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Florian F. Avaliacéo fisica, quimica e bioldgica em diferentes superficies de uma liga de
titanio-molibdénio [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2018.

RESUMO

Com o alto indice de sucesso dos implantes, o desenvolvimento de novas ligas e
tratamentos de superficie tem sido o grande enfoque das pesquisas da area. O objetivo
desse trabalho foi caracterizar a liga binaria composta de Ti-15Mo que recebeu um
tratamento quimico a base de acido fosfdrico, seguido ou ndo por tratamento de
hidréxido de s6dio e também tratamento de laser com deposicdo de apatita para em
seguida avaliar a resposta in vitro de osteoblastos de ratos. A metodologia aplicada
avaliou a liga através dos testes de microscopia eletronica de varredura associada a
espectroscopia por energia dispersiva de raios X, medidas de rugosidade e area efetiva
com microscépio confocal a laser e angulo de contato. Os ensaios biologicos
verificaram a resposta dos osteoblastos a essas superficies observando a morfologia,
adesdo e proliferacdo celular, além da quantificacdo de ndédulos de mineralizacdo, niveis
de atividade de fosfatase alcalina e expressdo génica de marcadores da osteogénese. Os
resultados demonstram que os tratamentos de superficie realizados atingiram o0s
objetivos de modificar as caracteristicas fisico-quimicas do Ti-cp e Ti-15Mo, de forma
que os eventos intermedidrios observados na RBMSC sugerem favorecer a
osseointegracdo. As células osteoblasticas se comportaram de forma semelhante entre as
superficies tratadas, sem diferencas significativas, sugerindo que a liga Ti-15Mo é uma
alternativa para o uso na Implantodontia pelas vantagens de sua propriedade mecanica.
Espera-se com esses resultados, determinar beneficios para possiveis aplicacdes
biolégicas dessa liga, bem como dos tratamentos de superficie propostos, na

Implantodontia.

Palavras chave: Titanio. Teste de materiais. Osteogénese.



Florian F. Physical, chemical and biological evaluation on different surfaces of a
titanium-molybdenum alloy [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

With the high success rate of implants, the development of new alloys and surface
treatments has been the major focus of research in the area. The aim of this study was to
characterize the binary composite alloy of Ti-15Mo that received a chemical treatment
based on phosphoric acid, followed or not by sodium hydroxide and also laser treatment
with deposition of apatite to next evaluate the in vitro response of rat osteoblasts. The
applied methodology evaluated the alloy through scanning electron microscopy
associated to X-ray dispersive energy spectroscopy, roughness measurements and
effective area with laser confocal microscope and contact angle. The biological tests
verified the response of osteoblasts to these surfaces by observing cell morphology,
adhesion and proliferation, as well as the quantification of mineralization nodules,
levels of alkaline phosphatase activity and gene expression of osteogenesis markers.
The results demonstrate that the surface treatments performed reached the goals of
modifying the physicochemical characteristics of the Ti-cp and Ti-15Mo alloy, so that
the intermediate events observed in the RBMSC suggest that they favor
osseointegration. The osteoblastic cells behaved similarly in both alloys and surface
treatments, without significant differences, suggesting that the Ti-15Mo alloy is an
alternative for the use in the Implantology for the advantages of mecanical property.
These results are expected to determine benefits for possible biological applications of

this alloy, as well as proposed surface treatments, in Implantology.

Key-words: Titanium. Materials testing. Osteogenesis.
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1 INTRODUCAO

Desde as primeiras décadas do surgimento dos implantes dentarios
osseointegraveis, pesquisadores tentam compreender 0os mecanismos envolvidos no
processo de formacédo dssea ao redor dos implantes. Atualmente, com o alto sucesso dos
biomateriais e 0 avanco tecnoldgico na area, as pesquisas tém focado no entendimento
dos mecanismos de interacdo da superficie do implante com os tecidos 6sseos, na busca
de implantes com caracteristicas diferenciadas, que favorecam o processo de

osseointegracao?.

Existem vérios fatores que influenciam a osseointegracdo e consequentemente o
sucesso clinico dos implantes: o material de fabricacdo utilizado (titanio
comercialmente puro ou ligas), a forma do implante (macroestrutura), o tipo de
superficie (microestrutura) e, atualmente em destaque, a existéncia de modificacbes
nanoestruturais®. O aperfeicoamento do material utilizado visa melhorar a resisténcia
mecanica, resisténcia a corrosao e desgaste, associado a uma adequada distribuicdo de

forcas no leito 6sseo e resistir a cargas mastigatorias por um longo periodo®.

Os metais mais utilizados nos implantes comercializados atualmente sdo o
titinio comercialmente puro (Ticp), a liga Ti-6Al-4V (titAnio-6aluminio-4vanadio) e
liga Ti-13Nb-13Zr (titanio-ni6bio-zircénio)>®. O titanio comerciamente puro exibe
caracteristicas desejaveis como alta relacdo resisténcia/densidade, boa resisténcia a
corrosao e biocompatibilidade. A adicdo de outros elementos, como aluminio, vanadio,
molibdénio, é realizada com intuito de conferir uma melhora nas propriedades mecanica
e quimica, suportar cargas mastigatorias e interagir adequadamente com 0 0SSO ao Seu

redor*® .

As propriedades mecanicas desejadas nas ligas de titdnio vdo depender da
relacdo quantitativa e qualitativa das fases a e f do metal. O titanio o € muito suscetivel
a formacdo de mesclas de deformacdo e ao superaquecimento, o que produz uma
estrutura distorcida’. Pesquisas que estudam o aperfeicoamento das ligas de Ti para
Implantodontia visam as ligas do tipo B, que possui caracteristicas como baixo modulo
de elasticidade, assemelhando-se mais ao modulo de elasticidade Ossea, maior
resisténcia mecanica e a corrosdao e melhor resposta tecidual quando comparadas com

ligas tipo a+p*®°.
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1.1 Liga Ti-15Mo

O molibdénio (Mo) é um dos elementos capaz de estabilizar a fase B do titanio® e
as ligas de titanio-molibdénio (Ti-Mo) tém sido objeto de diferentes estudos
microestruturais e eletroquimicos*®®. A fase o é observada quase que exclusivamente
quando a concentra¢do de Mo adicionada ao Ticp atinge 6%. Uma retencéo significativa
da fase B ¢ observada para a liga contendo 10% de Mo, enquanto que para
concentracdes mais elevadas de Mo (15 a 20%) é observada somente a retencdo da fase
B*. Em estudos eletroquimicos, a liga Ti-Mo apresentou-se com alta resisténcia a
corros&o®® conferindo para a liga Ti-15Mo uma possivel indicacdo para utilizacdo em
Implantodontia.

Em um estudo in vivo que avaliou a resposta bioldgica tecidual a esta liga®, no
qual cilindros de Ti-15Mo foram inseridos em tibias de coelhos apds dois tipos de
tratamentos de superficies: usinada e modificada por irradiacdo a laser, foi observado
um alto torque de remocdo para as superficies de Ti-15Mo modificadas por laser e uma

boa resposta bioldgica de ambas as superficies.

1.2 ModificacOes de superficie visando a osseointegracao

A utilizacdo de materiais adequados e tratamentos de superficies apropriados
podem tornar os materiais metalicos bioativos e, com isso, acelerar o processo de
osseointegracdo, culminando em um periodo de reparo reduzido ao paciente. Frente a
esse desafio, o desenvolvimento de superficies que aceleram o processo de
osseointegracdo dos biomateriais intra-0sseos € um desafio atual em varios campos de
pesquisa, tais como, ciéncia dos materiais, Engenharia, Odontologia, Medicina, Fisica,

Quimica e Biologia.

As caracteristicas da superficie dos implantes foram mencionadas por

Albrektsson et al.'!

(1981), como sendo um dos seis fatores determinantes para
incorporacdo do 0sso aos implantes. Como este € um fator essencial para 0 sucesso e
sobrevivéncia dos mesmos, muitos sdo 0s estudos sobre os tipos de superficies
existentes, o desenvolvimento de novas superficies e as respostas celulares in vitro e em

modelos in vivo>*,
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As modificacBes na superficie do implante visam acelerar a osseointegracao.
Essas modificacdes podem ser feitas por processos de subtracdo ou de adicdo®. Dentre
0s processos de tratamento/modificacdo por subtracdo tem-se: o eletropolimento, o
polimento mecanico, o jateamento, o condicionamento acido e a oxidacdo anddica. Ja
como processos de adigdo, podemos citar: 0s recobrimentos por hidroxiapatitas (HA) e
outros compostos a base de Célcio e Fosfato (apatitas); as superficies de plasma-spray
de titanio e a deposicéo ionica®>*>!*. Esses tratamentos empregados para alteragdo das
superficies se caracterizam  microscopicamente como  microalteracbes ou

nanoalteracdes® .

Estudos tém demonstrado que a topografia da superficie do implante claramente
interfere nas respostas celulares tanto nos modelos in vitro como in vivo'®. Observou-se
que o aumento da rugosidade na superficie do implante de Ti-cp promove integracédo
Ossea, aumentando a quantidade de osso formado na interface por meio de
osteoconducéo e osteogénese' 8. A topografia da superficie influencia a resposta dssea
em nivel micrométrico e as alteracbes em nivel nanométrico levam a uma melhor

resposta celular, principalmente nos estagios iniciais de interacdo com o organismo.

1.3 Modificacao de superficies com o uso de laser

A irradiacdo da superficie do implante por feixe de laser leva a uma superficie
microestruturada, com formacdo de uma camada de 6xido de Ti, além de ser um método
controlado, altamente reprodutivel e sem a presenca de contaminantes na superficie*®2".
O laser de alta poténcia vem sendo sugerido como opcdo para obtencdo de uma
conformacao tridimensional da superficie, além de modificar a composi¢do quimica por

meio do aumento da camada de éxido de Ti, favorecendo a resposta celular*®**%,

Durante a irradiacdo, a interacdo feixe de laser/titdnio produz efeitos térmicos
durante a sequéncia de pulsos, 0 que leva a superficie a se fundir e até vaporizar,
criando assim um estado de plasma, denominado fenémeno de ablacéo. Os resultados
do processo de fusdo e solidifica¢do rapida provocam a difusdo de atomos para o titanio
na area irradiada, especialmente oxigénio e nitrogénio presentes na atmosfera ambiente,
levando ao aumento da camada de oxido de Ti. O éxido de Ti, por sua vez, leva a uma

resposta biologica favoravel, pois melhora na superficie propriedades importantes tais
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como a composi¢do quimica, a molhabilidade e a energia livre de superficie, além de
proteger a estrutura cristalina subjacente contra os efeitos corrosivos do ambiente
bioldgico?.

Khosroshahi et al.?®

, publicaram um estudo, em 2009, em que avaliaram a
topografia da superficie de Ti-6Al-4V irradiadas com laser, bem como a resposta in
vitro e in vivo da mesma. Observaram que a irradiacdo da amostra levou a uma melhora
nas caracteristicas topograficas e quimicas da superficie e que estas alteracbes
produziram respostas positivas nos modelos in vivo e in vitro comparadas ao controle.

Faeda et al.?

em 2009, avaliaram o efeito in vivo da utilizacdo de implantes de Ti-cp
modificados com irradiacdo a laser em tibia de coelhos e observou que a interacdo 0sso-
implante foi maior nos implantes tratados a laser quando comparada ao implante

usinado.

Em recente revisdo, Hindy et al.?

(2017) verificaram que o tratamento com laser
em superficies de implantes dentarios produziu uma porosidade de revestimento
uniforme entre as espiras, que diminuiu o tempo de reparo, porém concluiram que o tipo
de laser e os parametros utilizados nas aplicacGes podem afetar a biocompatibilidade do

implante dentario.

1.4 Modificacéo de superficies por deposicdo de apatitas

As apatitas sdo compostos minerais a base de céalcio e fosfato, presentes nos
tecidos minerais do corpo. A hidroxiapatita (HA) é o principal componente mineral dos
0SS0S, por isso € hoje 0 composto a base de calcio e fosfato (CaP) mais estudado como
bioceramica. Além disso, tem sido amplamente utilizada como recobrimentos ou
materiais densos para a reposi¢do e reparacdo do tecido désseo. Além da HA, outros

fosfatos de célcio também estdo presentes em calcificagdes normais e patolégicas®®.

Nos implantes dentarios a HA é utilizada para recobrimento das superficies,
sendo este realizado mais comumente por meio do método plasma-spray e da deposi¢do
biomimética'*?°. O método biomimético consiste em colocar o substrato a ser recoberto
em uma solugdo sintética, denominada SBF - Simulated Body Fluid, de composicao

ibnica e pH semelhantes ao plasma sanguineo a 37°C. Este método permite recobrir o
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substrato com uma camada uniforme de apatitas, semelhante a apatita bioldgica

encontrada no tecido 6sseo humano?.

Estudos tém demonstrado que os recobrimentos com CaP conferem ao implante
uma superficie com potencial osteocondutor?’. Apés a implantacdo, a dissolucdo do
recobrimento leva a liberacdo dos ions Ca e P na regido peri-implantar aumentando a
energia ibnica e a saturacdo sanguinea, levando a precipitacdo de cristais de apatitas
bioldgicas sobre a superficie do implante?®®. A camada de apatita biolégica entéo
incorpora proteinas e promove a adesdo de células osteoprogenitoras que produzirdo a

matriz extracelular 6ssea.

Observa-se que implantes recobertos com apatitas induzem a uma réapida
integracdo por estimularem os osteoblastos precocemente e, consequentemente, levarem
a um aumento na formacdo Ossea comparados a implantes ndo recobertos,
especialmente em condicfes em que exista baixa qualidade e/ou quantidade 6ssea'®*.
Além disso, esse recobrimento potencializa a osteoconducdo por meio da adsorcao e

retencdo de protefnas estruturais nos estagios iniciais do reparo®.

1.5 Modificacdo quimica de superficies

A literatura tem demonstrado que as superficies de materiais que contém
caracteristicas na escala nanométrica, nanotopografica ou de nanotexturas, favorecem
respostas celulares e melhoram a osseointegracdo, fato que pode ser observado em

estudos biolégicos com ratos, cées, coelhos e humanos® .

Ataques acidos da superficie de implantes a base de titanio tém sido amplamente
aplicados para alterar a rugosidade, composicao da superficie e a molhabilidade/energia
superficial®’. Sdo de particular interesse os acidos: cloridrico, sulfdrico, fluoridrico e
fosforico também as misturas destes, por favorecerem consideravelmente a
osseointegracdo sem adicdo de material a superficie do implante, por exemplo, de

hidroxiapatitas ou de particulas do jateamento®.

Alguns métodos de ataques quimicos tém sido avaliados quanto ao
comportamento frente as células, em ensaios in vitro, na busca de compreender os

fatores que regulam os processos de adesdo, espraiamento, proliferacédo e diferenciacéo
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de celulas pluripotentes mesenquimais em osteoblastos e avaliar a expressdo génica

destas em diferentes superficies, ambas envolvidas no processo de osteogénese®239-4*.

Alguns pesquisadores avaliaram as superficies de implantes dentarios de titanio
usinado e com ataque é&cido, na qual ocorreu a formacdo de uma topografia
micrométrica provocada pela desoxidacdo e reoxidagdo da superficie do implante
atacado, e ao contrario do que era esperado, ndo houve a ocorréncia de topografia na
escala nanométrica. Na analise histoldgica, a eficiéncia da modificacdo de superficie foi
comprovada por meio da porcentagem de contato implante/osso, que demonstrou
promover maior osteogénese na superficie dos implantes inseridos nas mandibulas de

cées, fato que sugere um aumento de bioatividade durante a remodelacio 6ssea*.

Oliveira et al.*? (2004) realizaram a imerso de implantes por 2 horas em solugéo
de H,SO4/H,0, na qual foram observadas por meio da microscopia eletronica de
varredura (MEV) porcdes do citoplasma de algumas células com aparéncia reticulada e

células que prolongam-se sobre 0s metais.

O tratamento alcalino também imprime alteraces de composicdo quimica,
rugosidade e topografia sobre a superficie tratada*®. Este tratamento desperta interesse
por meio da formacdo de uma camada de titanato de s6dio sobre a qual a precipitacdo de
hidroxiapatita é estimulada. O que se sabe, portanto, é que esse tipo de tratamento
estimula a formacdo de hidroxiapatitas sobre as superficies dos materiais, no entanto,
ainda € escassa a literatura que reporte respostas biologicas em relacdo as superficies de

materiais tratados alcalinamente sem acondicionamento prévio em SBF.

1.6 Efeito das propriedades das superficies sobre as respostas bioldgicas

Alguns fatores relacionados as superficies dos materiais regulam as
caracteristicas da interface implante/osso, tais como energia de superficie, rugosidade,
topografia e sua composicao. Estes fatores sdo importantes e interligados, pois exercem
influéncia sobre o comportamento das células de linhagem osteoblastica durante os

processos bioldgicos que antecedem a osseointegracdo de um implante.

A energia livre da superficie pode ser modificada por meio da alteracdo da area

especifica da superficie ou da molhabilidade, sendo que as superficies hidrofilicas
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aparentam ter maior adesdo de proteinas comparadas as superficies hidrofébicas*****.

Segundo Spriano et al.*® (2005) um baixo angulo de contato (30°) j4 indica boa

propriedade hidrofilica, promissora ao sucesso da osseointegracao.

E importante observar que niveis de rugosidade interferem na adesdo e
espraiamento celulares e que h&d um intervalo de valores de rugosidade em que as
respostas bioldgicas sido melhores*’. Segundo estudos prévios, o procedimento de
ataque acido produz picos na superficie de titanio com tamanhos que variam de 0,5 a

2,0 um de diametro*®4°

sendo que o aumento de rugosidade provoca aumento da
adesdo, de proliferacdo e de atividade da fosfatase alcalina, apesar desta ultima néo ter

sido considerada estatisticamente significativa™.

A topografia e composicao da superficie podem alterar fatores como adeséo e
proliferacdo celulares®™®. O processo de diferenciacéo das células mesenquimais em
osteoblastos pode ser avaliado pela medida da atividade especifica de fosfatase alcalina
(ALP), ou seja, durante essa alteragdo fenotipica ha um aumento de fosfatase alcalina no
meio da cultura in vitro ou o aumento na producdo de osteocalcina ou na expressao
génica referente & producdo destas proteinas®>°. Em estudos de Oh S et al.*’ (2006), a
superficie recoberta de nanotubos apresentou melhores respostas de adesdo e
espraiamento celulares, além de maior atividade de ALP.

1.7 Estudos biol6gicos

Nos estudos dos biomateriais, 0s testes in vitro caracterizam a resposta celular
frente ao substrato estudado. A utilizacdo do modelo in vitro, aléem de poder apresentar
uma rapida resposta, avalia fatores como a biocompatibilidade, citotoxicidade,
proliferacdo e viabilidade celular. No caso dos estudos sobre as modificagdes de
superficie, esse modelo ainda fornece a resposta da célula quanto a formagdo dssea,
podendo identificar se a superficie exerce influéncia positiva ou negativa na
osteogénese™. Entre as vantagens do modelo in vitro, comparado ao in vivo, pode-se
incluir: a reprodutibilidade, rapidez de resultados, alta sensibilidade, custo reduzido e

bom controle das variaveis®®.
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H& uma vasta literatura que relata o comportamento de osteoblastos em
superficies de Ti com diversos tratamentos de superficie, sugerindo que tais células
apresentaram morfologia poligonal e que pequenas diferencas na proliferacdo se devam
as diferencas dessas células em cada superficie testada®®®. Além disso, estudos de
expressdo génica e de mineralizacdo das células nas superficies de Ti nos fornecem
informacOes sobre a resposta celular frente ao biomaterial, no qual autores
demonstraram que a quantidade de formacdo de nddulos de mineralizacdo esta
diretamente relacionada com a rugosidade de superficie do Ti®*®2. Os genes BGLAP,

RUNX2, SP7, Col1A1, ALPL participam dos eventos do processo de formacéo 6ssea®>
67

Nesta tese, 0 objetivo consiste em avaliar alguns métodos de modificacdo de
superficie de baixo custo tendo em vista o cendrio brasileiro de recursos escassos para
aplicacdo em Saude. Com este proposito foram realizadas modificacGes de superficie
com tratamentos a laser e quimicos que podem provocar alteracfes das propriedades da
superficie, mais especificamente de topografia, rugosidade, angulo de contato, para em
seguida avaliar os efeitos destas propriedades sobre as respostas biolégicas, em especial

do comportamento de osteoblastos sobre amostras de Ti-cp e Ti-15Mo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, um dos desafios da Implantodontia é acelerar o crescimento de
tecido 6sseo ao redor do implante. Assim, uma maneira de reduzir o tempo e aumentar a
qualidade da osseointegracdo € modificando as propriedades da superficie dos
implantes. Frente a este desafio, o desenvolvimento de superficies que acelerem o
processo de osseointegracdo dos biomateriais intradsseos € um paradigma atual em

varios campos de pesquisa.

O estudo de materiais para criacdo de superficies de implantes dentérios tem se
tornado um tema desafiador, impulsionado por desafios clinicos e em busca de um
maior indice de sucesso. Nesse aspecto, o desenvolvimento de superficies € um ponto
critico, de modo que as propriedades fisicas e quimicas da superficie de um implante
influenciam o tipo e a intensidade de interacdo com proteinas e células osteogénicas,

determinando a interface implante-o0sso.

Diversos métodos estdo sendo desenvolvidos ou aprimorados para alcancar 0s
objetivos esperados, considerando um menor tempo de osseointegracdo e aumentando a
taxa de sucesso de reabilitaces orais. As modificacdes de superficies tanto com a
utilizacdo de laser, a deposicdo de apatitas ou tratamentos quimicos apresentam uma
vasta literatura na biologia éssea, com resultados promissores quanto a melhora das

respostas celulares.

O presente trabalho propds a caracterizacdo superficial da liga Ti-15Mo por
meio de avaliacBes fisicas, quimicas e bioldgicas, para investigacdo das respostas
celulares frente as diferentes superficies, que podem promover influéncia positiva ou
negativa na osteogénese. Diante das observacdes até o momento, os tratamentos de
superficie realizados atingiram o0s objetivos de modificar as caracteristicas fisico-
quimicas das ligas Ti-cp e Ti-15Mo, de forma que 0s eventos intermediarios observados

na RBMSC sugerem favorecer a osseointegracao.

Estudos futuros sugerem observar as vantagens dessas modificacdes em modelos
in vivo para estabelecer e provar a eficacia da osseointegracdo, bem como para criar

novas perspectivas em Implantologia.
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