PREPARATION AND STORAGE

A, All diluted buffers should be stored at 2 to 8°C. When stored in
this manner, they will be stable for approximately two months.

o

10
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Tris Buffer.

Dilte the contents of one vial of Iris Buffer Concentrate with
00 mL of distilled or deiomzed water. It is common for the
concentrated buiffer to confain crystalline salts after thawing. It is
important fo rinse the wial to obfain any salts that may have
precipitated.

Wash Buffer.

Dilute the 5 ml. vial of Wash Buffer Concenfrate to a final volume
of 750 mL with distilled or deionized water.

3. DEA Buifer.
Dilute the 2.5 mL wvial of DE4 Buyffer Concentrare to a final
volume of 25 mL with distilled or deionized water.
4. Prostaglandin E; Standard.
(Note: If assaving culnure medium samples that have not been
diluted with Tris Buffer, the culnire medium rather than Tris Buffer
should be used for dilution of the standard curve )
Equilibrate a pipette tip in ethanol, by repeatedly filling and
expelling. Use the equilibrated pipette tip to transfer 200 pL of the
PGE; Standard into a clean test tube. Dilute with 300 pL distilled
or deionized water. The concenfration of this stock standard is
40 ng/ml. Label eight glass test tubes #1 through #8. Pipette
900 pL of 1x Trs Buffer info fube #1. and 500 pL into fubes #2
through #8. Transfer 100 pL of the 40 ng/mL standard info tube #1
and vortex to me Transfer 500 pL from tube #1 to tube #2.
Vortex to mix. Transfer 500 pL from fube #2 to tube #3. Vortex to
nux. Continue this process for standard tubes #4 through #8. These
dituted standards should be vsed within twenty-four hours.
11
B. Dilution of Prostaglandin E; Standard
Standard: Add: Into:
4 ng/ml. 100 puL of 40 ng/mL stock 900 pL 1x Tris Buffer
std. prepared in Step 4.
2 ng/ml 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
4 ng/ml std.
1 ng/mL 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
2 ng/mlL std.
0.5 ng/mL 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
1 ng/mL std.
0.25 ng/mL 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
0.5 ng/ml std.
0.13 ng/mL 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
0.25 ng/mL std.
0.06 ng/mL 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
0.13 ng/mL std.
0.03 ng/mL 500 pL of the 500 pL 1x Tris Buffer
0.06 ng/mL std.

Diluted standards may be stored at 2 to 8°C for up to 24 hours.
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Prostaglandin E; Alkaline Phosphatase Tracer.

Reconstitute the PGE; Alkaline Phosphatase Tracer with 6 mL of
1x Tris buffer. Vortex to mix. Store this reconstituted tracer at 2 to
8°C and use within four weeks.

Prostaglandin E; Monoclonal Antibody.

Reconstitute the PGE; Monoclonal Antibody with 6 mL of 1x Tris
Buffer. Vortex to mix. Store this reconstituted antiserum at 2 to
8°C and use within four weeks.

ASSAY METHOD: PROCEDURE

(Note: All reagents should be allowed to warm to room temperature
before use.)

Figure 1: Suggested Plate Plan.

Legend
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Pipette 150 pL 1x Tris Buffer into non-specific binding (NSB)
wells, and 100 pL 1x Tris Buffer into zero standard (By) wells. If
tissue culture medmum was used to dilute the standard, substitute
100 pL of this same medium for the Tris Buffer in the NSB and By
wells.

13

Pipette 100 pL of Prostaglandin E; Stamdard mto the appropnate
wells.

Pipette 100 pL of samples into the appropriate wells. Each sample
should be assaved in duplicate or triplicate.

Pipette 50 pL of Prostaglandim E; Alkaline Phosphatase Tracer
mto each well except the blank wells and total activity (TA) wells.

Pipette 50 uL of Prostaglandin E; Antibody into each well except
the blank wells, TA wells and NSB wells

Note: The table below specifies reagents required for designated wells.
Reading across the table, confirm vou added the correct reagent(s) to

each well.
Well Inis o Sample | Tracer Antibody
Buffer ) mp! B i
Blank : : : :
] ] 5L (at .
Ta development)
NSB 150 uL . 50 uL -
By 100 pL - 50 uL 50 uL
Std/Sample - 100 uL 50 uL 50 uL

DEFINITIONS OF KEY TERMS

Blank - No sample; to measure background absorbance.
TA (Total Activity) - total activity of the AP-linked tracer.

14

152



NSB (Non-Specific Binding) - non-tmmmmological binding of the
tracer to the well.

By (Maximum Binding) - maximmm amount of the tracer that the
antiserum can bind in the absence of the analyte.

a.

o

10.

Cover each plate with a plate cover and incubate for two hours at
room temperature on an orbital shaker.

Dissolve 5 pNPP tablets in 25 mL 1x DEA buffer (25 mL is
sufficient to develop 100 wells). [Nofe: Reconstituted pNPP is not
stable, so we recommend that you make only the amount that you
need at any one fime.]

Thoroughly aspirate or decant solution from wells and discard the
liquid Wash wells 5 times. See DIRECTIONS FOR
WASHING.

Add 200 uL pNFPP solution to each well including blank and TA
wells. Add 5 pL of tracer to the TA wells. Cover the plate and
allow to develop in the dark on an orbital shaker. This assay
typically develops in approximately 60 to 90 minutes.

Wipe the boftom of the plate with a paper towel to remove any
finger prints, smmdges or dirt which may interfere with obtaining
an accurate absorbance reading. Remove the plate cover. and read
the plate at a wavelength of between 405 and 420 nm.

15

DATA ANALYSIS

Most plate readers come with data reduction software that plots data
antomatically. Alternatively a spreadsheet program can be used. The
data should be plotted as %B/B; versus log concenfration of standard
using either a 4-parameter logistic or a log-logit curve fit.

L

Prepare the Data.

The following procedure 1s recommended to prepare the data prior

to graphing:

a.  Subtract the absorbance of the blank wells from all wells on
the plate, if not already done.

b, Average the absorbance readings from the NSB wells.

c.  Average the absorbance readings from the Bq wells.

d. Subtract the average NSB from the average By This is the
corrected By,

Corrected By = Average By - Average NSB

e.  Calculate the %B/By for each standard and sample. To do
this, subtract the average NSB absorbance from the standard
and sample absorbances and divide by the corrected By (from
step d). Multiply by 100 to obtain %B/By. Repeat for all
wells.

SHBIE - Absorbance - Average NSB % 100
b Corrected By

16
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Plot the Standard Curve.

Plot %B/By for all standards versis PGE; concentration using log
(3) and linear () axes, and fit the data fo a four parameter logistic
equation. Alternatively, the data can be linearized using a logit
transformation. [Nofe: Do not use %aB/By in this calculation.]

Logit (B/By) =In [B/By/(1-B/By)]

Plot the data as logit (B/Bg) versus log concentration of standard
and perform a linear regression fit.

3. Determine the Concentration of your Samples.
Calculate the %B/By for each sample. Defermine the concentration
of each sample using the equations obfamned from the analysis of
the standard curve. Remember to account for any dilution made to
the sample prior to addifion to the well. %B/By values of greater
than 80% or less than 20% should be re-assaved as they generally
fall outside of the linear range of the standard curve.

4. Correct for Recovery (if purification was performed).
Divide the concenfration determined m step #3 by the recovery
factor. Correct for any volume changes of the sample which may

Concentration of spike (pz'mL)

17

TYPICAL DATA

The standard curve is an example of data typically produced by this kit
(Figure 2). Your results will vary from these, and it is therefore
important that vou rumn a standard curve each time you use the kit.

Figure 2: Standard curve for Prostaglandin E,
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LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

For Research Use Only. CAUTION: Not for human or animal
therapeutic or diagnostic use.
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS
1.  PRECISION

Intra-assay precision was determined by measuring samples containing
low, medm, and high concentrations of PGE; multiple times in the
same assay (eight samples per plate on a total of five plates). Inter-assay
precision was determined by measurng low, medium, and high
concentrations of the samples in eight separate assays.

PGE; (pgmL) | Intra-assay % | Inter-assay %
cv cv
High 1000 35 93
Medium 500 45 98
Low 125 9.9 159

19

2. SPECIFICITY

Buffered solutions of a panel of substances were assaved. The
following substances were tested and their comresponding cross
reactivity percentages are noted.

Analvte Cross- Analyte Cross-
Reactivity Reactivity

Prostaglandin E; 100% Prostaglandin B, =0.01%

Prostaglandn E; ” - e

Ethanolamide 100% Prostaglandm Dy 001%

' 41 19 15-keto e

Prostaglandin E; 43.0% Prostaglandin E, 0.01%

8-z Prostaglandmn E; 3T4% Prostaglandin F;, =0.01%

Prostaglandin E; 18.7% Prostaglandin Fy, <0.01%

13, 14-dihydro-15-keto

G-keto Prostaglandin Fy, 1.0% Prostaglandin Fa, <.01%
8-iso Prostaglandin Fy, 0.25% Prostaglandin F, =0.01%
Prostaglandin A; =001% Thromboxane B, =0.01%
Prostaglandin A, =0.01% Tetranor PGEM =0.01%
Prostaglandin As =0.01% Tetranor PGFM <0.01%
Prostaglandin B, =0.01%
20
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