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Ankha MVA. Efeito in vivo da deposi¢ao de filmes de DLC com e
sem nano-particulas de prata sobre liga de titdnio para utilizacdo em

proteses articulares [dissertacdo]. Sao José dos Campos (SP): Instituto
de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

Materiais de revestimento duros para melhorar as propriedades
biotriboldgicas das proteses articulares, estdo sendo foco de pesquisa
ha algum tempo. Varios tipos de filmes de carbono tém sido descritos
relatando falhas e sucessos e também sugerindo a necessidade de mais
pesquisas. Frente a isso, este trabalho teve o objetivo de avaliar as
caracteristicas estruturais ¢ de necoformacdo Ossea de filmes de
carbono tipo diamante com e sem nano-particulas de prata (DLC e
DLC-Ag, respectivamente), aplicados por plasma (PECVD) em liga
de titdnio (Ti-6Al-4V). Sessenta amostras de Ti-6Al-4V, foram
dividas em trés grupos nos quais: 20 eram recobertas com filme de
DLC, 20 com DLC-Ag e 20 sem recobrimento. Apds a caracterizagao
estrutural, as amostras foram fixadas bilateralmente no angulo da
mandibula de 30 coelhos da raga Nova Zelandia. Ap6s os periodos de
15 e 90 dias os animais foram eutanasiados e cinco amostras por
grupo foram escolhidas aleatoriamente para a caracterizagdo poOs-
operatdria e cinco para andlise qualitativa e quantitativa da
neoformagdo oOssea. Os dados foram tratados estatisticamente, por
analise descritiva e inferencial, mediante o teste paramétrico ANOVA
dois fatores de medidas repetidas e quando foi necessario o teste de
comparacao multipla de Tukey (p<0,05%). Verificou-se que os filmes
de DLC e DLC-Ag apresentaram alta resisténcia elétrica e ndo
sofreram grandes modificagdes em seu espectro Raman, apds os
periodos de 15 e 90 dias. Na analise histoldgica apos o periodo de 15
dias, observou-se trabéculas dsseas imaturas proliferando do osso
preexistente em dire¢do a amostra e, por vezes, recobrindo
parcialmente a superficie da mesma. No periodo de 90 dias foi dificil
delimitar a area de osso neoformado do preexistente, apresentando-se



com as caracteristicas de osso maduro e organizado, abrangendo a
interface quase na sua totalidade, na maioria dos casos. Isto foi
observado nos trés grupos, confirmando os resultados obtidos na
analise histomorfométrica, em que ndo houve diferenca estatistica
significante em relagdo ao tipo de amostra (p=0,3475). Quando o fator
tempo foi avaliado, observou-se maior neoformacgao ossea (69,649%)
no grupo DLC no periodo de 90 dias, com relagdo a todos os grupos
no periodo de 15 dias (p=0,001), ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos no periodo de 90 dias. Em conclusdo, pode se dizer
que os filmes de DLC e DLC-Ag apresentaram resultados promissores
quanto a sua estrutura e a neoformagao 0ssea, nao havendo diferenca
estatistica significante com relacdo ao Ti-6Al-4V, material que ¢
usado como padrdo ouro em proteses articulares e demais aplicagdes
biomédicas.

Palavras - chaves: Protese Articular. Nanotecnolo-
gia. Hipersensibilidade. Artropatias. Transtornos da Articulagdo
Temporomandibular. Osseointegracao.
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Ankha MVA. Effect of Diamond Like Carbon film deposition with
and without silver nanoparticles on titanium alloy to be used in joint
prosthesis [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of
Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

ABSTRACT

Hard coating materials to improve the biotribologic properties of joint
prostheses have been the focus of research for some time. Various
types of carbon films have been described, reporting failures and
successes and also suggesting the need for more research. Because of
that, the aim of this work was to evaluate the structural characteristics
and biocompatibility of diamond-like carbon films with and without
nano-particles of silver (DLC and DLC-Ag, respectively), applied by
plasma (PECVD) on a titanium alloy (Ti-6Al-4V). Sixty samples of
Ti-6Al-4V, were divided into three groups in which 20 were coated
with DLC film, 20 with DLC-Ag and 20 without coating. After the
structural characterization, samples were fixed bilaterally in the
mandible angle of 20 rabbits of New Zealand race. After periods of 15
and 90 days the animals were euthanized and five samples per group
were randomly assigned to postoperative characterization and five for
qualitative and quantitative analysis of new bone formation. The data
were treated statistically, using descriptive and inferential analysis, by
ANOVA parametric test two factors for repeated measures and when
necessary, the multiple comparison test of Tukey (p<0.05%). It has
been found that the DLC and DLC-Ag films showed high electrical
resistance and did not suffer significant changes in its Raman
spectrum after periods of 15 and 90 days. Histological examination
after 15 days showed proliferating immature bone trabeculae, from the
preexisting bone in the direction of the sample and .and sometimes
partially covering its surface. At 90 days it was difficult delineate the
newly formed bone area of the preexisting. Mature and organized
bone was seen within the interface, comprising almost its entirety, in



most cases. This was observed in all groups, confirming the results
obtained in the histomorphometric analysis, there was no statistically
significant difference regarding the type of sample (p=0.347). When
the time factor was assessed, there was greater bone formation
(69.649%) in group DLC in 90 days, with respect to all groups in the
15-day period (p = 0.001), with no significant difference among the
groups within 90 days. In conclusion it may be said that the DLC and
DLC-Ag films presented promising results regarding biocompatibility
and bone formation, with no statistically significant difference with
Ti-6Al-4V, material that is used as the gold standard in joint
prostheses and other biomedical applications.

Key words: Joint Prosthesis. Nanotechnology. Hyper-
sensitivity. Joint Diseases. Temporomandibular Joint
Disorders. Osseointegration.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o envelhecimento da populagao
e o aumento da expectativa de vida média t€m levado a uma maior
incidéncia de casos de doencas articulares, tais como osteoartrose ou
artrite reumatoide, que, em alguns casos, necessitam da substituicao
total ou parcial da articulagdo por implantes artificiais (Ariza et al.,
2008). Os problemas surgem, em particular, nas articulagcdes do
quadril e do joelho, estendendo-se, em menor escala, a outras
articulagbes como  ombro, tornozelo e a  articulagdo
temporomandibular (ATM) (Wolford et al., 2014).

A substituicdo total da articulagdo por implantes
ortopédicos fabricados com ligas metalicas, ancorados ao osso tanto
por cimento quanto por contato direto entre o metal € o 0sso, tem sido
utilizada como uma ferramenta de grande sucesso para aliviar a dor e
melhorar a fun¢do, e assim, a qualidade de vida de pacientes em fase
final de artrites (Kilgus et al., 1991). Apesar dos avangos técnicos,
todos os implantes de substitui¢do total podem sofrer alteracdes
técnicas que ainda nao foram resolvidas como: afrouxamento
asséptico, ostedlise (Gallo et al.,, 2013), lixiviagdo (extracdo de
substancia de um material solido provocado pela dissolucdo de um
liquido) de ions (Blumenthal, Cosma, 1989; Vijayaraghavan et al.,

2012), metalose (geragdo de residuos de particulas), incompatibilidade
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do moédulo de elasticidade (Guo et al., 2013) e hipersensibilidade aos
componentes da liga metélica (Hallab et al., 2002).

Quando a liga Ti-6Al-4V ¢ implantada no corpo
humano ocorrem mudangas em sua camada protetora que propiciam a
liberagdao de produtos de corrosao (Guo et al., 2013), podendo causar
tanto alteragdes sistémicas (Morais et al., 2007) quanto locais, e
consequentemente a perda do implante ou protese.

Tendo em vista a percentagem de falhas que tém
sido descritas na literatura ortopédica (Trava-Airoldi et al., 2007;
Hauert et al., 2013) em relagdo as proteses articulares, varios estudos
tétm sido feitos para melhorar as propriedades biotribologicas e
mecanicas das mesmas, idealizando um filme protetor que seja capaz
de diminuir o atrito entre as superficies articulares, que apresente a
dureza suficiente para suportar a carga da funcdo e que evite a
liberagcdo de ions toxicos a partir da liga metadlica (Thomson et al.,
1991; Trava-Airoldi et al., 2007; Li et al., 2011; Hauert et al., 2012)

O filme de carbono tipo diamante (Diamond like
carbon - DLC) ¢ um revestimento duro, semelhante ao diamante,
biocompativel com células humanas (Lu et al., 1993; Trava-Airoldi et
al., 2007) que apresenta alta resisténcia ao desgaste, baixo coeficiente
de atrito, alta inercia quimica, amplo —gap” semicondutor (sendo
isolante) e com propriedades bactericidas (Lau et al., 2001).

O efeito bactericida do filme de DLC tem sido
estudado nos ultimos anos e foi constatado que a adi¢do de nano-
particulas de prata aumenta esse efeito contra Staphiloccocus aureus

(Cloutier et al., 2014b).



14

Na literatura existem varios estudos em relagao a
este filme, com variacdo dos parametros de deposi¢ao, composi¢ao ¢
aplicagdo que tem demostrado resultados tanto positivos (Hauert et al.,
2013; Papo et al., 2004; Marciano et al., 2009; Roy ME et al., 2010; L1
et al., 2011; Love et al., 2013; Okasaki, 2014) quanto negativos
(Hauert et al.,, 2010; Cloutier et al., 2014a). As controvérsias
encontradas sugerem a necessidade de mais estudos, em busca de um
filme protetor de boa qualidade, com alta aderéncia e que apresente
propriedades triboldgicas adequadas, alta resisténcia a corrosdo e
isolante térmico e elétrico para ser usado como recobrimento de
implantes para uso biomédico.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
algumas propriedades fisico-quimicas e o efeito na osseointegracao do
filme de DLC e de DLC dopado com nano-particulas de prata como
recobrimento da liga Ti-6Al1-4V antes e apOs permanéncia em in vivo
para uso em proteses articulares.

A hipétese deste estudo € que o recobrimento de
proteses articulares com filme de DLC e de DLC dopado com nano-
particulas de prata ird servir como uma camada protetora em
superficies funcionais ou ndo, evitando a liberacdo de elementos
toxicos presentes na liga metédlica, ndo interferindo com a
osseointegragdo; diminuindo também, a sensibilidade causada pelo

impulso elétrico neuromuscular em mudanca de temperatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

Com o aumento no nimero de implantes inseridos
cada ano, a diminui¢do na idade dos pacientes considerados para a
substituicao da articulagdo, e uma populagcdo que esta vivendo mais,
surge a necessidade do uso de implantes ou biomateriais de longa
duragdo (Mercuri, Anspach, 2003). Isto estd se tornando uma das
maiores preocupacdes na atualidade (Love et al., 2013), sendo que a
média de vida de 15 anos para implantes de quadril ndo ¢ suficiente
para uma populagdio que pode exigir 30-40 anos de funcao
(Ebramzadeh et al., 2011). Isto também deve ser considerado para as

outras articulagdes do organismo (Mercuri, Anspach, 2003).

2.1 Biomateriais e suas propriedades ideais em proteses
articulares

Biomaterial ¢ qualquer substancia, medicamento
ou combinagdo de substancias, de origem natural ou sintética, que
pode ser usado por um periodo de tempo, como um sistema completo
ou parte de um sistema de tratamento, aumentando ou substituindo

qualquer tecido, 6rgao ou fungao do corpo (Galletti, 1997).
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Quando necessario o uso de um biomaterial para
reconstruir ou substituir uma articulacdo, o sucesso do mesmo
depende de varios fatores, principalmente da biocompatibilidade ¢ da
biofuncionabilidade (Krecisz et al., , 2012).

A biocompatibilidade pode ser definida como a
habilidade de um material de ser tolerado pelo organismo vivo, por
um determinado tempo, em uma determinada aplicacdo (Willians,
1987).

Biofuncionabilidade significa que o material deve
ter as caracteristicas mecanicas adequadas para cumprir a funcao
desejada pelo tempo necessario (Choung, Young, 2003; Oréfice et al.,
2000).

Material aloplastico, refere-se a um material capaz
de ser colocado dentro de um organismo vivo € que mesmo sendo
diferente, possa comportar-se de maneira semelhante ao tecido proprio
do organismo, sendo tolerado por este (Bissada, Hangorsky, 1980).

A historia das proteses alopléasticas tem sido
caracterizada por falhas devido a desenhos inapropriados e a
desaten¢do aos principios biomecanicos (Quinn, 2000; Mercuri, 2000,
2006; Gispert et al.,, 2007). O sucesso das proteses aloplasticas
depende das caracteristicas, tanto estruturais quanto funcionais. Estas
devem ser principalmente biocompativeis, apresentar baixo
coeficiente de atrito, escoamento e fadiga, e possuir adaptabilidade a
estruturas anatémicas e suas fungdes (Sedarat et al., 2001; Wolford,

2006, Roy ME et al., 2010; Gustafson et al., 2014).
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Em relagdo a biocompatibilidade e a
adaptabilidade dos implantes aloplasticos, em especial os implantes
ndo cimentados, ¢ i1mportante que exista o processo de
osseointegragdo, para manter a sobrevivéncia e estabilidade do
implante por um longo periodo de tempo (Branemark et al., 2001;
Goriainov et al., 2014).

O termo " osseointegracao " ¢ derivado do latim
"os" (que significa o0sso) e "Integrare" (se tornar inteiro, fazer um so),
foi inicialmente inventado pelo Professor Per-Ingvar Branemark no
final de 1950, apos observar a integragdo do titdnio ao 0sso
(Branemark et al., 2001), secundaria a formacao de um contato direto
entre 0 0sso € o implante (Linder et al., 1988).

A osseointegracdo ¢ definida como o processo
pelo qual ¢ conseguida a fixacdo rigida, de materiais aloplasticos,
clinicamente assintomatica e mantida no osso durante a carga
funcional (Zarb, Albrecktsson, 1991). Para que ocorra a
osseointegragdo, se espera a auséncia de qualquer resposta
inflamatoria e formacao de tecido fibroso ou conjuntivo na interface
osso-implante (Iezzi et al., 2014).

A osseointegracdo pode ser interrompida mais
cedo, levando a perda da estabilidade primdria e migracdo precoce,
resultando no afrouxamento do implante (Karrholm et al., 1997).
Atualmente, o afrouxamento asséptico ¢ a causa mais comum de
falhas em artroplastia de quadril e de joelho, em 40 e 32% de todos os

casos, respectivamente. Esta alteragdo, provavelmente pode estar
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associada a presenca de um desenho inapropriado e ao material do

implante (Goriainov et al., 2014).

Diferentes materiais t€ém sido usados para a

fabricacdo das proteses articulares ou implantes ortopédicos, alguns ja

excluidos do mercado como o Silastic, conforme Schliephake et al.

(1999), e o Proplast/Teflon, por ocasionar respostas indesejaveis,

como reacao de corpo estranho e ostedlise respectivamente; outros

ainda usados embora apresentem limitagdes ou problemas quanto a

sua aplicabilidade, conforme citado adiante:

a)

Vitallium

E uma liga de cobalto-cromo-molibdénio
(Co-Cr-Mo), bem aceita pelos seres humanos
em dispositivos ortopédicos desde 1960,
atualmente usados como padrio ouro em
proteses de quadril (Merritt, Brown, 1996;
Mercuri, Anspach, 2003; Wolford, 2006).
Reagdes de hipersensibilidade e osteolise
foram relatadas em prosteses articulares
metal sobre metal, provavelmente
provocados por particulas liberadas pelo
atrito e desgaste das superficies da protese
(Vijayaraghavan et al., 2012, Krecisz et al.,
2012). Entretanto, quando combinaram o Co-
Cr-Mo com o polietileno de alto peso

molecular, a liberacdo de particulas de
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desgaste diminuiu de 4 a 5 vezes, quando
comparada com as proteses metal — metal

(Jacobs et al., 1994; Wolford, 2006);

Polietileno de ultra-alto peso molecular
(UHMWPE)

O UHMWPE ¢ usado como componente
articular por ser biocompativel, apresentar
um modulo de elasticidade semelhante ao
0sso ¢ baixo coeficiente de atrito e desgaste
(Fook et al., 2007). Por outro lado, quando a
protese articular € confeccionada em
combinagdo com metal, particulas do
UHMWPE sdao liberadas por desgaste,
ocasionando dor e perda da funcdo, mas
quando o mesmo ¢ usado em combinagdo
com a ceramica a liberacdo dessas particulas
se reduz em 50% (Donnet JB et al., 2008;
Okasaki, 2014);

Liga de titdnio-alumino-vanadio (Ti-6Al-4V)
Esta liga tem recebido especial atencdo como
biomaterial desde 1991, devido a suas
propriedades de biocompatibilidade, alta
resisténcia mecanica ¢ alta resisténcia a

corrosao (Jacobs et al., 1994; Turvey et al.,
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2002). Entretanto, esta liga ¢ mais vulneravel
quando  comparada com o titanio
comercialmente puro, pois apresenta uma
camada superficial de oOxido de titdnio e
oxido de aluminio que facilita a lixiviagao de
ions, em especial de Ti e Al (Saldana et al.,
2006; Morais et al., 2007). Dos componentes
desta liga metalica, o Al e o V sdo
considerados os mais toxicos (Sedarat et al.,
2001; Latysh et al., 2006). O aluminio afeta
localmente a  proliferagdao, atividade
metabolica e diferenciacao dos osteoblastos
(Saldana et al., 2006) e quando relacionado
com efeitos sistémicos, este pode causar
osteomalacia,  granulomatose  pulmonar
(Sedarat et al., 2001), encefalopatias do tipo
Alzheimer e deméncia senil (Liu et al.,
2014).

Apesar de alguns autores relatarem auséncia
de sinais patologicos associados com a
libertagdo de ions de titdnio (Sederat et al.,
2001; Meyer et al., 2006), particulas deste
metal podem promover a proliferacdo de
fibroblastos, provocando fibrose ao redor do
implante, e diminuicdo no numero e

atividade de osteoblastos, macréfagos e



21

leucocitos, prejudicando a osteogénese e
consequentemente causando a perda da
protese (Rack, Qazi, 2006; Morais et al.,
2007). Além disso, raros relatos tém sido
descritos sobre a hipersensibilidade tipo IV e
outras  disfungdes imunes em certos
pacientes, quando expostos cronicamente ao
titanio (Hallab et al., 2001; Sicilia et al.,
2008; Vijayaraghavan et al., 2012).

Em relacido ao vanadio, os efeitos da
intoxicagdo cronica e aguda s3o bem
documentados (Morais et al., 2007). O
vanadio ¢ citotoxico para macrofagos e
fibroblastos (Heinemann et al., 2003; Tian et
al., 2005), se liga a proteinas (ferritina e
transferrina), afetando sua distribuigdo e
acimulo no corpo humano, provoca reacoes
de hipersensibibilidade locais e sistémicas,
inibe a proliferagdo celular e tem o potencial
de causar lesOes renais, por ser a excregao
urinaria sua principal via de eliminagdo
(Sedarat et al., 2001; Heinemann et al.,

2003).

Considerando as limitagdes que apresentam oS

biomateriais utilizados na fabricagcdo de proteses articulares, a procura
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de um material que apresente as propriedades ideais (tribologicas,
fisico- quimicas e mecanicas) e que seja biocompativel, tem sido foco
de pesquisa nos ultimos anos. Tem-se buscado materiais de
revestimento duros, com baixo coeficiente de atrito e desgaste, que
garantam o minimo de toxicidade e apresentem boa interacdo na
interface entre o biomaterial e o meio bioldgico (Allen et al., 2001;

Choung, Young, 2003; Wolford, 2006).

2.2 As proteses articulares e suas falhas

Na reconstru¢do de articulagdes, incluindo a
articulagdo temporomandibular (ATM), varias técnicas e materiais
tém sido utilizados, existindo algumas controvérsias sobre quais
materiais proporcionariam melhores resultados aos pacientes. Por
exemplo, quanto as proéteses totais, as constituidas por metal-metal
seriam melhor aceitas em proteses de quadril, enquanto nas demais
articulacOes as de metal-polietileno seriam a melhor op¢do (Mercuri,
2000; Wolford, 2006).

Entretanto alguns problemas podem surgir com
uso de proteses com componentes metalicos. A hipersensibilidade ao
metal ¢ um fendmeno bem estabelecido (Basketter et al., 1993; Amini
et al., 2014). fons e particulas metalicas podem ser libertados a partir
de implantes em tecidos biologicos de trés formas: dissolugao,
corrosdo e desgaste (Furey et al., 2008). Detritos de desgastes sdo

criados por meio da articulagdo de superficies funcionais umas contra
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as outras, essas particulas liberadas podem causar reacdo de
hipersensibilidade e como consequéncia, perda da protese (Quinn,
2000; Wolford, 2006; Krecisz et al., 2012; Okasaki, 2014).

A grande maioria dos metais e ligas possui uma
camada de 6xido que os protege da corrosao, essa camada ¢ formada
quando em condigdes ambiente adsorvem moléculas de gases
presentes e oxidam (Landolt, 2007; Radi, 2012).

Os sintomas locais observados em pacientes com
hipersensibilidade confirmada ao metal utilizado na protese incluem
dor na ATM, dor miofacial, espasmos musculares, cefaleia, dores de
ouvido, zumbidos, vertigens e edema facial. Reagdes de
hipersensibilidade sistémica podem incluir, mas nio estdo limitados a,
fadiga cronica, depressdo, alteragdes de humor, fibromialgia,
poliartralgia, pirexia, disfuncdo imune, problemas gastrointestinais,
hiper-excitabilidade, vasculite, problemas neurologicos (centrais ou
periféricos), varios problemas de saude sistémica, instabilidade
cardiaca, insuficiéncia de o6rgaos e morte (Wolford, 2006).

Em relacdo a reconstrucdo da ATM, existem
relatos que indicam parametros de melhoria subjetiva e objetiva apds
artroplastia de substituicdo, porém, muitas complicacdoes poOs-
operatorias t€m sido identificadas (Kanatas et al.,, 2012). Estas
complicagdes incluem dor, infecgdo, deposicao dssea heterotopica,
danos aos nervos, formag¢ao de hematoma, fistula salivar, maloclusao
¢ hipersensibilidade aos metais (Wolford, 2006). Estudos tém relatado

uma redug¢do na dor apos reconstrucao (Machon et al., 2012), mas, a
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completa eliminacdo da dor ainda ndo foi mencionada na literatura,
talvez devido a somatizagao da dor (Kothari et al., 2014).

Quando se compara a prétese de quadril com a
protese da ATM, considerando a carga funcional, pode-se dizer que
uma protese de quadril apresenta carga funcional de base que varia de
3,5 a 6 vezes o peso corporal do individuo, sendo que para uma pessoa
de 100 libras, a carga funcional seria de 350 - 600 libras e quando ¢
somado o ato de correr ou de elevagdo com impacto (pular), a carga
funcional pode aumentar para 10 vezes o peso corporal (Harkess,
2003). Entretanto, a carga funcional maxima da ATM durante o ato da
mastigagdo, ¢ estimada entre 160 - 265 Newtons (entre 35 - 60 libras)
(Throckmorton, 2000). Essa diferenca substancial entre uma
articulagdo de quadril e a ATM pode justificar a presenca de células
gigantes, provocada pela liberacdo de particulas de desgaste
provenientes do polietileno de alto peso molecular em proteses de
quadril e ndo em protese de ATM (Mercuri et al., 1995, Mercuri,
2000; Wolford, 2006).

2.3 Filmes de carbono tipo diamante (DLC)

Os filmes de DLC possuem muitas caracteristicas
que sdo desejdveis em materiais para uso biomeédico, tais como:
biocompatibilidade, devido a sua composi¢ao de apenas carbono e

hidrogénio, que sdo biologicamente compativeis com células humanas
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conforme Lu et al. (1993), Allen et al. (2001), Robertson (2002),
Hasebe (2007), Trava-Airoldi et al. (2007), alta resisténcia ao desgaste
e a corrosdo, baixo coeficiente de atrito, alta inércia quimica e,
dependendo do processo de deposi¢dao, podem ser altamente isolantes
(Rasia, 2009).

A condutividade elétrica observada nestes filmes
¢ usualmente da ordem de 10"° a 10 Q' cm™. A adicdo de nano-
particulas causa aumento desta condutividade. Os filmes de DLC sao
extremamente resistentes a ataques quimicos por acidos ou bases, e
sdo estaveis em temperaturas de at€¢ 400 °C (Robertson, 2002; Trava-
Airoldi et al., 2007).

Assim, esses filmes podem ser Uteis para proteger
as superficies metdlicas subjacentes as proteses articulares contra
risco, corrosdo ¢ libertagdo de ions metélicos. Por apresentar estes
beneficios o estudo deste filme ¢ importante visando sua aplicacao
como revestimento de novos instrumentos € implantes na engenharia
biomédica (Holmberg et al., 2000; Trava-Airoldi et al., 2007).

Os filmes de DLC s3o comumente usados em
aplicagdes tribologicas na industria biomédica, ¢ tém sido propostos
para aumentar a dureza de superficies em substituicio de uma
articulagdo (Lappalainen et al., 1998a,1998b; Robertson, 2002; Hauert
et al., 2012; Cloutier et al., 2014a).
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2.3.1 Deposicao de filmes de carbono tipo diamante (DLC)

Além de varios tipos de deposicao, diferentes
parametros e substratos t€ém sido descritos (Love et al., 2013), alguns
relatando bons resultados para serem aplicados como revestimento de
proteses articulares (Liu et al., 2014; Cloutier et al., 2014a) e outros
que tém falhado para tais aplicagdes, obtendo delaminacdo do DLC
(Hauert et al.,, 2012). Dessa forma a aderéncia desses filmes se
apresenta como um fator de alta importancia para a aplicagdo desses
filmes em proteses.

Para a deposicao de filmes finos sdo conhecidos
diferentes processos que envolvem deposicao pela fase de vapor que
podem ser divididos em duas grandes areas: CVD (Chemical Vapour
Deposition) e PVD (Physical Vapour Deposition). O processo de
deposi¢do por CVD envolve uma reacdo quimica de compostos
volateis para produzir outro composto quimico nao volatil que serad
depositado sobre o substrato. Diversas técnicas utilizam o processo
por CVD, destacando-se entre elas a técnica assistida por plasma
(PECVD - Plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition), que foi
utilizada neste trabalho (Robertson, 2002).

A deposi¢ao de filmes finos de DLC pela técnica
descarga (DC) pulsada PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor
deposition), trata-se de uma descarga em plasma de baixa pressao
utilizando uma fonte chaveada pulsada para a geracdo do plasma e
deposi¢ao dos filmes de DLC nos substratos (Trava-Airoldi et al.,

2007, Marciano et al., 2009).
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Revestimentos de DLC podem sofrer altos niveis
de estresse residual por causa de sua estrutura. Este pode causar ma
adesdo a superficie, levando a delaminagdo precoce. Uma das
principais formas de combater a baixa adesdo do filme na superficie
(devido a diferencas de tensoes residuais) ¢ através da deposi¢ao de
uma inter-camada, que promova a adesdo do DLC ao substrato
(Marciano et al., 2009). Os materiais usados comumente como
interface sdo: o titdnio (T1), o carboneto de cromo (CrC) e o nitreto de
silicio (Si3N4. Uma camada intermediaria, por exemplo, de silicio,
entre os diferentes tipos de substrato e os filmes de DLC tem sido
utilizada para aumentar a aderéncia destes revestimentos. As melhores
adesoOes sao obtidas em substratos que formam carbetos, como o Si, Fe

e Ti (Marciano et al., 2009; Love et al., 2013).

As intercamadas podem diminuir o estresse, e
aumentar a resisténcia a corrosao reduzindo a formacao de
porosidades, melhorando as propriedades elétricas do filme ou

diminuindo a sua condutividade (Kwok et al., 2007; Liu et al., 2014).

A dopagem de filmes de DLC com metais
realizada por técnicas de deposicao fisico-quimica de vapor tém sido a
chave para se obter uma nova classe de materiais (Lau et al., 2001),
porém, a dificuldade em se dispersar homogeneamente particulas
metalicas em filmes de DLC tem sido relatada, pois as particulas
metalicas formam aglomerados na matriz do filme (Hussain et al.,
2000).

Além disso, outra propriedade que o filme de

DLC pode adquirir ¢ o efeito bactericida e fungicida (Lau et al., 2001;
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Betts et al., 2005; Hussain, Pal, 2007; Ishihara et al., 2006).
Nanoparticulas de prata dopadas no filme DLC potencializam esse
efeito (Bell, Myrich, 2001; Marciano et al., 2009), em especial quando
dopadas pelo sistema de PECVD (Marciano et al,. 2009; Tamulevicius
et al., 2014; Gayathri et al., 2015), sendo efetivo contra
Staphylococcus (Narayan et al., 2005).



3  PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi:

Avaliar o efeito in vivo da deposicdo de filmes de
DLC, com e sem nano particulas de prata, aplicados por via plasma
em amostras de liga de titanio visando sua utiliza¢do futura como

material para proteses articulares.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Comparar in vivo a resposta do tecido 0sseo
mandibular de coelho, em contato com
amostras de liga de titdnio recobertas com
dois diferentes filmes, DLCH ¢ DLCH-Ag,
em relagdo a amostras de liga de titanio sem
recobrimento;

b) Avaliar as caracteristicas estruturais dos
filmes de DLC e DLC-Ag antes e apoés

exposicao in vivo.



4  MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos experimentais

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncia e Tecnologia do campus de Sao José
dos Campos/ICT - UNESP sob o protocolo n° 03/2013-PA/CEP
(Anexo A) e foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Para o desenvolvimento deste projeto foram
necessarios 30 coelhos da raga Nova Zelandia com peso médio de
4,5kg que foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP.

Os animais foram divididos em trés grupos de 10
e subdivididos de acordo ao periodo de eutanasia em 15 ¢ 90 dias em

seis grupos de cinco conforme Quadro 1.



Quadro 1- Disposi¢ao dos grupos de acordo

periodo de eutandsia
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o tipo de amostra e

GRUPOS DE TIPO DE PERIODO DIVISAO DOS
ANIMAIS AMOSTRA (DIAS) GRUPOS
(N=30)
Cl até C5 Ti-6Al-4V 15 Gl A
C6 até C10 Ti-6Al-4V 90 GIB
Cll até C15 DLC 15 G2A
C16 até C20 DLC 90 G2B
C21 até C25 DLC-Ag 15 G3A
C26 até C30 DLC-Ag 90 G3B

4.2 Amostras

Foram utilizadas sessenta (60) amostras de liga de

titanio (Ti6Al4V), com formato quadrangular de bordas arredondadas,

com dimensdes de 10,0 x 10,0 x 0,5 mm e exibindo dois furos para a

fixagdo na mandibula dos coelhos (Figura 1).

Todas as amostras foram devidamente lixadas

com lixas d’agua de granulagdes 600 a 1200 em politriz automatica

(Erios /Brasil/ ICT/UNESP), para padronizacdo e retirada de

irregularidades das amostras.
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Figura 1- Porta amostra contendo os corpos de prova polidos com lixa d’agua com
granulometria de 1200.

Vinte destas amostras foram recobertas com filme
de DLC e vinte com filme de DLC-Ag. Estes foram depositados por
plasma em um sistema CVD assistido por descarga DC pulsada

(PECVD, do inglés- plasma-enhanced chemical vapor deposition)
(Figura 2).
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A. Reator PECVD

l‘. B. Visor de parametros
o | E—
~

Figura 2- A) Reator de plasma (PECVD) e B) Visor de pardmetros do reator.

Inicialmente foi realizada uma limpeza superficial
dos substratos, que consistiu na imersao em acetona P.A. durante 10
minutos em banho de ultrassom, para remocgao de residuos oleosos.

Apos limpeza superficial, os substratos foram
colocados sobre o catodo refrigerado no interior da cAmara para uma
limpeza fisica a partir de uma descarga com Argdnio, a uma pressao
de 6x10™ Torr controlada por cerca de 10 minutos, utilizando uma
tensdo de auto polarizagdo de -700V em uma fonte de descarga
pulsada, com a finalidade de remover a camada de 6xido e/ou outras
sujeiras superficiais.

Para dar inicio ao processo de deposicao dos

filmes pela técnica de deposi¢do quimica a vapor assistida por plasma
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(PECVD), o sistema foi bombeado até obter uma pressdo de 7,5 x 10™
Torr na cadmara.

Previa deposi¢do dos filmes foi crescida uma
interface de silicio (Si) e as amostras foram mantidas aquecidas a uma
temperatura de 350 — 700 °C. A interface de silicio amorfo foi
crescida utilizando um plasma de hexametildisiloxano, gas volatil.

Posteriormente os filmes de DLC foram
depositados. Todo o processo a plasma foi realizado em uma camara a
vacuo cilindrica de 18 litros (Figura 2A), bombeada por uma bomba
mecénica capaz de atingir uma pressdo de base de 7,5 x 10 Torr. O
plasma foi gerado por uma fonte de poténcia DC negativa pulsada
com frequéncia de 20 kHz (Figura 2B), sendo o porta amostras
polarizado com a tensdo negativa (catodo) e o corpo do reator com a
tensdo positiva (anodo), aterrado. A partir de plasma de metano
(CH4), foi depositado o filme de DLC e a deposi¢dao do filme dopado
com prata, a partir de vapor de hexano (C6H14) contendo nano-
particulas de prata da ordem de 30 a 50 nm (proveniente de suspensao
de prata em hexano a 0,5 g/l). O fluxo de gases foi controlado por
meio de fluximetros e a poténcia de deposi¢ao foi mantida em torno
de 200 W. A tensdo do catodo e a corrente elétrica foram mantidas
constantes durante todo o processo de deposi¢dao (Quadro 2).

Durante as deposi¢coes de DLC-Ag, a suspensdo
de hexano com prata foi agitada em ultrassom para que as particulas

pudessem se dispersar homogeneamente.



Figura 3 - Amostras dentro do reator durante a deposic¢do do filme de DLC.
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Quadro 2 - Parametros utilizados para realiza¢do das deposigdes pelo

sistema PECVD
Gas Vazdao Poténcia  Pressio total Tempo
(sccm) (Torr) (min)
Limpeza Argonio 20 900 V 3,0x 10 30
Deposicio do Hexametildisiloxano 20 200 W 1,0x 107 30
camada de Si + Argdnio mantido
Inter- Metano + 13 1,6 x 10 10
camada Si— Hexametildisiloxano
DLC
Filme DLC Metano + 13 200 W 1,1 x 10" 90
Argbnio mantido 5
Filme de Hexano + Metano 5 8,0 x 102 5
DLC-Ag mantido

Patente: BR 10 2014 032374 0

Apo0s o crescimento dos filmes sobre o substrato Ti-6Al-

4V, a fonte de corrente elétrica foi desligada, e o fluxo de gés para o

interior da camara foi bloqueado. Para a abertura do reator, foi

efetuada a quebra do vacuo, aguardado um periodo de 30 minutos para

que houvesse um resfriamento inicial das amostras. O porta amostra
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foi removido do reator e, com o auxilio de uma pinga clinica, as

amostras foram armazenadas em um recipiente seco ¢ fechadas.

4.3 Animais

4.3.1 Procedimento cirurgico

O estudo in vivo foi realizado no biotério do ICT-
UNESP e o material foi preparado nos Laboratérios de Tecido Osseo
e de Patologia desta instituicao.

Para a realizacdo das cirurgias e eutanasia, oS
animais foram anestesiados com uma solucdo de 13mg/Kg de
cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5-6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Rompum —
Bayer do Brasil), substancia com propriedades sedativas e analgésicas,
além de relaxante muscular e 33 mg/Kg de ketamina base (Dopalen —
Agribands do Brasil), anestésico geral, via intramuscular.

Apbs os procedimentos cirargicos de instalacdo
das amostras, todos os animais receberam dose unica de 1,35mg/Kg
de antibiotico (Pentabidtico Veterinario — Fort Dodge) por via
intramuscular. A antissepsia da regido mandibular foi realizada com
solucdo de gluconato de clorexidina 0,2%.

Na mandibula foi realizada uma incisdo linear na
pele com lamina de bisturi n° 15, de extensdo aproximada de 1,5 cm

paralela e abaixo do bordo inferior da mandibula do lado direito e
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esquerdo e disseccdo por planos, utilizando-se instrumentos
desenvolvidos especialmente para esta finalidade, até atingir-se a face
lateral do angulo da mandibula. O passo seguinte foi promover o
deslocamento das estruturas anatdmicas linguais até a exposicao da
face medial do angulo mandibular com o auxilio de um dissecador e
afastador, desenhados para esta finalidade, a fim de permitir a fixagao
das amostras como observado na Figura 4A.

Para a adaptacdo e fixacdo das amostras foi
utilizado um motor elétrico (Driller BLM 600 Plus) que permitiu o
controle da velocidade em 960 rpm, e refrigeragdo com fluxo
constante de soro fisioldgico estéril durante a perfuragdo com uma
broca carbide 2 (KG Sorensen) no osso da regido onde foi fixada a
amostra, utilizando um fio de sutura 4-0 de poliéster trancado (Ethicon
— Johnson & Johnson) (Figura 4B)

A sintese dos tecidos das areas experimentais foi
realizada por planos, suturando-se primeiramente a camada muscular,
com fio 4-0 absorvivel de poliglactina 910 (Ethicon — Johnson &
Johnson) e posteriormente a pele com fio de seda 4.0 (Ethicon —
Johnson & Johnson).

Em seguida foi feita a limpeza das regides
operadas com solugdo de clorexidina 0,2%. ApoOs a cirurgia, 0S

animais receberam dieta normal e dgua —&d libitum”.
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Figura 4. Procedimento cirurgico. A) Amostra posicionada no osso na regidao do angulo
mandibular do coelho usando afastadores de Sean Miller; e B) Amostra fixada.

4.3.2 FEutanasia

Os animais foram submetidos para eutandsias com
sobre dosagem do anestésico, trés vezes a dosagem utilizada para
sedacdo e posterior sangria, em dois periodos - 15 e 90 dias.

Em seguida, foram removidos fragmentos 0sseos
contendo as amostras do lado direito e esquerdo, as quais foram
examinadas por meio de lupa estereoscOpica para caracterizagao
macroscopica (observa-se um exemplo nas Figuras 5 e 6).
Posteriormente, as amostras foram fixadas em solucao de formol a

10% por 48 horas.
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Figura 5 — Fragmento 6sseo junto com a amostra com recobrimento de DLC apos 15 dias,
removido para inclusdo e posterior analise, mostrando deposi¢@o parcial de tecido 6sseo
acima da amostra.

Figura 6 — Fragmento 0sseo junto com a amostra de DLC apds 90 dias, removido para
inclusdo e posterior analise, mostrando deposigdo de tecido 6sseo acima da amostra.
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4.4  Analises fisico-quimicas

A caracterizacdo da superficie das amostras foi
realizada utilizando microscopio eletronico de varredura (MEV)
marca Zeiss EVO Mal0 acoplado a um espectrometro de dispersao de
raios-X (EDS) marca Oxford Instruments Inca Penta FET x3 (Figura
7). A andlise das amostras foi realizada nos periodos pré e pos-
operatorio de 15 e 90 dias. Para andlise do pds-operatorio das
amostras, estas foram removidas do osso e limpas superficialmente

com uma gazc scca.

Figura 7- Microscopio eletronico de varredura (MEV) marca Zeiss EVO MalO.

A condutividade elétrica de cada amostra foi
determinada através da medida da resistividade ou resisténcia media
através de um multimetro (Figura 8) previamente a sua fixacdo no
osso da mandibula dos coelhos, com a finalidade de comprovar a

capacidade do filme como isolante elétrico.
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Figura 8 - Multimetro utilizado para verificar a capacidade dos filmes de recobrimento de
isolar o Ti-6Al-4V.

A qualidade dos filmes foi analisada por
espectroscopia de espalhamento Raman marca Renishaw 2000
(Gloucestershire, Reino Unido) com um laser de argbnio de
comprimento de onda de 514,5 nm, disponivel no Laboratorio de
espectroscopia/Instituto Nacional de Pesquisa Espacial (Figura 9). Foi
realizada a espectroscopia de espalhamento Raman dos filmes de DLC
e DLC-Ag previamente a fixacdo das amostras nos animais e do
tecido o0sseo a fim de calibrar os espectros. Para andlise das amostras
apos os periodos in vivo, as mesmas foram previamente limpas para

remocao de residuos 0sseos visiveis na sua superficie.
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Figura 9 - Espectroscopio de Espalhamento Raman.

4.5 Estudo histologico e histomorfométrico

4.5.1 Preparo histologico do tecido 6sseo

Apo6s fixacdo em formol 10% por 48 horas, os
fragmentos 0Osseos contendo as amostras foram lavados
abundantemente, submetidos a concentracoes crescentes de alcool
(60%, 70%, 80%, 90% e 100%) para desidratacdo e imersos em xilol
(P.A.), para diafanizagcdo. A seguir, cada amostra foi embebida em
solucdo resinosa, gradativamente, utilizando como reagentes o
metilmetacrilato associado com dibutilfitalato na propor¢ao de 85% e
15%, respectivamente, associado posteriormente a 1g de perdxido de
benzoila.

O bloco de resina contendo a pega anatémica foi

posicionado no aparelho de corte Labcut® 1010 (EXTEC) e
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submetido ao disco diamantado de 3 polegadas de diametro. A seguir,
os cortes obtidos foram limpos, polidos em politriz Labpol® 8§-12
(EXTEC) com lixa d’adgua de granulagdo 1500 e colados com éster de
cianocrilato (Super Bonder®) sobre uma lamina de acetato.

A colagem foi realizada em um dispositivo para
prensagem das laminas, visando obter um maior paralelismo entre a
lamina e a superficie a ser desgastada, conseguindo-se, dessa maneira,
uma fina e uniforme camada da cola. Com a utilizacdo de um suporte
para a placa de acetato, o corte foi desgastado em politriz Labpol® 8-
12 (EXTEC), usando sequéncia crescente de lixas d’agua (400, 600,
800, 1200 e 2500). No decorrer do desgaste, os cortes foram
observados em microscopio optico para a verificacdo de uma minima
espessura com 0 maximo de detalhes.

As andlises histoldgicas foram realizadas
primeiramente por MEV, para verificar a interfase osso-amostra
(Figura 10). Em segundo lugar, por microscopia dptica apos coloragdo
com azul de toluidina (Figura 11), o qual ¢ indicado para tecido 6sseo,
tecido osteoide e também nucleos de células como osteoblastos,
osteoclastos e células da medula, permitindo observar a identificagdo

das células na neoformagao d6ssea (Bracroft, Cook, 1994).
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Figura 10 — Fotomicrografia de MEV (100x) da interface osso-amostra. A) Amostra DLC
no periodo 15 dias; B) amostra DLC-Ag 90 dias. Em ambas: ponto indicando a amostra,
estrela a area de neoformagao dssea e seta o0 0sso preexistente.

Figura 11 — Fotomicrografia mostrando corte histologico da interface osso-amostra do
grupo DLC no periodo de 15 dias, corado com azul de toluidina. Aumento original 20x.

4.5.2 Analise quantitativa da neoformacao éssea

Para a analise histomorfométrica da neoformacao
Ossea foi selecionada aleatoriamente uma lamina por cada fragmento

osso-amostra. A captura da imagem de 3 campos por lamina foi feita a
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partir de um microscopio Optico Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha), com objetiva de 10x, sob um foco fixo,
acoplado com uma camera Axiocam MRC 5 (Zeiss) que permitiu a
visualizacdo das imagens digitalizadas diretamente no computador.
Estas imagens foram submetidas a andlise histomorfométrica,
utilizando o programa AxioVision, o qual possibilitou delimitar e
mensurar a area total da interface osso-amostra, ¢ dentro da mesma, a
area de osso neoformado.

Os parametros histomorfométricos calculados

usando AxioVision Rel. 4.8 software foram:

a) Area total por campo da interface osso-amostra
em micrometros (um);
b) Area de neoformagdo 6ssea por campo em pm.

Observa-se um exemplo na Figura 12.
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Figura 12 — Fotomicrografia de corte histolégico de fragmento de tecido dsseo em
conjunto com a amostra corados em azul de toluidina, mostrando linha verde delimitando
area total da interface osso-amostra e linha branca contornando areas de neoformacéo
Ossea. Aumento original de 10x.

4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a
analise estatistica, utilizando o programa computacional STATISTIC
(versao 5.5, StatSoft Inc., 2000).

Foi realizada a estatistica descritiva (média e
desvio-padrao) e a inferencial, mediante o teste paramétrico ANOVA
dois fatores de medidas repetidas e, quando necessario, o teste de
comparagao multipla de Tukey. O nivel de significancia adotado foi o

valor convencional de 5%.



S RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das amostras

5.1.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectrometro de
dispersao de raios-X (EDS)

Na analise das amostras de Ti-6Al-4V por MEV
observou-se que as mesmas, previamente ao recobrimento,
apresentavam uma rugosidade compativel com a granulometria da lixa
d’agua 1200 utilizada para dar acabamento e uniformidade para as
amostras. Os grupos de amostras que receberam recobrimento com o
filme de DLC e DLC-Ag apresentaram as mesmas rugosidades,
indicando que os filmes acompanharam o formato da superficie
(Figura 13, 14 e 15), ndo interferindo nas caracteristicas topograficas
das amostras.

O EDS das amostras foi feito para confirmar a
composicao quimica das mesmas nos periodos pré e pos-operatorio de
15 e 90 dias, obtendo semi-quantitativamente os elementos presentes
na liga: titanio (Ti), aluminio (Al) e vanadio (V), os quais estdo
representados na Figura 13. Observa-se também a analise por EDS das

amostras com recobrimento DLC e DLC-Ag, representadas nas
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Figuras 14 e 15, as quais confirmam a presenga de carbono (C) e
silicio (Si) na amostra DLC, e C, Si e prata (Ag) na amostra DLC-Ag.

O MEV pobs-operatdrio mostrou na maioria das
amostras, independentemente do periodo avaliado, micro granulos na
superficie e algumas irregularidades topograficas compativeis com a
rugosidade preexistente, provocada pela granulacao da lixa d agua.

No EDS observou-se nas amostras de DLC e
DLC-Ag, tanto no periodo de 15 quanto no de 90 dias, a presenca dos
picos de calcio (Ca) e fosforo (P). Na andlise macroscopica das
amostras, isto ndo era visivel (Figuras 18,19, 20, 21). Entretanto, nas
amostras sem recobrimento, em nenhum dos periodos foram

observados o Ca e P.
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Figura 13 —-MEV (superior) e EDS (inferior) pré-operatorio da amostra Ti-6Al-4V sem
recobrimento.
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Figura 14 - MEV (superior) e de EDS (inferior) da amostra recoberta por filme de DLC
no pré-operatorio. O MEV mostra que o filme acompanha as rugosidades caracteristicas
da superficie da amostra.e o EDS demonstra a presencia de C, Si, Ti, Al, V.
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Figura 15 - MEV (superior) e de EDS (inferior) da amostra recoberta por filme de DLC-
Ag no pré-operatorio. O MEV mostra que o filme acompanha as rugosidades
caracteristicas da superficie da amostra, com poros de bordas arredondados e granulos
sugestivos de particulas de prata. o EDS demonstra a presencia de C, Si, Ti, Al, V e Ag.
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Figura 16 - MEV (superior) e EDS (inferior) da amostra Ti-6Al-4V sem recobrimento
(C4) apos o periodo de 15 dias. O MEV mostra algumas rugosidades e poros dispersos, o
EDS demonstra a presenga de Ti, Al, C, O e Si.
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Figura 17 - MEV (superior) e EDS (inferior) da amostra Ti-6Al-4V sem recobrimento
(C10) apos o periodo de 90 dias. O MEV mostra algumas rugosidades e poros dispersos,
o EDS demonstra a presenca de Ti, Al, C, O e N.
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Figura 18 —MEV (superior) e EDS (inferior) de amostra de DLC (C14) apods 15 dias. O
MEV uma superficie rugosa e micro granulos dispersos ¢ o EDS demonstra Ca e P na
composi¢ao.
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Figura 19 —-MEV (superior) e EDS (inferior) de amostra de DLC (C18) apds 90 dias. O
MEV mostra uma superficie rugosa e micro granulos, com alguns granulos maiores

dispersos ¢ 0 EDS demonstra Ca e P na composigao.
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Figura 20 —-MEYV (superior) e EDS (inferior) DLC-Ag (C24) apos 15 dias. O MEV mostra
uma superficie rugosa, poros e micro granulos dispersos e o EDS demonstra Ca e P na
sua composi¢ao.
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Figura 21 - MEV (superior) e EDS (inferior) DLC-Ag (C28) apds 90 dias. O MEV
mostra rugosidade da superficie e alguns micro granulos dispersos € 0 EDS demonstra Ca
e P na sua composic¢ao.
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5.1.2 Analise dos espectros Raman dos filmes DLC e DLC-Ag

Para verificar se o tempo de permanéncia in vivo
causou alguma alteracdo estrutural nos filmes de DLC e DLC-Ag, a
analise por espectroscopia Raman foi realizada nos filmes nos
periodos pré e pos-operatorios de 15 e 90 dias. Como as amostras
estavam em contato com o0sso, possivelmente micro particulas do
mesmo podiam estar presentes ou aderidas nos vales mais profundos
das rugosidades que a amostra apresentava, entdo, foi realizada a
analise do espectro Raman do osso como parametro de referéncia.

Pode ser observado na Figura 22 que filme de
DLC apresentou aspecto tipico de um filme de DLC, ou seja, picos
referentes as bandas D e G, onde a banda G (1500 a 1600 cm™ ) é
atribuida as ligagdes de estiramento de todos os pares de atomos sp”
tanto em anéis quanto em cadeias ¢ , as banda D (1200 a 1400 cm™ ) e
D’ (1600-1630cm™ ), devido aos modos de respiragio dos dtomos sp’
nos anéis. Apos 15 dias os filmes mantiveram os dois picos, porém
com um pequeno deslocamento ou aumento de intensidade, o que
pode ser evidenciado no filme CI11. Essa modificacio pode ser
atribuida a incorporacdo de material 6sseo a amostra o que pode ser
comprovado a partir do espectro Raman do osso que mostra que ele
possui picos nas mesmas regidoes do DLC (Figura 22). A adesdo de
material 6sseo no filme de DLC também foi evidenciada nas andlises

por EDS acima (Figura 18).
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Figura 22 — Espectroscopia de espalhamento Raman para o grupo DLC 15 dias. Os
espectros DLC do periodo inicial e do osso foram usados como parametro da analise.

No periodo de 90 dias os filmes DLC
apresentaram picos na mesma regido aos do DLC no periodo inicial.
As amostras, C18, C19 e C20, apresentaram aumento de intensidade
maior no pico centrado em 1300. Isto pode ser devido a incorporagao

seletiva de material dsseo a amostra (Figura 23).
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Figura 23 - Espectroscopia de espalhamento Raman para o grupo DLC 90 dias. Os
espectros DLC do periodo inicial e do osso foram usados como parametro da analise.

Resultados similares foram observados nas
analises dos espectros Raman dos filmes DLC-Ag no periodo de 15
dias (Figura 24) e 90 dias (Figura 25). Entretanto, o aumento de
intensidade do pico centrado em 1300 foi menor que para os filmes de
DLC puro, indicando que a prata interfira de alguma forma na adesao

desses materiais.
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Figura 24 — Espectroscopia de espalhamento Raman para o grupo DLC-Ag 15 dias. Os
espectros DLC-Ag do periodo inicial e do osso foram usados como parametro da analise.
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Figura 25 — Espectroscopia de espalhamento Raman para o grupo DLC-Ag 90 dias. Os
espectros DLC-Ag do periodo inicial e do osso foram usados como parametro da analise.



62

5.1.3 Analise da resisténcia elétrica

Através de um multimetro foi realizada a medi¢ao
da resisténcia média ou resistividade elétrica das amostras, obtendo
como resultado os valores conforme o quadro 3. Os resultados
demonstram que o recobrimento com filmes DLC com ou sem nano-
particulas de prata, atuam como isolante elétrico do substrato Ti-6Al-
4V onde foram depositados. Pode ser observado também que a adi¢ao

das nano-particulas de prata nao afeta a capacidade isolante do filme

de DLC.

Quadro 3 — Resultados do teste de resisténcia média ou resistividade
elétrica, obtidos pelo multimetro

Amostra Resistencia media (Q) Resposta
G1: Ti-6Al-4V 100 Mo Condutor
G2: DLC -1 MQ Sem condugédo
G3: DLC-Ag -1 MQ Sem condugdo

5.2 Analise macroscopica do tecido 6sseo junto a amostra

A analise macroscopica foi feita através de uma
lupa estereoscopica apos fixacao das pecas em formol.

No periodo de 15 dias observou-se a amostra bem
posicionada no local onde foi fixada e estavel. Por vezes, apresentava
tecido endurecido esbranquicado, semelhante a tecido o0sso,

recobrindo parcialmente a superficie da amostra e dificultando sua
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separagao do osso. Além disso, também se observou tecido de
consisténcia eldstica e tecido de consisténcia semelhante a da
cartilagem, independentemente do grupo (Figura 6). No periodo de 90
dias, as amostras apresentavam tecido duro semelhante a tecido 6sseo
na sua superficie, sendo que algumas estavam recobertas quase na sua
totalidade por esse material. Além disso, observou-se também tecido
mole de consisténcia borrachosa por vezes acima do 0sso € por vezes

acima da amostra.

5.3  Analise histologica do tecido 0sseo

Microscopicamente, os espécimes avaliados
apresentavam secgOes transversais de osso gnatico, com a amostra
posicionada acima da cortical éssea, formada por tecido Osseo
compacto. Este exibia numerosos sistemas de Havers formados por
lamelas Osseas concéntricas dispostas em torno de um canal central.
Tais lamelas continham lacunas de ostedcitos, também dispostas em
anéis concéntricos, que se intercomunicavam por canaliculos.

Em todos os animais sacrificados, foi observada
neoformagdo Ossea na interface 0sso preexistente - amostra,
permitindo uma unido estavel da mesma ao osso onde foi fixada
(Figura 26 e 27). Sinais de remodelacdo do tecido Osseo foram

observados em todos os grupos € em ambos os periodos.
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No periodo de 15 dias notou-se ainda delimitacao
entre o tecido 6sseo neoformado e a cortical dssea preexistente. O
osso neoformado apresentou trabéculas imaturas delicadas,
constituidas por tecido ostedide parcialmente calcificado, formadas a
partir do osso preexistente em direcdo a amostra. Tais trabéculas
foram observadas inclusive junto a amostra e exibiam ostedcitos
volumosos dentro de lacunas amplas e osteoblastos arranjados em
fileira contornando-as. Células gigantes sugestivas de osteoclastos
também foram observadas na periferia de algumas trabéculas,

independente do grupo (Figura 26 A, 26B e 27 A, 27B).

Figura 26 - Fotomicrografia comparativa dos aspectos histologicos observados entre os
grupos com filme de recobrimento com DLC e o grupo sem recobrimento apds 0s
periodos de 15 e 90 dias. A DLC 15 dias; B Ti-6Al-4V 15 dias; C DLC 90 dias e D Ti-
6Al-4V 90 dias. A estrela amarela representa a amostra. (corado em azul de toluidina,
aumento original de 10x).
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No periodo de 90 dias o osso neoformado se
confundiu com o preexistente, 0 mesmo apresentou-se com maior grau
de maturidade e organizacdo que no periodo de 15 dias, sendo
altamente celularizado, exibindo diversas lacunas de ostedcitos e
sistemas de Havers na proximidade da amostra independentemente do
grupo avaliado (Figura 26 C, 26D e Figura 27 C, 27D). Em alguns
casos ainda pode-se observar areas de osso imaturo proliferando em
direcdo a amostra, talvez devido a irregularidade apresentada na
superficie do osso pré-existente onde foi fixada a amostra, ndo
favorecendo o contato total da amostra com a superficie onde foi
fixada. Além disso, foi observado na maioria dos casos deposi¢ao de
tecido 6sseo acima da amostra, especialmente no periodo de 90 dias,
nos trés grupos, indicando que os materiais utilizados nos trés grupos

favoreceram a osseointegragao. Observa-se um exemplo na Figura 28.
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Figura 27 - Fotomicrografia comparativa dos aspectos histologicos observados entre os
grupos com filme de recobrimento com DLC-Ag e o grupo sem recobrimento apos os
periodos de 15 e 90 dias. A). DLC-Ag 15 dias; B). Ti-6A1-4V 15 dias; C). DLC-Ag 90
dias e D). Ti-6Al-4V 90 dias. A estrela amarela representa a amostra (corado em azul de
toluidina, aumento original 10x).

Figura 28 — Fotomicrografia de corte histolégico mostrando drea superior (estrela
amarela) e inferior (estrela azul) a amostra (estrela vermelha) no periodo de 90 dias,
demonstrando tecido dsseo maturo em ambas as superficies da amostra. Coloragdo em
azul de toluidina-Aumento original 10x.
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5.4 Analise histomorfométrica da neoformacao dssea

A influéncia das trés condigdes de amostras (G1:
Ti-6Al-4V sem recobrimento; G2: Ti-6Al-4V com recobrimento de
DLC; G3: Ti-6Al-4V com recobrimento de DLC-Ag) sob dois
diferentes tempos de eutandsia (15 e 90 dias) em relagdo a
porcentagem de neoformacao Ossea, que esta representada no Quadro
4, constitui seis condigdes experimentais a serem estudadas (3 x 2). A
estatistica descritiva das mesmas ¢ apresentada na Tabela 3 e
representada na Figura 29. O teste de normalidade dos valores
residuais do modelo experimental foi feito para verificar o poder da
amostra (teste de Anderson Darling, p-valor = 0,546>0,05), o qual

encontra-se representado no Apéndice A.

Quadro 4 - Valores obtidos em porcentagem (%) da neoformacao
6ssea meédia em cada animal por grupos (n=5) em relacdo ao periodo
de eutandsia

15 dias 90 dias
DLC DLC+Ag Ti-6Al-4V DLC DLC+Ag Ti-6Al-4V
41.2234 14.4813 13.3732 94.2800 21.6505 66.1356
36.7829 14.2016 16.0996 72.7871 77.6674 20.3963
5.9806 15.4639 12.8927 39.7866 34.4795 78.9639
12.6676 15.0901 6.7468 64.8878 59.4506 41.5203
14.5284 21.6017 59.1902 76.5020 70.6165 37.6641

Os dados obtidos para calculo da porcentagem de neoformagdo Ossea encontram-se
disponiveis no Apéndice B.
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Figura 29.- Grafico de colunas (média + dp) dos valores de neoformacgao dssea, segundo
as condi¢Oes experimentais estabelecidas pelo tipo de amostra e o periodo.

Tabela 3- Estatistica descritiva dos valores de neoformacdo Ossea
obtidos em cinco animais (amostras) por grupo em relacao ao periodo

e tipo de recobrimento

fgg’so)do Tipq de Média
Recobrimento

DLC 22,24

15 DLC+Ag 16,17
TiAlV 21,66

DLC 69,65

90 DLC+Ag 52,80
TiAlV 48,90

15,71
3,08

21,26

19,86
23,90

23,40

70,65
19,04

98,14

28,52
45,30

47,86

DP ‘ CV(%) ‘ Minimo

14,53
15,09

13,37

39,79
21,70

20,40

Maximo | Faixa
41,22 35,24
21,60 7,40

59,,60 52,44
94,28 54,49
77,70 56,00
79,00 58,60

DP: desvio padrao; CV%: coeficiente da variacao.

Para determinar a influéncia das variaveis, tipo de

recobrimento e periodo de eutanasia, foi aplicado o teste ANOVA

dois fatores (Figura 30), no qual se observou que ndo houve diferenga

estatistica significante quando considerado o tipo de amostra (p =
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0,3475) (Tabela 4). Mas, em relagdo ao fator tempo, 0 mesmo se
apresentou estatisticamente significante (p = 0,0001%*), sendo que no
periodo de 90 dias houve maior neoformagao d6ssea (57,12 + 22,79%)
em relacdo ao periodo de 15 dias (20,02 £ 14,50%). Os resultados
estdo representados na tabela 5. Para evidenciar onde houve diferenca

em relacdo ao tempo foi realizado o teste comparativo multiplo de

Tukey (Tabela 6).
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Figura 30 — Grafico mostrando as médias de porcentagem de neoformacdo ossea (%) em
relacdo aos periodos analisados.

Tabela 4 — Anélise estatistica do teste ANOVA 2 fatores para os
dados obtidos da porcentagem de neoformacao Ossea na interface 0sso
— amostra, n= 5 em seis condi¢des experimentais

Efeito Gl SQ oM razao F p-valor
Grupos 2 818,70 409,30 1,11 0,3475
Periodo 1 10321,70 10321,70 27,86 0,0001*
Interagdo 2 507,80 253,90 0,69 0,5135
Residuo 24 8890,60 370,40

Total 29 20538,8

*p <0,05%. GI: Grau de liberdade; SQ: Soma; QM: quadrado médio.
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Tabela 5 - Resultados da média e desvio padrdo da porcentagem de
neoformacgdo 6ssea em relacao aos periodos

Variavel Periodo N Media Dp (0)\%
Neoformagio Ossea (%) 15 15 20.02 14.50 72.44
90 15 57.12 22.79 39.90

DP: desvio padrdo; CV%: coeficiente da variacao.

Tabela 6 - Analise estatistica comparativa de Tukey em relacao a
media de porcentagem de neoformacdo Ossea em relacdo ao tempo e
tipo de recobrimento

Grupos Periodo Media GH
DLC 90 69.649 A
DLC-Ag 90 52.773 A B
Ti-6Al-4V 90 48.936 A B
DLC 15 22.237 B
Ti-6A1-4V 15 21.661 B
DLC-Ag 15 16.168 B

Letras diferentes indicam diferenca estatistica significante.

Na analise comparativa de Tukey, observou-se
que o grupo de DLC no periodo de 90 dias (A) apresentou maior
porcentagem de neoformacdo dssea que aos grupos DLC, DLC-Ag e
Ti-6Al-4V no periodo de 15 dias (B). Porem, os grupos DLC-Ag e Ti-
6Al-4V no periodo de 90 dias ndo apresentaram diferenca estatistica
significante com os demais grupos. O grupo que obteve menos
porcentagem de neoformacao 6ssea foi 0 DLC-Ag no periodo de 15

dias e o Ti-6Al-4V sem recobrimento, no periodo de 90 dias.



6 DISCUSSAO

Em uma articulacdo natural normal, dificilmente
ocorre desgaste, porque existe o fluido sinovial e o tecido
cartilaginoso que garantem lubrificagdo eficiente entre as superficies
articulares. Contudo, quando uma articulagdo perde a sua estrutura e
com isso sua fun¢do, esta necessita ser substituida por um implante
aloplastico ou prétese articular (Mercuri et al., 1995; Quinn, 2000;
Poliakov et al., 2004; Wolford, 2006).

As propriedades triboldgicas das superficies
funcionais das articulagOes artificiais totais constituem um dos
aspectos mais importantes que determinam a evolucdo das mesmas
(Donnet JB et al., 1998; Robertson, 2002; Poliakov et al., 2004;
Erdemir, Donnet, 2006; Trava-Airoldi et al., 2007; Radi, 2012). As
primeiras articulagdes metal/metal ndo tiveram muito sucesso e
sofreram quase que uma completa erradicagdo apods varios casos de
falhas prematuras, devido aos altos torques de friccdo produzidos
durante a funcdo. Na realidade, o intenso atrito na articulagdo
metal/metal produz uma forma de desgaste adesivo bastante intenso
que literalmente —solda” as superficies articulares (Bremond et al.,
2003; Jacobs et al.,, 1996; Gispert et al.,, 2007). Por isto, foi
introduzido na industria das préteses articulares o metal - UHMWPE,

por este ultimo apresentar baixo nivel de atrito, mesmo em ambientes
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nao lubrificados, j4 que o UHMWPE atua como um lubrificante s6lido
(Poliakov et al., 2004).

Entretanto, problemas decorrentes do desgaste das
superficies articulares artificias sdo uma das principais falhas das
préoteses articulares de quadril e joelho, nas quais particulas de
desgaste provenientes do UHMWPE ocasionam intimeras perdas de
proteses (Karrholm et., 1997; Lu et al.,1993; Donnet JB, 2008;
Ebrahimzadeh et al., 2011; Gallo et al., 2013; Okasaki, 2014;
Gustafson te al., 2014).

Além de particulas de desgaste do UHMWPE,
particulas de superficies metalicas e ions podem ser gerados por
corrosdo € estes, apoOs estimulacdo repetida, poderdo iniciar uma
resposta de corpo estranho, metalose e ostedlise (Hallab et al., 2002;
Morais et al., 2007; Kanatas et al., 2012; Gustafson et al., 2014).
Além disso, relatos de alergia ou hipersensibilidade aos metais, em
especial ao Ni, Co, Cr, Al e V, tém ocasionado dor cronica, edema ¢
sinais e sintomas de dermatites (Sicilia et al., 2008; Thysen, Menne,
2010; Krecisz et al., 2012; Guo et al., 2013). Por outro lado, existem
relatos de que o Ti também causa reacdes de hipersensibilidade,
podendo inibir a osteogénese. (Rack, Qasi, 2006; Morais et al., 2007).
Estes problemas antigamente ndo eram causas de insucesso das
préteses articulares, mas hoje, se sabe que a hipersensibilidade aos
metais € um fendmeno bem estabelecido e pode provocar a perda da
protese (Basketter et al., 1993; Vijayaraghavan et al., 2012; Amini et
al., 2014). Isto talvez se deva ao fato de que atualmente pessoas mais

jovens tém precisado do uso de proteses articulares, que no passado
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eram usadas principalmente em individuos mais velhos (Ariza et al.,
2008).

Somado as falhas que tém sido descritas em
relacdo ao desgaste e corrosdo de superficies articulares aloplasticas,
também a biocompatibilidade e integracdo destes biomateriais
aloplésticos tém sido motivo de pesquisas (Marino et al., 2001; Gallo
et al.,, 2013; Okasaki, 2014). O paradigma da biocompatibilidade
envolve, embora distintas, mas potencialmente correlacionadas,
respostas das duas fases do complexo, biomaterial-tecido e a interface
do fendmeno que entra em ag¢do quando se da o contato.
Provavelmente, o mais importante ¢ que os mecanismos pelos quais os
materiais ¢ os tecidos humanos interagem, nao sao Unicos, mas sim,
existem variacoes do processo natural que ocorre nas reacoes
bioldgicas e nos proprios materiais.

O recobrimento com filmes de DLC parece ser
interessante para ser aplicado como recobrimento de superficies
funcionais que deslizam entre si, ja que estes apresentam elevada
resisténcia ao desgaste abrasivo in vivo, podendo evitar a libertacao de
ions metalicos e detritos de desgaste provenientes tanto do metal
quanto do UHMWPE (Roy JS et al., 2010; Cloutier et al., 2014a;
Okasaki, 2014). Em outras aplicagdes biomédicas que nao envolvam
superficies funcionais, também seria interessante a aplicacdo deste
filme, ja que evitaria a liberacdo de ions metélicos potencialmente
toxicos para o organismo.

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar in vivo

as caracteristicas estruturais de amostras revestidas por filmes de DLC
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e DLC-Ag, depositados no substrato Ti-6Al1-4V pelo sistema PECVD,
na procura de um filme protetor para ser aplicado como recobrimento
de superficies de proteses articulares para melhorar as propriedades
tribologicas e proporcionar adequada osseointegracao.

Diversos estudos avaliaram os filmes de DLC em
proteses articulares e em outros materiais de uso biomédico, aplicando
estes filmes em substratos e sistemas de deposi¢do diferentes, a
maioria mostrando bons resultados (Allen et al., 2001; Papo et al.,
2004; Marciano et al., 2009; Roy ME et al., 2010; Li et al., 2011;
Love et al., 2013; Okasaki, 2014). Entretanto, outros tém relatado
resultados desfavordveis, sugerindo a procura de um filme de
revestimento que apresente as propriedades ideais para ser utilizado
em proteses articulares (Hauert et al., 2010, 2012, 2013; Cloutier et
al., 2014a).

Hauert et al. (2012), observaram uma taxa de
sobrevivéncia de préoteses de quadril recobertas com filme de DLC de
54% em 8,5 anos de uso. Apds remogao destas proteses, observaram
formacao de numerosas fossas e delaminagdo dos revestimentos de
DLC que ocasionaram desgaste excessivo da contraparte UHMWPE,
com consequente ostedlise e pigmentacdo negra da membrana
sinovial.

As falhas descritas acima em relacdo aos filmes
de DLC poderiam ser atribuidas a uma alteragdo quimica estrutural, ao
estresse do filme ou a deficiente adesdio do mesmo ao substrato
(Cheng, Zheng, 2006; Choi et al., 2007; Anandan et al., 2014). Nos

filmes aplicados em nosso estudo, ndo foi observado delaminagdo
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apés permanéncia in vivo, conforme demonstrado pelas analises
estruturais, comprovando a qualidade dos mesmos.

A adicdo de nano-particulas metalicas aos filmes
solidos de carbono produz novas propriedades que estdo além dos
componentes individuais, reduzindo a probabilidade de corrosdo e o
estresse, conferindo ao filme maior resisténcia (Schimid; 1992; Kwok
et al., 2007; Marciano et al., 2009; Liu et al., 2014; Anandan et al.,
2014). Testes adicionais, como o de atrito, sdo necessarios para
confirmar se as nano-particulas de prata, adicionadas ao filme de DLC
neste estudo, realmente melhoram suas propriedades.

Uma das formas de avaliar a qualidade dos filmes
de DLC ¢ a partir da analise por espectroscopia de espalhamento
Raman. Esta técnica fornece informacdes sobre a estrutura de
materiais como o DLC e ¢ bastante utilizada por ser relativamente
simples e ndo destrutiva (Bonetti, 2008).

Apos avaliagdo da estrutura por espectroscopia de
espalhamento Raman dos grupos com filme de recobrimento neste
estudo, se observou que estes ndo mostraram alteragdes quimicas
estruturais importantes, apresentando espectros Raman que
mantinham picos semelhantes aos picos tipicos de um filme DLC e
DLC-Ag. Tal aspecto foi observado na maioria das amostras e nos
dois periodos estudados (15 e 90 dias). Entretanto, algumas amostras
apresentaram um aumento da intensidade e um leve deslocamento dos
picos Raman, os quais eram compativeis com o espectro Raman do
osso. Uma possivel explicagdo para este achado seria a ocorréncia de

ligacdo entre o osso e os filmes, confirmada por EDS, no qual se
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constatou a presencia de Ca e P na superficie das amostras, tanto nas
de DLC, quanto nas de DLC-Ag, ap6s os periodos de 15 e 90 dias.

Um resultado semelhante ao nosso, foi observado
também em filmes DLC dopados com Mo em substrato de NiTi, em
que houve formagao de uma camada de fosfato de céalcio acima dos
filmes. O Ca e o P sdo minerais constituintes do osso que se ligam
formando cristais de hidroxiapatita, os quais, ao serem depositados na
substancia organica do osso, atribuem a este uma rigidez caracteristica
(Anandan et al., 2014).

Quando foi feito o EDS das amostras do grupo
Ti-6Al-4V sem recobrimento, apos os periodos de 15 e 90 dias, ndo
foram observados Ca e P, como nos grupos com recobrimento de DLC
e DLC-Ag. Provavelmente, isto pode ser devido a mudangas na sua
camada protetora, as quais influenciaram a liberagdo de produtos de
corrosdo, evitando assim, a interagdo de Ca e P com os componentes
da liga de titanio (Hanawa, 2004). As células corpdreas interagem
bem com uma superficie de titdnio puro (recoberta com pelicula de
Ti02), mas ndo resistem a um ambiente contendo Al e V, sofrendo
intoxicagdo. Para a liga de Ti-6Al-4V, usualmente utilizada em
implantes médicos, tem-se que 25,1% de sua superficie ndo possui Ti,
de modo que ndo ha adesdo de células; isto ¢, adesdo do osso ao
implante da liga nesta regido (Yang, Hsiung, 2010).

Analisando os resultados obtidos pelo EDS nos
grupos com e sem recobrimento, acredita-se que possa ter ocorrido
uma ligagdo quimica, entre as moléculas de Ca e P e as dos filmes de

carbono, o que ndo ocorreu com a liga de titdnio sem recobrimento,
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talvez devido a presenga de 6xido de aluminio na superficie das
amostras.

Na andlise realizada no presente estudo, a
incidéncia do EDS foi feita em um campo aleatorio da amostra, o que
ndo permite afirmar que em outras areas nao houvesse a presenga de
Ca e P. Para confirmar esta hipdtese teria que ser realizada uma
analise completa da superficie da amostra sem recobrimento.

A corrosdo metalica da liga Ti-6Al-4V em
implantes ortopédicos, placas de fixacdo e brackets ortodonticos tem
sido relatada. Apesar de alguns autores relatarem auséncia de sinais
patologicos associados com a liberacdo de ions de titanio, particulas
deste metal podem promover proliferagao de fibroblastos, importante
fator no desenvolvimento de céapsula fibrosa ao redor dos implantes.
Além disso, a fagocitose das particulas pode causar osteolise peri-
implante. Os ions de Ti também induziriam a diminui¢do no nimero e
atividade de osteoblastos, macrofagos e leucocitos, prejudicando a
osteogénese (Morais et al, 2007).

Estas alteracdes ocorrem por diversos motivos:
pela concentragao de ions de cloro encontrados no soro sanguineo e
nos fluidos intersticiais, os quais geram um ambiente altamente
corrosivo para materiais metalicos; pelo pH do tecido 6sseo onde o
material ¢ implantado, o qual diminui e s6 retorna ao valor normal
apés 2 semanas; pelos fluidos corporais, que sdao constituidos por
aminodcidos e proteinas que influenciam a corrosdo metélica; pela
concentracao de oxigénio dissolvido nos fluidos corporais, o qual ¢

um quarto daquela do ar, atrasando a formacdo do filme de 6xido
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superficial; e pelas células, que atuam como corpos com carga que
podem influenciar a corrosao de materiais metalicos (Hanawa, 2004).
O recobrimento com um filme isolante, biocompativel e Osseo-
integravel, impediria a corrosdao da liga metalica e o contato de ions
metalicos com o tecido.

O filme DLC pode ser aplicado em duas
situagdes: primeiro, para substituir articulagdes pares pequenas ou
grandes, as quais podem ser iguais ou totalmente diferentes, por este
apresentar propriedades tribologicas ideais; e em segundo lugar, em
implantes feitos de materiais que podem causar uma resposta negativa
ao organismo como, por exemplo, ligas contendo niquel, cobalto,
cromo, aluminio, vanadio, etc. Neste ultimo caso, o filme de DLC,
funcionaria como uma camada ou barreira bioinerte, capaz de eliminar
o processo de corrosdo adverso, associado com a libertacdo de
produtos soluveis de corrosdo no organismo (Cheng, Zheng, 2006;
Joska et al., 2014). Filmes semelhantes aos utilizados neste estudo
foram anteriormente estudados quanto a sua aderéncia e resisténcia a
corrosdo, e foi observado que estes apresentaram alta aderéncia, bem
como, eficiéncia protetiva (Radi, 2012).

Para os implantes aloplasticos que entram em
contato com 0sso, a osseointegracdo ¢ um fendmeno esperado nos
implantes ndo cimentados. Na osseointegragdo se espera a auséncia de
qualquer resposta inflamatoria e de formacdo de tecido fibroso ou
conjuntivo na interface osso-implante (Iezzi et al., 2014). Em relagado
aos resultados obtidos em nosso estudo, mesmo nao tendo sido

observado Ca e P no grupo Ti-6Al-4V sem recobrimento, na analise
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macro ¢ microscopica houve osseointegracao das amostras em ambos
os periodos. Os grupos com recobrimento com DLC e DLC-Ag
também mostraram neoformacdo Ossea na interface osso-amostra,
tanto no periodo de 15 quanto no periodo de 90 dias. Além disso, em
todos os grupos foi observada neoformagdo éssea recobrindo as
amostras.

A neoformacgao 0ssea, na interface com a amostra,
foi maior no grupo DLC em relacao aos grupos DLC-Ag e Ti-6Al-4V,
em ambos os periodos, sendo significativamente maior no periodo
mais longo. Quanto ao grupo de DLC-Ag, a porcentagem meédia de
neoformagdo d6ssea foi maior do que no grupo sem recobrimento no
periodo mais longo, porém, sem diferenca estatistica significante.

Resultados similares aos nossos foram observados
com a utiliza¢ao de substratos de cobalto-cromo recobertos com DLC,
os quais foram implantados em locais transcorticais em ovelhas, e
demonstraram osseointegracao apos 90 dias (Allen et al., 2001).

Em outro estudo utilizando implantes dentais de
titdnio comercialmente puro, em Beagles, ndo foi observada maior
porcentagem de contato 6sseo entre implantes recobertos com DLC e
implantes ionizados, apos os periodos de 90 e 180 dias. Neste estudo,
os implantes recobertos com DLC apresentaram maior porcentagem
de contato osso — implante em comparacdo com o grupo controle
(titanio comercialmente puro), porém, sem diferenca estatistica
significante (Maetzu et al., 2007).

A infec¢do ¢ outra das falhas que tém sido

descritas em relagdo as proteses aloplasticas, ocasionando risco de
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perda de varias proteses articulares da ATM (Mercuri, 2006; Wolford
et al., 2010). Isto foi observado em pacientes fumantes, com artrite
reumatoide, osteopenia, rinite alérgica, permanéncia recorrente em
unidade de tratamento intensivo (UTI), entre outras, estando estas
situagdes associadas ou ndo a infec¢dao no local da prétese (Mercuri,
2006; Wolford et al., 2010).

Segundo descreve Lau et al. (2001), Betts et al.
(2005), Ishihara et al. (2006), Hussain e Pal (2007) outras das
propriedades que os filmes de DLC possuem ¢ o efeito bactericida e,
nano-particulas de prata dopadas no filme DLC potencializam esse
efeito, sendo esta efetiva contra Staphylococcus aureus e Echerichia
coli (Bell, Myrick, 2001; Marciano et al., 2009; Narayan et al., 2005;
Tamulevicius et al., 2014; Cloutier et al., 2014b; Liu et al., 2014;
Gayathri et al., 2015). Esta propriedade ¢ de suma importancia em
materiais que serdo implementados para aplicacdes biomédicas, em
especial, para serem usados implantes aloplasticos.

O filme de DLC-Ag em nosso estudo apresentou
osseointegragdo semelhante ao observado nos demais grupos,
demonstrando que as nano-particulas de prata presentes ndo
interferiram neste processo. Estes achados confirmam os resultados
obtidos por Cardoso (2013) em estudo in vitro com implantes
dentarios recobertos pelo mesmo tipo de filme.

Além do discutido acima, outra propriedade que
foi analisada neste estudo foi a condutividade elétrica dos filmes de
DLC e DLC-Ag. Os resultados demonstraram que ambos os filmes

ndo sdo condutores, o que seria uma vantagem adicional, pois os
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mesmos impediriam a transmissdo de estimulo elétrico para o osso,
evitando a sensibilidade dolorosa. Esta propriedade, nao entanto,
precisa ser melhor estudada, a fim de que se possa chegar a uma
conclusdo sobre a relevancia do efeito isolante elétrico dos filmes no

funcionamento da protese.



7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo, pode-se
concluir que houve osseointegragdo das amostras recobertas por
filmes de DLC e DLC-Ag, demonstrando que os mesmos Sao 0sseo-
integraveis e nao sofrem alteragdes estruturais no decorrer do tempo
de permanéncia in vivo. Portanto, o recobrimento com estes filmes ¢
promissor para uso em proteses articulares, pois o comportamento €
similar ou superior ao do Ti-6Al-4V sem recobrimento, material que ¢
usado como padrao ouro em proteses articulares e outras aplicagdes
biomédicas, porém, estes filmes apresentam propriedades adicionais

que o Ti-6Al-4V ndo possui, como: efeito bactericida, auséncia de

elementos toxicos para o organismo e isolamento elétrico.
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APENDICE A - Teste de Anderson Darling demonstrando a

normalidade da amostra

Normal Probability Plot

(response is NeoOssea)
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Figura 31 — Grafico mostrando probabilidade normal da amostra em relagdo a

neoformag

4

ao oSsea.
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APENDICE B — Dados obtidos para anélise da porcentagem de
neoformacao Ossea

Tabela 7 — Resultados
interface osso-amostra dos grupos em relagdo aos periodos analisados

obtidos na analise histomorfométrica da

Periodo | Animal Tipo de Area total da | Area totalde | Porcentagem
(dias) amostra interface neoformacio de
0sso-amostra ossea neoformacao
(um) (um) ossea (%)

15 Cl TiAIV 2044016 273350 13.3732
15 C2 TiAIV 2950119 474957 16.0996
15 C3 TiAIV 3000136 386799 12.8927
15 C4 TiAIV 3696098 249370 6.7468
15 C5 TiAIV 823541 487455 59.1902
15 Cl1 DLC 981094 404440 41.2234
15 Cl12 DLC 2911041 1070766 36.7829
15 C13 DLC 1497578 89565 5.9806
15 Cl4 DLC 364443 46166 12.6676
15 C15 DLC 3495124 507785 14.5284
15 C21 DLC-Ag 2793852 404585 14.4813
15 C22 DLC-Ag 2409351 342167 14.2016
15 C23 DLC-Ag 3527253 545452 15.4639
15 C24 DLC-Ag 3881813 585768 15.0901
15 C25 DLC-Ag 2980208 643777 21.6017
90 Cé6 TiAIV 707429 467862 66.1356
90 C7 TiAIV 1862504 379883 20.3963
90 C8 TiAIV 1885119 1488563 78.9639
90 C9 TiAIV 1647371 683993 41.5203
90 C10 TiAIV 968181 364656 37.6641
90 Cl6 DLC 2562491 2415915 94.2800
90 C17 DLC 3093690 2251809 72.7871
90 C18 DLC 2923643 1163217 39.7866
90 C19 DLC 2782564 1805545 64.8878
90 C20 DLC 2663824 2037879 76.5020
90 C26 DLC-Ag 1252144 271096 21.6505
90 C27 DLC-Ag 861020 668732 77.6674
90 C28 DLC-Ag 2004340 691086 34.4795
90 C29 DLC-Ag 1638585 974149 59.4506
90 C30 DLC-Ag 2369730 1673421 70.6165
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ANEXO A — Certificado de aprovagdo pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais
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AVAVAY 3 B 74 3  reT 1 ore
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+ INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
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CEUA - Comissio de Etica no
Uso de Animais
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recobrimento do titanio para utilizacdo em prétese totais da ATM”,
sob a responsabilidade da Profa. Titular YASMIN RODARTE
CARVALHO, tendo como orientada a aluna MILAGROS DEL VALLE EL
ABRAS ANKHA estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de
Experimentagdo Animal — CONCEA e Lei Arouca n° 11.794 de
08/10/2008 e foi aprovado por esta CEUA.
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