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Lima MCM. Caracterizacdo da superficie da liga experimental Ti25Ta25Nb3Sn
apos tratamento alcalino: estudos in vitro [dissertacdo] S&o Jose dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2018.

RESUMO

Titanio e suas ligas sdo considerados materiais bioinertes e dessa forma técnicas
de modificacdo de superficie podem ser empregadas para uma melhor interacéo
osso/biomaterial. Assim, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar a
modificacdo da superficie da liga experimental Ti25Ta25Nb3Sn a partir do
emprego do tratamento alcalino, com vistas a obtencdo de uma superficie
bioativa. Os lingotes das ligas foram obtidos em forno a arco voltaico e
posteriormente foram submetidos a tratamento térmico e forjamento a frio, de tal
forma que discos com 10 mm de didmetro e 3mm de espessura fossem obtidos.
Para o tratamento alcalino as amostras foram imersas em solucdo de NaOH na
concentracdo de 0,5, 1,0 e 1,5M. A morfologia das superficies das amostras foi
avaliada por meio do microscopio eletronico de varredura e a composicdo
avaliada por espectroscopia de energia dispersiva (EDS). As fases presentes
apos tratamento foram avaliadas por tecnicas de difracdo de raios-X e a
molhabilidade das superficies a partir do angulo de contato. Estudos in vitro
foram realizados para avaliar a adesdo bacteriana e proliferacdo celular. Os
resultados evidenciam a producéo de uma estrutura porosa na superficie da liga
quando ela foi submetida ao tratamento com NaOH em todas as molaridades
usadas. A molhabilidade da superficie apresentou carateristica hidrofilica, o
difratograma revelou picos mais intensos apés o tratamento alcalino. Verificou
também maior quantidade de bactérias nas superficies porosas resultante do
tratamento alcalino e maior adesdo celular com viabilidade sem variacdo entre
os tratamentos. Conclui-se que o tratamento com NaOH 1,0M proporciona uma
superficie bioativa.

Palavras-chave: Liga titdnio. Modificacdo de superficie. Tratamento alcalino.



Lima MCM. Characterization of the surface of the experimental alloy
Ti25Ta25Nb3Sn after alkaline treatment: in vitro studies [dissertation] Sdo José
dos Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

Titanium and its alloys are considered bioinert materials and thus surface
modification techniques can be employed for better bone / biomaterial
interaction. Thus, the present study aimed to evaluate the surface modification
of the experimental alloy Ti25Ta25Nb3Sn to obtain a bioactive surface, from the
use of alkaline treatment. The ingots of the alloys were obtained in an arc
furnace and afterwards they were subjected to thermal treatment and cold
forging, in such a way that disks with 10 mm of diameter and 3 mm of thickness
were obtained. For the alkaline treatment the samples were immersed in NaOH
solution at the concentration of 0.5, 1.0 and 1.5M. The morphology of the
surfaces of the samples was evaluated by scanning electron microscopy and the
composition evaluated by dispersive energy spectroscopy (EDS). The phases
present after treatment were evaluated by X-ray diffraction techniques and the
wettability of the surfaces from the contact angle. In vitro studies were
performed to evaluate bacterial adhesion and cell proliferation. The results
evidenced the production of a porous structure on the alloy surface when it was
subjected to NaOH treatment in all the molarities used. The wettability of the
surface presented a hydrophilic character, the diffractogram showed more
intense peaks after the alkaline treatment. It also verified a greater amount of
bacteria in the porous surfaces resulting from the alkaline treatment and greater
cell adhesion with viability without variation between the treatments. It is
concluded that the treatment with 1.0M NaOH provides a bioactive surface.

Keywords: Titanium alloy. Surface modification. Alkalin treatment.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 1960 quando os implantes dentarios confeccionados
em titdnio comercialmente puro (Ti CP) passaram a ser empregados na
Odontologia, diversas pesquisas foram realizadas na busca por uma melhor
resposta na interface osso/implante. A osseointegracdo envolve uma série de
eventos biologicos e diversos autores estabelecem as propriedades de superficie,
tais como: rugosidade, molhabilidade, porosidade, micro topografia, fotocatalise
e superficie funcionalizada, determinantes para o seu sucesso (Bell et al., 2011,
Contreras et al., 2010; Cuellar-Flores et al., 2016; Hanib et al., 2016; Fujio et
al., 2017; Jaramillo et al., 2010; Kasek-Desik et al., 2018; Yeo, 2014; Yuan et
al., 2014).

Um dos primeiros eventos que ocorre quando o implante € inserido
dentro do corpo humano é a adsorcdo de moléculas de agua, proteinas e lipidios
do sangue para a superficie, sendo que a superficie determinara o tipo de
proteina que sera aderida. A adesdo das plaguetas sanguineas e a subsequente
liberacdo do seu conteudo interno levardo a formagéo de rede de fibrina que
serviram como um trabéculo imaturo com espacos vazios, facilitando dessa
forma a migracéo celular em direcdo a superficie do implante (Figura 1). Assim,
a cobertura da superficie e a resisténcia da adesdo da fibrina dependerdo das
propriedades da superficie. Um aumento da rugosidade poderd levar a um
aumento da adeséo da fibrina ou da quantidade da fibrina promovendo melhor
cicatrizacdo (Gittens et al., 2014) .

As ligas de titanio sdo a opcéo ideal para a confeccdo desses implantes
por causa da sua excelente, biocompatibilidade, resisténcia a corrosédo e
propriedades mecéanicas (Bezerra et al., 1999; Toptan et. al.,, 2017).

Recentemente, o estudo da liga quaternaria Ti25Ta25Nb3Sn (Seixas et al.,
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2018) mostrou que a adicdo dos elementos niobio, tantalo e estanho
proporcionou um aumento das propriedades mecanicas e resisténcia a corrosao
quando comparado ao titanio CP e a liga Ti6Al4V (Ti grau 5), ambos
empregados na area Odontologica. O segundo passo na busca do emprego dessa
liga na area biomédica € a modificacdo de sua superficie buscando melhor

resposta e desempenho apads insercéo.

Figura 1 - Representacdo esquematica da rede de fibrina formada na superficie
do implante. Células mesenquimais se movimentam na rede de fibrina em

direcéo a superficie do implante

fator de crescimento

fibrina

superficie do implante

Fonte: adaptado de Gittens et al.( 2014 )

As técnicas mecanicas, quimicas e fisicas de modificacdo da superficie
do titanio podem ser empregadas com o objetivo aumentar a bioatividade,
biocompatibilidade, compatibilidade sanguinea, desgaste e resisténcia a
COrrosao.

O tratamento alcalino € um método quimico bastante empregado para

melhorar a bioatividade de titanio e suas ligas e foi introduzido na década de
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1990 por Kim et al. (1997). Ao longo dos anos foi empregado para modificagao
das ligas Ti7,5Mo (Escada et al., 2010) e Ti30Ta (Capellato et al., 2013)
apresentando sempre uma melhor resposta no que diz respeito a adesdo e
proliferacdo celular. A técnica € simples e se baseia na imersdo das ligas em
solucdo de hidréxido de sddio com molaridade e temperaturas variaveis, de
acordo com a composicdo quimica da camada passiva existente, resultante dos
elementos de ligas formadores do material.

O tratamento de superficie alcalino afeta diretamente a molhabilidade de
superficie deixando-a hidrofilica. A molhabilidade da superficie pode afetar
quatro importantes aspectos do sistema biologico: 1) adesdo das proteinas e
outras macromoléculas; 2) interacdo de tecidos moles e duros com as
superficies; 3) adesdo bacteriana e formacdo de biofilmes; 4) taxa de
osseointegracdo, sendo que superficies hidrofilicas promovem uma formacéo
6ssea favoravel com maior sucesso clinico (Gittens et al., 2014).

Dessa forma, o desenvolvimento de ligas de titanio com propriedades
mecanicas de qualidade superior e com superficie hidrofilica para a utilizacéo
em implantes € muito importante. Neste caso, a alteracdo da superficie sera feita
por meio do tratamento alcalino da superficie em diferentes concentracdes para

utilizacdo da liga Ti25Ta25Nb3Sn na &rea de saude.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a modificacdo da superficie da liga experimental
Ti25Ta25Nb3Sn a partir do emprego do tratamento alcalino, em diferentes

concentragdes, com vistas a obtencdo de uma superficie bioativa.

2.2 Objetivos especificos

Para atingir essa meta serdo necessarios 0s seguintes objetivos

especificos:

e  Submeter a liga Ti25Ta25Nb3Sn ao tratamento alcalino usando
diferentes concentracdes de NaOH;

e  Fazer a caracterizacdo da superficie por meio de MEV, difracdo de
raios X e angulo de contato;

e  Verificar , in vitro, a viabilidade (confocal), a adeséo e proliferacdo

de bactérias e células osteoblasticas na superficie da liga.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Considerac0es gerais

O uso de materiais naturais na substituicdo a partes do corpo humano
tem sido usado desde a antiguidade, quando materiais como madeira, ouro,
marfim, linho, couro e outros foram aplicados, empiricamente, em substituicao
das partes mutiladas (Huebsch, Mooney, 2009; Oladeji et al., 2012). Segundo
Bergmann e Stumpf (2013) os primeiros biomateriais inertes usados por
egipcios e romanos, foram ouro e marfim para substituicdo de 0ssos cranianos
com defeitos. A partir disso, os materiais foram sendo substituidos. Estudos
antropoldgico e arqueologicos evidenciaram que um 0sso de mandibula humano,
de origem Maia, que data do século 7 dC, continham trés pequenos fragmentos
de coral que serviram como substitutos dos incisivos mandibulares e 0s
pesquisadores descobriram que houve formacdo de 0sso compacto em torno
desses fragmentos de corais, integrando-o a mandibula. Este caso foi
considerado o exemplo mais antigo de implantes aloplasticos inseridos com
sucesso em um ser humano vivo. Além disso, este exemplo demonstra que,
durante muito tempo, materiais foram inseridos ao lado de tecidos orais como
um substituto para dentes perdidos, sem conhecer a consequéncia biolégica. Esta
pratica empirica continuou ao longo da ldade Média e Moderna, quando a
odontologia foi considerada essencialmente o trabalho dos artesdos, sem
qualquer base cientifica. (Bugarin Junior, Garrafa, 2007; Oladeji et al., 2012).

Os materiais metalicos como titanio e suas ligas sdo usados como
substitutos dsseos devido as suas propriedades mecanicas e resisténcia a

corrosdo, por exemplo, na fabricacdo de implantes dentarios (Wong et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huebsch%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19940912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mooney%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19940912
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O emprego do titanio na area biomédica ocorreu acidentalmente em
1952 pelo pesquisador Branemark, quando estudava o fluxo sanguineo em
fémures de coelho. Para o experimento foram colocadas camaras de titanio no
interior dos animais e ao longo do tempo a camara foi fixada ao osso de tal
forma que ndo pode ser removida. O 0sso havia se integrado a superficie de
titanio originando mais tarde a definigdo do termo ‘“osseointegracdo”
(Branemark, 1983).

O titanio pode ser classificado como um biomaterial inerte, ou seja,
quando inserido no corpo humano ndo induz uma resposta do meio como ocorre
com 0s biomateriais bioativos. Materiais bioinertes podem apresentar a
formacdo de uma camada fibrosa ndo aderente ao redor do componente
implantado com uma espessura de 20-50nm, ndo permitindo quaisquer
interacOes diretas com o tecido receptor. Neste caso, a ligacdo existente entre
estes materiais e 0 tecido 0sseo € puramente mecénica, 0 que exige um longo
periodo de osseointegracdo e pode levar muitas vezes a movimentacdo da

interface osseoimplante (Guastaldi, Aparecida, 2010).

3.2 Osseointegracgao

A osseointegracdo é a ancoragem direta de um implante pela formacéo
de tecido 6sseo ao redor do implante, sem crescimento ou desenvolvimento de
tecido fibroso na interface osso-implante (Albrektsson et al., 1986, Albrektsson,
1993). Este processo ampliou o alcance das opcdes de tratamento para pacientes
edéntulos parcial ou completo, utilizando diferentes métodos e técnicas para
compensar a perda de dente. O processo completo de osseointegracdo, tem a

duracdo de trés a cinco meses, e segundo Kirmanidou et al. (2016) tem inicio
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com a absorcdo de ions, proteinas e polissacarideos pela camada de oxido de
titdnio e mais tarde, os macréfagos, os neutrofilos e as células osteoprogenitoras
migram para a interface dsseo-implante.

Segundo Natali et al. (2009), a osseointegracdo € considerada bem
sucedida, do ponto de vista clinico, quanto se verifica a estabilidade do
implante, que ocorre apos a sua integracdo. Para avaliar a estabilidade, deve-se
considerar a estabilidade primaria e secundaria do implante. A estabilidade
primaria estd associada ao embricamento mecanico do implante com 0 0sso
circundante, enquanto os fendbmenos de regeneracao e remodelacdo dos 0ssos
determinam a estabilidade secundaria (biologica) ao implante. (Greenstein et al.,
2008; Natali et al., (2009). A estabilidade primaria esta positivamente associada
a uma estabilidade secundéria (Davies, 1998).

Depois que um material € implantado no corpo, 0 sistema imune inicia
uma sequéncia de respostas. (Franz et al., 2011). A resposta inflamatéria ao
biomaterial € mediada, em grande parte, pelo microambiente inflamatério local,
a qual desencadeia a migracéo de diversas celulas para a vizinhanca. (Olivares-
Navarrete et al., 2015). Um alto nivel de inflamagcdo cria um periodo de
resolucdo mais longo porque os fibroblastos inicialmente produzem matriz
extracelular em um esforco para suportar o tecido danificado. Entretanto, a
ativacdo prolongada de macrofagos e outras células imunes leva a reducéo na
remodelacdo da matriz e no tecido cicatricial fibrotico, que se formou na fase de
suporte da cicatrizacdo de feridas e que permanece. (Olivares-Navarrete et al.,
2015).

O maior tempo para a osseointegracdo favorece a aderéncia de
microrganismos no implante, requisito para formacdo do biofilme, que pode
causar periimplantite. Um biofilme, segundo Saini et al. (2011) é formado por
uma comunidade bem organizada, estruturada e cooperante de microrganismos,

em condi¢des de fluido. Segundo este autor mais de 95% das bactérias
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existentes na natureza se encontra em biofilmes, que protegem estes
microrganismos de formas suaves de remo¢do como um enxague. (Donlan,
2002). A placa dental é o exemplo mais comum de um biofilme associado ao
hospedeiro.

Mombelli, Décaillet (2011) constataram que a periimplantite pode ser
vista como uma infeccdo anaerdbica mista, na qual a composicdo da flora é
semelhante, na maioria dos casos, a flora subgengival da periodontite crbnica
que é dominada por bactérias Gram-negativas. As perimplantites podem
ocasionalmente ser ligadas a uma microbiota diferente, incluindo um elevado
nimero de peptostreptococos ou estafilococos e os efeitos benéficos das
intervengdes mecanicas e quimicas, para interromper o biofilme, demonstram
que 0S microrganismos estdo envolvidos no processo da doenga, mesmo que
nem sempre seja a origem da doenca.

Na Figura 2 observa-se um implante saudavel (A) e outro com peri-

implantite (B).

Figura 2 - Esquema de implante saudavel (A) e com peri-implantite (B)
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Fonte: http://www.deardoctor.com/dental-magazine
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Por meio de técnicas modernas de biologia molecular, Saini et al. (2011)
relata que identificaram cerca de mil espécies bacterianas diferentes no biofilme
dentario. As bactérias colonizadoras iniciais sdo do género Streptococcos, S.
viridens, S. mitis e S. oralis. Os colonizadores secundarios se ligam a bactéria
predominantemente composta das espécies de Actinomyces, Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus. As bactérias se multiplicam e coagregam com
as espécies parceiras. A espécie Fusobacterium nucleatum tem a propriedade de
co-agregar com inUmeras espécies de bactérias, portanto, esta espécie € um elo
importante nos biofilmes dentérios que superam os colonizadores precoce e
tardio. (Kolenbrander et al., 2002). A espécie de bactéria mais representativa,
imersa nessa matriz polimérica rica, em polissacarideos e minerais, é
Streptococcus mutans. (Nemezio et al., 2017).

Em seus estudos, Liu et al. (2017) verificaram que uma insuficiente
osseointegracdo e a infeccdo bacteriana em um implante de titanio, sdo os
principais desafios em suas aplicacOes clinicas, o que pode resultar na falta de
sucesso. (Ferraris, Spriano, 2016).

Para que os implantes sejam bem sucedidos e durem por longos periodos
de tempo, no ambiente hostil da cavidade oral, é necessaria a formacdo de um
selo bioldgico efetivo entre 0 material do implante e os tecidos dos maxilares,
(Jayesh, Dhinakarsamy, 2015), tornando-se assim um fator importante e crucial
na longevidade dos implantes dentéarios. Ele serve como uma barreira fisiologica
efetiva o suficiente para prevenir a entrada de toxinas, placas bacterianas,
detritos orais e outras substancias deletérias na cavidade bucal.

Todos esses agentes sdo iniciadores conhecidos de lesdes de tecidos e
células, e devem ser impedidos de ter acesso ao ambiente interno, que fornece
suporte para o dispositivo de implante (Alva et al., 2013). O tecido mole, peri-
implante, atua como um selo transmucosal contra irritantes bacterianos. Ele

proporciona estabilidade estrutural para resistir a trauma mecanico, resiste a
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ruptura da juncdo epitelial com o implante e ajuda a limitar a disseminacao
apical de lesdes inflamatdrias marginais que podem levar a perda 0ssea e,
eventualmente, a falha no implante. Os tecidos moles, com contornos
adequados, criam um ambiente de autolimpeza para a restauracdo do implante,
minimizando a acumulacéo de alimentos (Alva et al., 2013).

Yuan et al. (2014) avaliaram quatro tipos de tratamento de superficie de
implantes apds contaminacdo por Prevotella intermedia [jateado, plasma-spray
com hidroxiapatita (HA), ataque- acido e oxidacdo anddica]. Os implantes
foram inseridos em tibia de coelhos e apds seis semanas foram retirados para
analise. Os resultados mostraram uma pobre osseointegracdo devido a presenca
bacteriana, e os implantes, nos quais a superficie foi tratada com plasma-spray
com hidroxiapatita e ataque-acido apresentaram a pior osseointegracdo. Em
relacdo ao torque, para retirada do implante da tibia, foram observadas que as
superficies mais rugosas contaminadas, foram as mais dificeis de serem
removidas, quando comparadas com os implantes de superficies lisas igualmente
contaminadas.

A resisténcia do biofilme formado torna o tratamento das infeccOes
associadas uma tarefa desafiadora. Além disso, tem-se verificado um aumento
consideravel da incidéncia de bactérias patogénicas resistentes aos antibidticos
em ambientes clinicos, que torna o tratamento de infeccdes bacterianas uma das
mais graves ameacas a satde (Guridi et al., 2015 ). De acordo com Aguila-Arcos
et al. (2016) as infeccOes causadas por estafilococos representam uma
preocupacdo médica, especialmente quando relacionada a biofilmes localizados
em dispositivos médicos implantados, como proteses e cateteres. Infelizmente,
sua frequente resisténcia a altas doses de antibioticos torna o tratamento dessas
infecgdes uma tarefa dificil.

A pesquisa sobre biofilmes microbianos esta em vérias frentes, com

particular énfase na elucidacdo dos genes especificamente expressos por
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organismos associados ao biofilme, avaliacdo de vérias estratégias de controle,
incluindo dispositivos médicos tratados com agentes antimicrobianos e
bloqueios antimicrobianos, para prevenir ou remediar a colonizacgao de biofilmes
de dispositivos médicos e desenvolvimento de novos métodos para avaliar a
eficicia desses tratamentos. A pesquisa também deve concentrar-se no papel dos
biofilmes na resisténcia antimicrobiana, biofilmes como um reservatério para

organismos patogénicos e o papel dos biofilmes em doencas cronicas.

3.3 Tratamento de superficie de implantes dentarios

Conforme abordado no topico anterior, a osseointegracdo dos implantes
dentarios de titdnio cp € altamente dependente das propriedades da sua
superficie. Os resultados experimentais obtidos por Lind et al. (1999), Kokubo
et al. (2003) demostraram que devido ao crescimento lento do 0sso na superficie
de titanio e da fixacdo retardada do implante de titanio ao 0sso, que pode ocorrer
durante longos periodos, muitas pesquisas foram direcionadas para a
modificacdo de superficie visando aumentar a interacdo deste material com o
meio biologico e reduzir o tempo necessario para a osseointegracdo adequada.
(Kokubo et al., 2003; Oliveira et al, 2016).

As caracteristicas superficiais dos implantes afetam o comportamento
do osso circundante e, consequentemente, o processo de osseointegracdo. Neste
contexto, estudos relataram que os implantes com superficies rugosas
demonstraram melhor comportamento e maiores taxas de sobrevivéncia em
comparacdo com os usinados (Al-Nawas et al., 2007; Gotfredsen et al., 1992;
Pinholt, 2003). Além disso, Gotfredsenet al. (1992) relatam que implantes

jateados com particulas de dioxido de titdnio mostraram um melhor ponto de
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ancoragem e contato osso-implante do que os implantes usinados. Nischimoto et
al. (2008) observaram que houve uma maior ades&o celular no especime tratado
com apatita e maior disseminacdo de células na superficie lixada do que nas
superficies revesitidas com apatita e que receberam tratamento cido.

Vaérios trabalhos tém como proposta recobrir a superficie do titanio e
suas ligas com hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH),. Esse material € o principal
componente da fase mineral do 0sso e desempenha um papel importante na
biomineralizacdo ¢ssea, porque favorece a génese e 0 crescimento 0sseo
neoformado e diminui o tempo de osseointegracdo. (Metikos-Hukovic et al,
2003; Jaramillo et al., 2010; Valente et al., 2016). A reabsorcdo das apatitas e
sua bioatividade permitem a bioadesao, propriedade fundamental para assegurar
a boa ancoragem mecénica do implante no osso, por meio da possivel formacéo
de ligacdo quimica entre o tecido e o material. (Branemark et al., 1987; Hench,
1998).

O titanio com tratamento de superficie visa imitar a estrutura éssea
natural e a rigidez Ossea para erradicar a reabsorcdo dssea. Além disso, a
porosidade melhora o desempenho do implante e aumenta a area superficial,
permitindo niveis mais elevados de crescimento 0sseo (Karageorgiou, Kaplan,
2005; Hing, 2005) e incorporacdo de moléculas funcionais. (Lyndon et al.,
2014).

A interacdo ocorre quando o implante entra em contato com os fluidos e
tecidos orais apés a implantacdo em uma ligacdo hospedeira. Esta interacdo
bilateral dependera da intensidade da irrigacdo mecénica e quimica e da natureza
da superficie do implante. (Kubies et al., 2011). As caracteristicas da superficie
do implante sdo um dos fatores que afetam a taxa de osseointegragdo. Alguns
estudos determinaram que as modifica¢des superficiais incluam aspectos fisicos
e morfoldgicos como rugosidade, porosidade, topografia, fotocatalise (Garcia-

Conteras et al., 2011) e superficie funcionalizada com péptido de matriz
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extracelular (Bell et al., 2011) para aumentar a adesdo celular. Além disso, as
alteracdes de tratamento quimico envolvendo plasma, solucGes salinas, oxidacao
anodica e hidroxiapatita (Lou et al., 2015) melhoraram agregacéo celular.

Para isso, estudos em animais demostram maiores deposicdo 0ssea sobre
superficies de proteses de titdnio e suas ligas, particularmente quando as
superficies possuem uma microtopografia rugosa (De Leonardis et al, 1999;
Stenport, Johansson, 2008). Estudos in vitro indicam que as superficies de
titanio e de suas ligas com microtextura promovem a diferenciacdo dos
osteoblastos e a producéo de fatores que favorecem a formacgédo dssea in vivo,
Olivares-Navarrete et al., 2012; Olivares-Navarrete et al., 2013; Gittens et al,
2014).

Katahira et al. (2016) afirmam que as propriedades da superficie, a
rugosidade e a composi¢do quimica sdo consideradas como 0s parametros mais
importantes para a interacao implante-tecido e osseointegracdo. A morfologia
isotropica e que exibe microcavidades com bordas definidas facilita a retencéo
de células osteogénicas e as permite migrar para a superficie do implante.
Implantes com uma morfologia superficial semelhante a que induz a retencéo de
fibrinas, favorecem a adsorcéo de fibronectina, uma proteina fundamental para
0 crescimento, migracdo e diferenciacdo celular e facilitam a osseointegracao.
(Braceras et al, 2009; Chang et al., 2016). Apés a colocacdo do implante, o
periodo de cicatrizacdo comeca com a aderéncia das proteinas séricas, seguida
da fixacdo e proliferacdo de células mesenquimais, com consequente
mineralizacdo. (Winter et al., 2013). A partir de entdo, a remodelacdo 0ssea
ocorre como uma adaptacdo ao ambiente dos implantes. (Jayesh et al., 2005).
Segundo Buser et al. (1991) quando a ancoragem micromecéanica € alcancada, o
processo de reparo 0sseo muda de corticalizacdo do 0sso esponjoso (KOS)

(Narang et al., 2014) que é mais lenta, ao redor da superficie do implante, para
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formacdo do 0sso com espacos trabecular (espaco da medula 6ssea) mais rapida
e crescimento 6sseo na superficie aspera.

Assim, véarios metodos de modificacdo de superficie foram
desenvolvidos com o intuito de se obter uma interface favoravel a fixacéo,
melhorar a biocompatibilidade e obtencdo de propriedades fisico-quimicas
especificas para cada aplicacdo clinica, mantendo-se as propriedades do
substrato. (Kurella, Daotre, 2005, Geetha et al., 2009).

Os métodos de modificacdo de superficie podem ser mecanicos, fisicos e
quimicos, de acordo com o mecanismo de formacdo da camada modificada na
superficie do implante. (Liu et al., 2004; Tossato, 2009).

Os métodos mecanicos envolvem basicamente alguns tratamentos
fisicos e a remocdo de material da superficie do implante, sendo a usinagem, a
moagem, o polimento e o jateamento os exemplos mais comuns. Possuem como
principais objetivos a obtencdo de uma topografia e rugosidade especificas, a
remocdo de uma possivel contaminacdo superficial, e/ou o aperfeicoamento da
adesdo. (Lin et al., 2004).

Os métodos fisicos de modificacdo de superficie ndo envolvem reacgdes
quimicas, sendo a formacdo da camada formada ou do revestimento em um
implante de titanio atribuida as energias térmica, cinética e elétrica. Um dos
exemplos mais usuais é a aspersdo por plasma (Plasma Spraying). (Lin et al.,
2004).

O tratamento fisico complementar da superficie do revestimento, como
spray térmico e spray de plasma, melhora a aparéncia estética dos materiais e
seu desempenho. (Jemat et al., 2008). O jateamento de grdo € um procedimento
de subtracdo mecanica que aumenta a rugosidade da superficie, pela projecao
pressurizada de particulas na superficie do implante. Os principais materiais
utilizados sdo particulas de areia, HA, alumina ou TiO,. Ap0s o jateamento de

grdo, o impregnado acido é aplicado para remover as particulas residuais. O
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jateamento com grdo via forga fisica € um dos tratamentos de superficie mais
utilizados para aperfeicoar a topografia da superficie do implante dentario e
melhorar a bioatividade celular aumentando a rugosidade superficial. No entanto
nédo se acelera a capacidade da osseointegracéao (Jones, 2001; Jemat et al., 2015).

Os métodos quimicos abrangem varias técnicas, tais como revestimentos
sol-gel, deposi¢des quimicas a vapor, modificacbes bioquimicas e tratamentos
quimicos e eletroquimicos (anodizacao eletroquimica) (Lin et al., 2004).

No tratamento acido da superficie de titdnio, Chrcanovic e Martins
(2014) constataram que este tratamento ndo cria uma topografia padrdo, ela
varia de acordo com Vvarios parametros, tais como tratamento prévio,
composicado da mistura de acido, temperatura e tempo de tratamento &cido. Os
tratamentos acidos favoraveis, segundo experimento de Chrcanovic e Martins
(2014) foi a combinacdo de éacidos fortes (HF e HCI / H2SO4) em altas
concentracdes, a uma temperatura relativamente alta (> 60 ° C) durante um
tempo consideravel (> 60 min).

De acordo com Huanhuan et al., (2017) ndo esta claro se a quimica
bioativa da superficie desempenha um papel importante na osseointegracdo
precoce de implantes de titanio micro estruturado, que possuem a mesma
topografia superficial nas escalas micrométrica e sub micrométrica. Para
esclarecer esta duvida estes pesquisadores empregaram a metodologia
Magnetron Sputtering para a preparacdo do revestimento de estroncio (Sr) no
implante de titénio jateado e com SLA (Sandblasted+Large grit+Acid-etched)
sem alterar as caracteristicas da superficie. As superficies Sr-SLA e somente
SLA apresentaram recortes irregulares isotrépicos tipicos semelhantes. Os ions
de estroncio foram efetivamente incorporados na superficie SLA (a razdo
atbmica é de 2%). Apl6s duas e oito semanas de cicatrizagdo, aumentos
significativos nos valores de torque de remocdo foram observados em relagéo ao

implante Sr-SLA. Histologicamente, as porcentagens de contato 0sseo-implante



27

dos implantes de Sr-SLA e a razdo da area dssea foram significativamente
maiores em comparacdo com o implante SLA, para oito semanas. Para duas
semanas, as porcentagens de contato osso-implante, juntamente com a
proporcao da area 0ssea da superficie de Sr-SLA, foram um pouco maiores que
a superficie SLA, no entanto, a diferenca estatistica ndo foi significativa. Estes
resultados indicam que a modificacdo quimica com estréncio, aumenta
notavelmente a aposicdo 6ssea precoce. Assim, ficaram evidentes, que além de
modificacbes relacionadas a rugosidade, a molhabilidade e a quimica da
superficie, também sdo fatores importantes para o sucesso da osseointegracao.

O tratamento alcalino é um método quimico de modificacdo de
superficie para melhorar a bioatividade e foi introduzido na década de 1990 por
Kim et al., (1997). O tratamento térmico subsequente promove desidratacdo
desta camada (Alves-Rezende et al., 2013), estabilizando-a como titanato de
sodio amorfo contendo pequenas quantidades de titanato de sodio cristalino
(Na2 Ti 5011 ) e rutilo (TiO, ). Desde entdo, varios pesquisadores constataram
que uma camada estavel de hidrogel de titanato de sodio (amorfo), é formada na
superficie de titanio apds o tratamento alcalino (Nishiguchi et al., 1999; Nishio
et al., 2000; Escada et al., 2010; Pattanayak et al., 2011; Capellato et al., 2013),

como demonstrada na seguinte equacao:
a) O dioxido de titanio (TiO2) em contato com a solucdo de NaOH (base
forte) é parcialmente dissolvido, pelo ataque do 6xido pela hidroxila
(OH)

NaOH- + TiO, —— HTiOs + Na* (1)

b) Ocorre a hidratac¢ao do titanio, simultaneamente:
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Ti+30H ——> Ti(OH)s + 4e (2)
T

Ti(OH);* + e — TiO2. H20 + 1|2 H> (3)

Ti(OH)z* + OH" —— Ti(OH)4 4)

¢) A hidroxila de TiO, sofre um ataque e produz hidratos carregados

negativamente sobre a superficie do substrato:

TiO2 . nH0 + OH" —> HTIOs". nH20 (5)

Estas amostras com carga negativa incorporam ion Na* e forma uma
camada de hidrogel de titanato de sodio, com caracteristica negativa, que com o
desidrata e estabiliza a camada de titanato de sddio cristalino (Lee, Yoo, 2015;
Kokubo, 1998; Gil et al., 2002; Fujio et al., 2017). O tratamento alcalitérmico é
considerado a etapa prévia para o processamento biomimético de implantes e
titanio, conforme o protocolo desenvolvido por Kokubo e Takadama (2006).

Quanto a rugosidade da superficie, Komasa et al. (2014) e Fujio et al.
(2017) utilizando NaOH 10M a 30°C por 24 horas, obteve uma rede porosa na
superficie liga Ti6Al4V, por outro lado Hanib et al. (2016) utilizando liga
Ti6Al4V tratada com NaOH e KOH com tratamento térmico de 700°C, obteve a
formacédo de uma rede porosa da camada de titanato alcalina apenas com o uso
de KOH.

Dentre os tratamentos de superficie utilizados, o tratamento alcalino com
solucdo de NaOH, assim como o jateamento de particulas produz
macroestruturas, ataque acido produz microestruturas , enquanto o tratamento
alcalino confere rugosidade submicron ou nano a superficie do Ti (Kim et al.,

2013. Kazek-Kesik et al. (2018), utilizando duas solucdes alcalinas diferentes,
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NaOH e KOH, verificaram que o titdnio anodizado em uma solucdo contendo
NaOH 1 M de 60 °C por 8 h produziu resposta bioldgica favoravel e a liga Ti-
13-Nb-13Zr apresentou-se mais biocompativel que Ti-15Mo e Ti-6Al-7Nb. O
tratamento com hidroxido de sédio aumentou a hidrofilicidade na superficie das
placas de Ti e a fixacdo de células e a proliferacdo do ligamento periodontal,
aumentando o numero de células viaveis, coincidindo com um estudo anterior
de Contreras et al. (2010) e Cuellar-Flores et al. (2016).

Segundo Bollen et al. (1996) e Quirynen et al. (1993) a rugosidade
abaixo do padrdo de 0,2um ndo influencia na quantidade de biofilme formado
sobre as superficies de implantes o aumento de bactérias do tipo cocos esta
associado a mas condi¢bes de higiene do que da superficie do implante.

Este resultados foram corroborados por Tellefesen et al. (2016) ao
verificarem que a formacdo de biofilme de Streptococcus mutans IB em
superficie de titanio polida ( Ra= 0,026 a 0,029um), jateada(Ra=2,12 a 1,67 um)
e maquinada (original) (Ra= 0,489 a 0,254 um) foi afeta pela tratamento com
sacarose e nao pela rugosidade. O crescimento bacteriano foi mais pronunciado
no experimento de biofilme do que no experimento de adesdo primaria.

Em liga de Ti-6Al-4V Andrade et al. (1999) verificaram que o aluminio
e vanadio presentes na superficie de uma liga Ti-6Al-4V, usada em implantes,
produz adesdo osso/implante numa extensdo de até 25,1% menor do que aquela
possivel de ocorrer num implante de titanio puro. Estes pesquisadores
verificaram também que em implantes de liga Ti-6Al-4V tratados quimicamente
em meio alcalino, remove-se diretamente o Al na forma de aluminato de sodio
ou forma o vanadato de sodio, alcalinos, passiveis de serem removido por
dissolucdo em &gua pura, 0 que podera prover uma adesdo osso/implante até
igual aquela de um implante de titanio puro. . Além disso, o tratamento quimico
alcalino aplicado a implantes de liga Ti-6Al-4V, removendo diretamente o Al na

forma de aluminato de sdédio e formando em seu lugar o titanato de sddio, por
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um lado, e vanadato de sédio sélido, por outro lado, seguido de imersdo do
implante em solucdo soroldgica contendo célcio e fosforo, levara ao surgimento
de titanato-apatita no sitio antes ocupado pelo aluminio e vanadato-apatita
naquele originalmente ocupado pelo vanadio; sobre estas apatitas crescera a
hidroxiapatita, que provera uma adesdo osso/implante aproximadamente igual
aquela de um implante de titanio puro (Andrade et al.,1999) .

Segundo Alla et al. (2010) o tratamento de titdnio em hidréxido de sédio
a 4-5 M e submetido a temperatura de 600 °C por 24 horas tem mostrado
produzir titanato de sdédio gel, com topografia apresentando alto grau de
porosidade aberta.

Para avaliar a bioatividade da liga Ti-27Nb-13Zr, Mendes et al., (2012)
utilizaram o tratamento quimico a base de NaOH associado a imersdo em
solucdo simulador de fluido corporal (SBF) 3, 7, 11 e 15 dias e verificaram a
formacdo de recobrimento a base de fosfatos de célcio sobre a liga desde o
terceiro dia de imersdo em SBF.

O tratamento quimico, acido ou alcalino, aplicado em membranas finas
de titdnio pode danifica-la sem promover o resultado desejado. Entretanto,
Kobatake et al. (2017) verificou, em placas de titdnio com 20 um de espessura
tratadas com solugbes acida ou alcalina (NaOH 5 M), que as membranas de
titanio que receberam tratamento alcalino exibiram a formacao de estruturas de
poros de nanoescala nas suas superficies, teve a hidrofilicidade melhorada e
quase a mesma espessura em comparagcdo com as membranas tratadas com
acido. Além disso, a resisténcia a tracdo de membranas tratadas com produto
alcalino era comparavel as membranas ndo tratadas.

Ao associar anodizagdo e tratamento alcalino durante 24 e 48 horas,
respectivamente e tratamento térmico com temperatura de 500, 700 e 800°C por
uma hora, Hamouda et al. (2012) verificaram que a anodizacdo e tratamento

alcalino promoveram aumento da rugosidade na superficie de placas de titanio
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e a formacgdo de uma camada bioativa de 0xido de titanio e titanato de sédio na
superficie do titanio, especialmente apos o tratamento térmico a 800 ° C. Houve
uma deposicao de calcio significativamente maior em nas placas com tratamento
alcalino por 48 horas. Em trabalho desenvolvido por Su et al. (2017), que
consiste em otimizar a criacdo de uma superficie nano-estruturada na liga de
titnio Ti6AIl4V, o tratamento alcalino foi realizado utilizando uma solucdo de
NaOH 10 M, nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C, de modo a determinar a
temperatura ideal. Isto foi combinado com tratamentos térmicos subsequentes
(200, 400, 600 e 800°C) no ar. Otimos resultados foram obtidos a 30°C,
juntamente com o tratamento térmico a 600°C durante uma hora. Esta técnica de
tratamento com calor alcalino modificado tem potencial para melhorar a
atividade bioldgica nas interfaces de material celular.

Em comparacdo com a superficie titanio cp, o tratamento com
jateamento (AS) e alcalino/tratamento térmico (AH) pode promover,
significativamente, a adesdo celular, diferenciacdo e mineralizacdo de
osteoblastos. Os tratamentos SA e AH combinados exibem efeitos sinérgicos em
comparacdo com o tratamento de SA e AH individualmente e s&o mais
favoraveis para estimular uma série de respostas osteogénicas da adesdo celular
a mineralizacdo de osteoblastos (Wang et al., 2017). Este estudo fornece
algumas evidéncias de que a micro / nanoestrutura integrada na superficie de Cp
Ti pode promover a osseointegracdo 0ssea entre as interfaces do implante de
titanio, in vitro.

Utilizando em tratamento alcalino em ligas de titanio, Al Mustafa et al.
(2015) comprovaram que ele promove a adesdo de celulas 0sseas, fibroblastos
gengivais e outras duas linhas de células em uma hora apés o semeio. As células
cultivadas durante um dia, nas superficies da liga de titanio processadas por
tratamento alcalino apresentaram viabilidade semelhante a liga ndo tratada.

Este resultado se deve, segundo Kirmanidou et al. (2014) ao melhoramento das
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caracteristicas da superficie e da bioatividade, em decorréncia do uso de
temperatura mais elevadas. Os resulados referentes a adesdo celular e viabiliade
celular deste trabalho sdo contrarios aos obtidos por Kim et al. (2014) que
verificou reducao que verificou reducdo no crescimento celular em um conjunto
de amostras de Ti embebidas em NaOH, a ligacdo e o espalhamento das células
diminuiram significativamente com a temperatura de tratamento acima de 37
°C. As fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de
amostras de Ti embebidas em KOH também mostram reducao da adesdo celular
e espalhamento aparente em temperatura igual 37 °C. Isso se deve ao teor de
titanato de sddio amorfo, que segundo Su et al. (2016) melhora a adeséo celular
indicando que depende do uso da temperatura durante a imersao no tratamento
alcalino e, posteriormente, do tratamento de calor.

Com o objetivo de determinar como as placas de Ti submetidas a
tratamento alcalino (NaOH) afetam a adeséo e a proliferacéo de fibroblastos do
ligamento periodontal humano (HPLF), Cuellar-Flores et al. (2016) utilizaram
placas de titénio tratadas por ultra-som e NaOH a 5 M (pH 13,7) durante 45
segundos e inoculadas com HPLF. Estes pesquisadores verificaram que este
tratamento resultou em valores médios de rugosidade iguais a 0,04 um com uma
superficie quase plana e alguns sulcos. O tratamento alcalino das placas de Ti
causou significativamente adesé@o e proliferacdo dos fibroblastos do ligamento

periodontal mais pronunciadas em comparacdo com as placas de Ti ndo tratadas.
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento dessa pesquisa foi realizado de acordo com o

fluxograma da Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma empregado para o desenvolvimento da pesquisa

ESTUDOS IN
VITRO
n=84

MICROSCOPIA DIFRACAO DE
ELETRONICA DE RAIOS X
VARREDURA n=12
n=12
\ 4
ANGULO DE
CONTATO

n=12

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1 Obtencao dos corpos de prova da liga Ti25Ta25 Nb3Sn

Os lingotes da liga Ti25Ta25Nb3Sn foram obtidos a partir de chapas de
titdnio (grau 2), nidbio, tantalo e estanho comercialmente puros, em quantidade
compativel com a composi¢do da liga e com massa determinada em balanca
analitica, de acordo com metodologia descrita por Seixas (2015). O tratamento
térmico de homogeneizacdo foi realizado ap0Os essa etapa, em temperatura de
950 °C por 24 h, com resfriamento dentro do forno. Posteriormente foram
obtidas barras com 10 mm de didmetro (Figura 4) com o forjamento rotativo a
frio, as quais foram tratadas termicamente a 900 °C por 2 horas. Discos com 3
mm de espessura foram seccionados com uma maquina de corte Isomet 4000,
Buehler, lixados ( lixa # 100 ) e lavados em ultrassom com acetona por 30 min
(Figura 5).

Figura 4 - Barra da liga Ti25Ta25Nb3Sn obtida em forno a arco voltaico,

homogeneizado a 950°C, forjamento a frio e tratamento térmico a 900°C.

bt A o i

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 5 - Discos da liga Ti25Ta25Nb3Sn obtida com 3mm de espessura

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Tratamento de superficie — tratamento alcalino e térmico

As amostras foram colocadas em tubo Falcon, com 30 ml de hidroxido
de sodio (NaOH), com as respectivas molaridades (0,5M, 1,0M e 1,5M) e no
banho termostatizado, marca Solab, por 24 h em uma temperatura de 60°C,
como mostra a Figura 6. Apds 24 h, as amostras foram lavadas com agua
deionizada e colocadas na estufa por 24 h, em uma temperatura de 40°C para
secagem. Em seguida, as amostras foram para o forno por 1h na temperatura de

300°C para o tratamento térmico.



36

Figura 6 - Tubos Falcon com as amostras imersas na solucdo de NaOH com as

respectivas molaridades (A) e Banho Termostatizado (B)

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3 Caracterizacéo da superficie da liga

Para a caracterizacdo da superficie foram avaliados os seguintes grupos:

Tabela 1 - Concentracdo (Grupos) do tratamento alcalino

Liga Concentragéo (Grupo)
NaOH
Ti25Ta25Nb3Sn Lixada (n=12)
Ti25Ta25Nb3Sn 0,5 Molar (n=12)
Ti25Ta25Nb3Sn 1,0 Molar (n=12)
Ti25Ta25Nb3Sn 1,5 Molar (n=12)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A caracterizacdo foi realizada empregando a Microscopia eletrénica de
varredura (MEV), angulo de contato e difracdo de raios X (DRX).

4.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise morfoldgica da camada de titanato de sodio formado na
superficie dos corpos de prova, apés os tratamentos de superficie, foi feita com o
microscopio eletrénico de varredura (FEI Magellan 400L), do Laboratério de
Caracterizacdo Estrutural da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar)
(Figura 7).

Figura 7 - Microscopio Eletrénico de Varredura FEI Magellan 400L
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Fonte: Elaborada pelo autor.



38

4. 3.2 Molhabilidade (angulo de contato)

O efeito do tratamento de superficie na molhabilidade da superficie dos
corpos de prova da liga foi analisado por meio das medidas do angulo de contato
(6). Os corpos de prova foram pulverizados em 2uL de agua destilada,
utilizando um medidor de angulo de contato (gonidémetro: Kriss, modelo DAS
100) do Departamento de Materiais e Tecnologia, Faculdade de Engenharia,
Campus Guaratinguetad (FEG /UNESP).

4.3.3 Difracao de raios X (DRX)

A camada de titanato de sodio foi analisada, fisico-quimicamente, por
meio da difracdo de raios-X. Esta andlise foi feita na Escola de Engenharia de
Lorena na utilizando o equipamento de difracédo de raios x, marca PANalytical e
modelo Empyrean (Figura 8). As amostras foram presas a um suporte no interior
da maquina e para a andlise foram utilizados os seguintes parametros de
operacdo: potencia de 40 kV, e corrente de 30 mA, comprimento de onda do
CuKoa, varredura entre os angulos 30° e 90°, com velocidade angular de
varredura de 0,2°/segundo (Konatu, 2014; Seixas, 2015). Os picos foram
identificados por meio de comparacdo entre os difratogramas experimentais e 0s
simulados usando o programa POWDERCELL e as informagGes

cristalogréficas.
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4.4 Avaliacéo da adesdo bacteriana: estudo in vitro

A adesdo bacteriana foi realizada na Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP. Para este estudo foi utilizada a cepa padrdo de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A bactéria foi semeada em Miller
Hinton Agar e incubada, a 37 °C, por 48 horas. Em seguida, oito col6nias foram
transferidas para 10mL de meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB), formando o
pré-indculo, e este foi incubado por um periodo overnight (18 horas), a 37 °C.
Decorrido esse tempo, 1,5 mL do pré-inéculo foi transferido para um novo tubo
falcon contendo 28,5 mL de meio TSB fresco, formando o indculo, e este foi
incubado por 4 horas a 37°C. Foi, entdo, realizada a checagem da densidade
optica do inoculo (DO seonm) para padroniza¢do do mesmo de acordo com curva
de crescimento previamente estabelecida pelo laboratério. A suspensdo de
microrganismo foi submetida a centrifugacéo (4000 xg, por 5 minutos, a 4°C) e
0 pellet lavado com PBS. Nova centrifugacdo foi realizada para que o pellet
fosse ressuspenso em meio de cultura TSB. Os espécimes estéreis foram
acondicionados numa placa de 24 pocos, € 2 mL de inéculo foi adicionado a
cada poco. Para que houvesse a adesdo dos microrganismos, a placa foi mantida
em incubadora com agitador orbital (37°C, 75 rpm) por 90 minutos. Apds esse
periodo foram realizadas duas lavagens com 1 mL PBS para a remocdo dos
microrganismos nao aderidos. Foram, entdo, adicionados 2 mL de meio TSB em
cada poco, e a placa foi mantida em incubadora com agitador orbital por 48
horas, havendo troca de meio ap6s 24 horas

Para andlise quantitativa, apos o periodo determinado para obtencdo do
biofilme, os especimes foram cuidadosamente lavados trés vezes com PBS (para
remocdo de células ndo aderidas), e foi realizada a raspagem dos biofilmes com

0 auxilio de uma ponteira de 1000 pL estéril. Foi entdo realizada a diluicéo
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seriada do sobrenadante contendo o biofilme e todas as diluicbes foram
plagueadas em placa de petri contendo Mueller Hinton Agar. As placas foram
mantidas em incubadora estatica, a 37°C, por 24 horas e, posteriormente, foi
realizada a contagem do numero de coldnias. O resultado obtido foi submetido
ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov). Foi realizado o teste estatistico
ANOVA 1-way com post-test de Tukey (a = 5%). A analise estatistica foi

realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.

4.5 Cultura celular

A avaliacdo celular foi realizada no Colorado State University Fort
Collins — USA, com o Prof. Ketul Popat. Para avaliagdo da viabilidade celular,
foi utilizado o teste Alamar Blue, para adesao e proliferacdo a microscopia de
fluorescéncia e para visualizar o espalhamento das células utilizamos a
microscopia eletrbnica de varredura.

Para este trabalho foram utilizadas células primarias de osso de rato,
colocados em meio de cultura oMEM (Invitrogen, 12571-063), 10% FBS
(F2442), Penicillin-streptomycin (Invitrogen, 15140-148) (5 ml of 100X for
500ml media), para obtermos o cultivo e a contagem das celulas. Para a
viabilidade celular foi feita a leitura por meio do espectofotdmetro, Omega
Software.

A adesdo e proliferacdo, foram avaliadas por meio da microscopia de
fluorescéncia, apos 4 e 7 dias com Rhodamine Phalloidin (F — actin stain —
cytoskeleton), fixadas com 3,7% de formaldeido (5mL de formaldeido 37% em
45 mL de PBS), por 15 min em temperatura ambiente, ap6s foram colocados
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300ul de 1% de Triton, incubadas por 3 min, entdo foi colocado 300ul de actin
Rhodamine, incubado por 25 min e adicionado o DAPI.

No preparo das amostras para 0 MEV as células foram fixadas em
solucéo de 30% de glutaraldeido, 1,689 de cacodylate, 2,729 de sucrose em 77,6
mL de agua destilada. Apos a fixacdo as células foram desidratadas em etanol
(35%, 50%, 70% e 100%). As amostras entdo foram colocadas em uma placa de
vidro com 100% de dexamethyldisilazane (HDMS — Sigma), por 10 min.

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizadas na Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar, no equipamento
Philips XL-30 FEG e as amostras foram tratadas com ouro no equipamento
Balzers Sputter Coater SCD 004, para melhorar a emisséo de elétrons.

Para a cultura celular foram utilizadas 56 amostras, sendo 14 amostras
por grupo, subdividido para cada teste/dia (as células foram avaliadas por 4 e 7

dias), como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Avaliacdo celular dias apds a aplicacdo da cultura celular nos corpos

de prova da liga

Método de avaliacéo

Tratamentos

Alamar Blue Fluorescéncia MEV
Lixada (controle) 4 6 4
NaOH 0,5M 4 6 4
NaOH 1,0M 4 6 4
NaOH 1,5M 4 6 4

Fonte: Elaborada pelo autor
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5 RESULTADO

5.1 Microscopia eletronica de varredura

5.1.1 Tratamento alcalino

Na Figura 8 apresenta-se a imagem obtida em microscépio eletrénico de
varredura para a superficie da amostra da liga Ti25Ta25Nb3Sn somente lixada

(controle).

Figura 8 - Superficie da liga Ti25Ta25Nb2Sn lixada (controle), aumento
20.000x

Fonte: Elaborada pelo autor
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Na Figura 9 observam-se as imagens da microscopia eletrénica de
varredura da liga Ti25Ta25Nb3Sn apds o tratamento alcalino (0,5M) com
diferentes ampliacOes (a) e (b). Nestas figuras observou-se a formacado de uma

superficie porosa apds o tratamento alcalino.

Figura 9 - Superficies das amostras apoOs tratamento alcalino (0,5M), com
diferentes magnitudes (a) 20.000x e (b) 100.000x

(@)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 10 sdo apresentadas as imagens da microscopia eletrénica de
varredura da liga Ti25Ta25Nb3Sn apds o tratamento alcalino (1,0M) com

diferentes magnitudes (a) e (b).

Figura 10 - Superficies das amostras apos tratamento alcalino (1,0M), com
diferentes magnitudes (a) 20.000x e (b) 100.000x

()

(®)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 11 sdo apresentadas as imagens da microscopia eletrénica de
varredura da liga Ti25Ta25Nb3Sn apos o tratamento alcalino com NaOH 1,5M,
com diferentes magnitudes (a) e (b).

Figura 11 - Superficies das amostras apds tratamento alcalino (1,5M), com
diferentes magnitudes (a) 20.000x e (b) 100.000x

(@)

(®)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2 Angulo de contato

Na Tabela 3 observam-se os valores e imagens do angulo de contato da
liga Ti25Ta25Nb3Sn somente lixada e ap6s o tratamento alcalino com as
variacdes de molaridade, 0,5M, 1,0M e 1,5M. Nesta tabela verifica-se que apos
0 tratamento alcalino a liga Ti25Ta25Nb3Sn apresentou um carater

superhidrofilico.

Tabela 3 - Valores do angulo de contato da liga Ti25Ta25Nb3Sn somente lixada

e apos tratamento alcalino com as variagdes de molaridade

Tratamento da

; - Angul nt
Superficie da | iga gulo de Contato

lixada 68,25°+17,72 .

NaOH 0,5M 0° o
NaOH 1,0M 0° |

|
NaOH 1,5 M 0° =

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 Difracao de raios x

No difratograma de raios X da liga Ti25Ta25Nb3Sn(Figura 12)

apresenta-se a liga somente lixada e ap06s o tratamento alcalino em diferentes

concentracdes 0,5M, 1,0M e 1,5M.

Figura 12 - Difratograma de raios X da liga Ti25Ta25Nb3Sn
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Adesao bacteriana: estudo in vitro

Os resultados da anélise dos valores de Logi o (UFC/mL), que

evidenciam a presenca de biofilme Staphylococcus aureus, sdo apresentados na
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Figura 13 e verifica-se que ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre os

tratamentos da liga com as diferentes concentracdes (grupos).

Figura 13 - Valores médios de Logl0 (UFC/mL) de biofilmes de S. aureus
aderidos a espécimes da liga Ti25Ta25Nb3Sn somente lixada e apds o

tratamento alcalino com diferentes molaridades. Barras de erro: desvio- padréo.
(n=6)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 14 - Imagens de Microscopia Confocal a Laser dos biofilmes de
Staphylococcus aureus formados sobre espécimes da liga de Ti25Ta25Nb3Sn.

Magnificacao: 40x

Propidium lodide Syto 9 Merge

i

0.5M

1M

15M

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.5 Adesao celular

Figura 15 - Contagem de células aos quatro e sete dias apds a inoculagao celular

nos corpos de prova de da liga Ti25Ta25Nb3Sn
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 16-Crescimento de células nos corpos de prova da liga de
Ti25Ta25Nb3Sn com superficie lixada aos 4 dias (a) e aos 7dias (b). Legenda:
Coloracéo foi feita com DAPI (para nucleos, coloracdo azul) e F - actina (para

filamentos (citoesqueleto), coloragdo vermelha)

(a)

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 17-Nucleos de células (azul) e espraiamento das células (vermelho) nos
corpos de prova da liga de Ti25Ta25Nb3Sn tratada com NaOHO0,5 M, aos 4
dias (a) e aos 7dias (b)

(@)

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 18 - Nucleos (azul) e prolongamento celular (vermelho) nos corpos de
prova da liga de Ti25Ta25Nb3Sn tratada com NaOH1,0 M, aos 4 dias (a) e aos
7dias (b)

(@)

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 19 - Nucleo (azul) e prolongamento das células (vermelho) nos corpos de
prova da liga de Ti25Ta25Nb3Sn tratada com NaOH1,5M, aos 4 dias (a) e aos
7dias (b)

(@)

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.



55

Figura 20 - Viabilidade celular na superficie da liga Ti25Ta25Nb3Sn lixada e

tratada com NaOH, aos 4 dias e aos 7dia. (Alamar Blue)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21 - Aspecto das células desenvolvidas na superficie da liga
Ti25Ta25Nb3Sn lixada, aos quatro dias
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 22 - Aspecto das células desenvolvidas na superficie da liga
Ti25Ta25Nb3Sn tratada com NaOH 0,5M, aos quatro dias
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 23 - Aspecto das células desenvolvidas na superficie da liga
Ti25Ta25Nb3Sn tratada com NaOH 1M, aos quatro dias
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Fonte: Elaborada pelo autor.



57

Figura 24 - Aspecto das células desenvolvidas na superficie da liga
Ti25Ta25Nb3Sn tratada com NaOH 1,5M, ao quatro dias
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Foi formada uma estrutura nanoporosa similar a estrutura do tecido
0sseo sem trincas e com poros conectados entre si. Podemos observar que as
diferentes molaridades afetaram o tamanho da rede de nanoporos.

Foi observado a mesma morfologia nos trabalhos para a liga binaria
Ti7,5MO0 (Escada, et al., 2010) e para a liga Ti30 Ta (Capellato et al., 2013)
mostrando a eficiéncia da escolha deste parametros para esta nova liga.

De Acordo com (Gittens et al., 2016) a topografia da superficie tem um
efeito direto sobre a resposta bioldgica do 0sso, uma vez gque a area que suporta
a nova formacdo Ossea contém um alto grau de complexidade estrutural gerada
apos a reabsorc¢éo, incluindo caracteristicas em micro, submicro e monoescala.
Logo, uma superficie que mimetiza esta topografia € muito interessante para
aplicacdo biomédica.

A difracdo de raios X confirmou a presenca de uma camada de titanio
amorfo, ndo apresentando a fase anatase e rutilo. De acordo com (Fujio et al.,
2017) estas fases sdo detectadas para temperaturas acima de 600° C e neste
trabalho foi utilizado a temperatura de 300° C devido a excelentes resultados
verificados com a liga Ti30Ta. Por esse motivo ndo houve formacgéo de trincas
como é verificado para temperatura acima de 600°C.

A molhabilidade da superficie interfere diretamente na resposta
bioldgica para a osseointegracdo. Estudos mostraram que o tratamento alcalino
modifica a molhabilidade da superficie aumentando seu carater hidrofilico
influenciando a adesdo e proliferacdo celular (Hsu et al., 2016; Fujio et al.,
2017).
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Para todas as condi¢des avaliadas a superficie tornou-se superhidrofilica,
nos mostrando que a modificacdo da topografia € um fator decisivo para adesao
celular e bacteriana.

Nas Figuras 15-19 é possivel visualizar as imagens das células coradas
com DAPI na liga Ti25Ta25Nb35n apds o tratamento alcalino com as diferentes
molaridades (0,5M, 1,0M e 1,5M). A viabilidade celular foi verificada pelo teste
Alamar Blue. A quantificacdo do nucleo pelo image J indicou que todas as
superficies promoveram adesdo e crescimento celular.

Na condi¢gdo 0,5M ocorreu um aumento células no 4° dia e no 7° dia
houve um aumento maior, mas neste caso, foi possivel visualizar agrupamentos
e espalhamento celular. O mesmo resultado foi verificado para a condi¢cdo 1M
nos dias 4 e 7, porem houve uma diminuicdo dos agrupamentos e espraiamentos
das celulas. Na condicdo 1,5M foi verificado no 7° dia que as células se
espraiaram de uma forma diferente das outras molaridades.

A presenca de agrupamento das células € muito importante, pois indica
uma futura formacdo de osteoblastos, com isso, nesta analise, as condi¢des com
0,5 M e 1,0 M mostraram melhores resultados.

A anélise estatistica Log 10 (UFC/mL) ndo mostrou diferencas entre 0s
grupos quando o microrganismo S. aureus ficou em contato com as amostras por
48h (p>0,05). Porém, na microscopia confocal, foi possivel avaliar que as
analises qualitativas ndo corroboraram com as quantitativas (CFU/mL), é
possivel verificar a diferenca do numero e viabilidade dos microrganismos
quando comparado com o grupo se tratamento alcalino. Nos grupos 0,5M 1,0M
foi possivel observar uma reducdo do S. aureus quando comparado com o grupo
controle (sem tratamento alcalino). E para os grupos 1,0M e 1,5M é possivel
observar um grande nimero de bactérias mortas (em vermelho).

Pucket et al. (2010) mostraram em seus estudos que superficies

nanorugosas de Ti s@o boas para inibir a adesdo bacteriana. Quando comparado
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com as superficies convencionais, 0s materiais com nanoestruturas mostram
excelentes biocompatibilidade devido suas propriedades para aumentar a
integracdo das proteinas, resultando em aumento da adesdo celular e
crescimento tecidual. Os autores demostraram que existe relacdo entre a
rugosidade da superficie, a energia e a absorcdo de proteinas. Uma superficie
mais rugosa possui maior energia superficial, o que leva a uma maior absorg¢ao
de proteinas, o que resulta na diminuicdo da fixacdo de bactérias.

Neste trabalho, todas as superficies mostraram carater superhidrofilico,
as diferencas da morfologia dos nanoporos influenciaram nos estudos in vitro
(MEV). Portanto, o tratamento alcalino com 1,0M foi mais eficiente, porque
teve os melhores resultados para adesdo e proliferacdo celular e reducdo da

adesao bacteriana.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foi realizada uma modificacdo da superficie da liga
Ti25Ta25Nb3Sn por meio do tratamento alcalino. Ocorreu uma formagéo
nanoporosa, € 0s estudos in vitro demostraram a diminuicdo da adesdo
bacteriana do S. aureus na superficie com 1,0M. Da mesma maneira, ocorreu
uma boa adeséo e proliferacdo celular. O desenvolvimento de um material com
excelentes propriedades de volume e propriedades de superficies associados
com a diminuicdo da adesdo bacteriana € um material possivel para confeccéo
de implantes dentais, promovendo reducdo de infeccio e melhor

osseointegracéo.
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