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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro, utilizando-se cultura de células
osteoblasticas MC3T3-E1, a interacdo da superficie da liga Ti-15Mo usinada, com
irradiacao por feixe de laser sem e com recobrimento de apatitas obtidas pelo método
biomimético, empregando-se solucdo SBF(Simulated Body Fluid) padrdo e SBF
modificada. As superficies obtidas foram caracterizadas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Difracdo de raios X (DRX), medidas de angulo de contato e a camada
de apatita foi avaliada também por Espectroscopia no Infra Vermelho Transformada de
Fourier (FTIR). As avaliagdes in vitro foram realizadas utilizando as superficies: usinada
(U), modificada por feixe de laser (LA), modificada por laser e recoberta com SBF
padrao (HA) e modificada por laser e recoberta com SBF modificada (AP). Os
parametros biol6gicos avaliados foram: adeséo, proliferacdo, contagem do numero de
células e conteudo de proteina total. A morfologia celular, adeséo e proliferagdo foram
avaliadas por MEV, e a contagem de células utilizando-se hemocitbmetro e azul de
Tripan. Os estudos indicaram que o grupo AP apresentou os melhores resultados em
relacdo a adesdo, proliferacdo e contagem do numero de células, seguido pelo grupo
HA, LA e U respectivamente. Nas andlises de conteudo de proteina total, apés 14 dias
de cultura, o grupo LA obteve o melhor resultado, seguido por AP, HA e U
respectivamente. Portanto, pode-se concluir que a modificagdo da superficie da liga Ti-
15Mo por feixe de laser, seguida do emprego do método biomimético utilizando-se
solucdo SBF modificada possibilitou a obtencdo de condicées biolégicas favoraveis
para aplicacao desta liga como dispositivo ortopédico e odontoldgico.

Palavras-chave: Liga Ti-15Mo. Modificacdo de superficie. Recobrimento por apatitas.
Ligas de titanio. Biomateriais.



ABSTRACT

The aim of this study was the in vitro evaluation of interaction surface, using cell culture
osteoblastic MC3T3-E1, on Ti-15Mo alloy with machined surface, and with the surface
modified by laser beam irradiation with and without coating of apatite obtained by
biomimetic solution SBF (Simulated Body Fluid) standard and modified. The surfaces
were characterized by scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD),
measurements of contact angle and the layer of apatite was also evaluated by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Evaluations were performed in vitro using the
machined surfaces (U), modified by laser beam (LA), modified by laser and covered with
standard SBF (HA) and modified by laser and covered with modified SBF (AP). The
parameters evaluated were: adhesion, counting the number of cells and total protein
content. Cell morphology, adhesion and proliferation were evaluated by SEM, and the
cell count using hemocytometer and Trypan blue. The results indicated that the AP
group showed better results of adhesion, proliferation and counting the number of cells,
followed by the group HA, LA and U respectively. In the analysis of total protein content,
after 14 days of culture, the LA group had the best result, followed by AP, HA and U
respectively. Based on these results, it can be concluded that the modification on Ti-
15Mo alloy using laser beam irradiation, followed by biomimetic method for surface
coating using SBF modified solution showed favorable biological conditions for
application and development of orthopedic and dental devices.

Key words: Ti-15Mo alloy. Surface modification. Apatite coating. Titanium alloys.
Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Grande interesse tem sido empregado para o desenvolvimento de uma nova
geragao de materiais biocompativeis e resistentes ao desgaste e a corrosdo (NINOMI et
al, 1999). Pesquisas em muitos biomateriais sdo feitas visando ligas de Titanio tipo B,
porque algumas varidveis do processo podem ser melhor controladas visando a
obtencdo de propriedades mecanicas desejadas, como por exemplo, baixo moédulo de
elasticidade, aumento na resisténcia a corrosdo e melhora na resposta com tecidos séo
obtidas mais facilmente quando comparadas com ligas do tipo a+B (KURODA et al.,
1995). Com isso, estdo sendo desenvolvidas ligas de Ti do tipo B, apresentando baixo
mobdulo de elasticidade, alta resisténcia mecanica, biocompatibilidade, além de serem
compostas de elementos nao téxicos tais como Nb, Ta, Mo (ZARDIACKAS; DARREL;
MITCHEIL,1997; NINOMI et al, 1999).

As ligas Ti-Mo tém sido objeto de diferentes estudos microestruturais (SUGANO
et al.,1998; GUO et al., 2000; GUO; ENOMOTO, 2002; SUKEDAI et al., 2003; LIU et
al.,2003) e eletroquimicos (WANG et al., 1997; SAKAGUCHI et al., 1999; HABAZAKI et
al., 2003B; POPA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA; GUASTALDI, 2008;
OLIVEIRA; GUASTALDI, 2009). Estudos prévios mostraram que a estrutura cristalina
das ligas é sensivel a concentracdo de Mo; a fase a” é observada quase que
exclusivamente quando a concentracdo de Mo adicionada ao Ticp atinge 6%. Uma
retencao significativa da fase 3 é observada para a liga contendo 10% de Mo, enquanto
que para concentracdées mais elevadas de Mo (15 e 20%) é observada somente a
retencdo da fase B (OLIVEIRA et al., 2007). Em outro trabalho (OLIVEIRA;
GUASTALDI, 2008), sao relatados estudos eletroquimicos realizados nas ligas de Ti-Mo
na estrutura bruta de fusdo (4 a 20 %m Mo), em NaSO4 e solugéo fisiolégica de
Ringer. Os resultados mostraram que as ligas apresentam passivagao espontanea em 1
hora de imersao, € nao apresentam corrosao por pites até potenciais de até 8V (ECS),
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indicando alta resisténcia a corrosdo para as amostras. Estes resultados mostram
claramente que acrescentando Mo ao Ti cp a estabilidade dos éxidos anddicos é
melhorada (OLIVEIRA; GUASTALDI, 2008).

E conhecido que a resposta bioldgica e o sucesso do implante depende das
propriedades fisico-quimicas da superficie. Assim, torna-se necesséria a utilizacao de
métodos de modificacdo de superficie para melhorar a atividade bioldégica destes
materiais e favorecer a formacao 6ssea (ELLINGSEN, 2003).

Com o surgimento de novas ligas metélicas e processos de aprimoramento dos
materiais, como as modificacbes de superficie e recobrimentos bioceramicos, o0s
biomateriais tornaram-se mais aptos as respostas bioldgicas favoraveis, executando o
seu papel de substituir érgdos ou parte deles, em relagdo a estética e funcado, em
similaridade com o organismo.

Dentre os varios processos de modificacao de superficie, o feixe de laser tem
sido citado como uma excelente ferramenta modificadora de superficie, além de
apresentar um processo livre de contaminacdes e altamente reprodutivel.

Muitos fatores podem influenciar o processo de modificagdo de superficie, tais
como fatores de energia (poténcia do laser, velocidade de varredura do laser,
coeficiente de absorcao, etc), fatores geométricos (espessura e largura do material), e
parametros de propriedades dos materiais (térmicos, fisicos € mecanicos) (YANJIN et
al., 2004).

A energia do feixe de laser transferida para a superficie do titanio durante o
processo apresenta intensidade e fluéncia controlaveis. Cada condicao paramétrica
estabelecida produz uma superficie quimica e morfologicamente diferente. A interacéo
feixe de laser-titanio conduz a efeitos térmicos durante a sequéncia de pulsos, € a
superficie pode se fundir e até vaporizar criando um estado de plasma, denominado
fendmeno de ablagéo, caracterizado pela ocorréncia de transporte de energia e massa
de local para local na superficie irradiada (HALLGREN et al., 2003; SETO et al., 2001;
ULLMANN et al., 2002). O resultado do processo provoca a difusdo de atomos para o
titAnio préximo a area irradiada, especialmente: oxigénio e nitrogénio presentes na
atmosfera ambiente. Os processos de fuséo e solidificagdo rapidos levam a um estado

de nao-equilibrio com as reacdes quimicas ocorrendo fora do equilibrio termodinamico,
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as quais dependem da temperatura e de outros fatores como comprimento de onda,
intensidade, polarizacao, tempo de irradiacao e atmosfera (BRAGA, 2007).

As bioceramicas de fosfato de calcio tém sido amplamente utilizadas em
aplicacoes médicas, ortopédicas e odontolégicas, como recobrimentos ou materiais
densos para a reposi¢ao e reparacao do tecido 6sseo; e a hidroxiapatita, por constituir o
principal componente mineral dos ossos, € o fosfato de célcio mais amplamente
utilizado como bioceramica, entretanto, além da hidroxiapatita, varios outros fosfatos de
célcio também ocorrem em calcificagdes normais e patolégicas, o que vem despertando
interesse significativo nas possibilidades de uso destes materiais como biocerédmicas
(KAWACHI et al., 2000; CAMPBELL, 2003).

Desde a sua primeira formulacdo, o Método Biomimético sofreu significantes
variagbes, visando acelerar o processo de deposicdo e alterar a cristalinidade do
recobrimento, incluindo pré-tratamentos do substrato e a utilizagdo de solugdes com
concentracdo variada. Outra alteracdo consistiu na modificacdo da composicdo da
solugdo biomimética, com o objetivo de possibilitar a obtencao de diferentes fases de
apatitas. O método foi inicialmente desenvolvido com o propdsito de se obter no
recobrimento somente a hidroxiapatita, entretanto, com o crescente interesse na
utilizagdo de outros fosfatos de calcio como recobrimento, foram desenvolvidas
solugbes biomiméticas, as quais foram denominadas de SBF modificadas,
possibilitando a obtencao das diferentes fases de apatita de importancia biolégica e o
planejamento da composi¢cdo do recobrimento de acordo com a solugédo utilizada
(APARECIDA, 2006).

A partir do reconhecimento da limitacdo de seu uso clinico, devido a sua lenta
biodegradacao, outros fosfatos de calcio passaram a despertar interesse na utilizacao
como biomateriais, tais como, ACP, OCP e TCP. A maior solubilidade destas fases de
apatita faz com que suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas superem as da HA,
guiando o cenario atual para a classificagdo destes materiais como substitutos désseos
mais adequados que a HA em aplicacbes onde se requer rapida formagdo dssea
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Novos materiais devem ser desenvolvidos ndo apenas estimulando uma resposta

bioquimica do tecido vivo para obter uma forte ligacdo, mas também facilitando a
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regeneragdo dos tecidos calcificados, em vez de substitui-lo. Em primeiro lugar, eles
devem ser capazes de agir como um substrato de suporte a proliferacao celular 6ssea e
promover a atividade osteogénica. Em segundo lugar, estes materiais devem ser
suscetivel a degradacao osteoclastica, para que se tornem completamente substituidos
por novo osso funcional (HENCH, 2005).

As avaliagbes biolégicas iniciais dos biomateriais pelo método in vitro podem
apresentar uma rapida resposta. Em ambiente desfavoravel, as células faciimente
sofrem lise, 0 que sugere um biomaterial ndo ser adequado do ponto de vista celular.
Diversos elementos liberados pelos biomateriais ao longo do tempo também podem
induzir uma ma resposta celular. Para se induzir a diferenciacdo em tecido 6sseo é
necessario que toda a cadeia de reacdes bioquimicas ocorra na faixa de tolerancia vital
da cultura em questdo. O custo experimental é reduzido e existe um bom controle de
variaveis no sistema in vitro em comparag¢ao ao método in vivo (HACKING et al., 2008).
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi realizar modificagées de superficie na liga Ti-15Mo
empregando-se feixe de laser e recobrimento com apatitas e andlises in vitro de
culturas de células osteoblasticas, de linhagem comercial MC3T3-E1, a fim de se
avaliar parametros como adesao celular, proliferacdo celular e conteudo de proteina
total, visando o aprimoramento e o desenvolvimento da liga Ti-15Mo para a aplicacéo

biomédica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao da Liga

A liga Ti-15Mo (m/m) estudada neste trabalho foi fundida no Laborat6rio de
Metalurgia Fisica e Solidificacdo, da Faculdade de Engenharia Mecéanica - UNICAMP,
pelo pds doutorando Nilson T.C. Oliveira, durante seu pds doutoramento junto ao Grupo
de Biomateriais, utilizando um procedimento ja descrito na literatura (OLIVEIRA et al.,
2004 e 2007). Apo6s a fusdo, a composicao, morfologia e a estrutura da liga foram
caracterizadas por diferentes técnicas: Espectrometria de Energia Dispersiva (EDS);
Fluorescéncia de raios X (XRF); Metalografia; Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Mapeamento Elementar e Difratometria de raios X (DRX) (OLIVEIRA et al., 2007

e 2008). Estas analises nao serao discutidas neste trabalho.

3.2 Tipos de superficie

Os lingotes obtidos apds a fusdo foram usinados na forma de cilindros com
10,0mm de didmetro, dos quais foram cortados discos com 2,0 mm de espessura. As

superficies dos discos foram preparadas como descrito a seguir:

A- Liga Ti-15Mo polida — Grupo U
B- Liga Ti-15Mo irradiada por laser — Grupo LA

C- Liga Ti-15Mo irradiada por laser e recoberta por apatita (SBF convencional) — Grupo
HA

D- Liga Ti-15Mo irradiada por laser e recoberta por apatita (SBF modificada) — Grupo
AP
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» Preparo das amostras por laser

Os discos da liga Ti-15Mo foram irradiados por feixe de laser em condicdes de
ajuste pré estabelecida; laser na poténcia 140 W e frequéncia 20 Hz. Para esta
finalidade foi utilizado o aparelho de laser Yb pulsado (DML-100, Violin Sistema
Omnimark - Laser, Fibra Optica - Yb pulsado, 20W) — Fig. 3.1.

Apo6s o procedimento de aplicacdo do laser, as amostras foram limpas com
banho de 15 minutos em acetona e alcool no ultra-som e depois em banho de 15

minutos em agua deionizada também no ultra-som.

Posteriormente, as amostras foram caracterizadas por microscopia eletrénica de
varredura, EDS, DRX e FT-IR, em seguida, foram esterilizadas por radiagcdo gama para

utilizagao na fase de cultura celular.

FIGURA 3.1 — (a) Laser Ytterbium:YAG (b) Irradiacdo com feixe de laser.

» Recobrimento com apatitas

Nesta etapa utilizou-se o processo de deposi¢cao biomimética que € baseado na
precipitacdo heterogénea sobre substratos de titanio ativados (KOKUBO, 1998). A
superficie da liga foi previamente tratada em uma solugcdo alcalina, NaOH 5M, a
temperatura de 60°C (em estufa) por 24 horas. Essas amostras foram lavadas com

agua deionizada, secas em temperatura ambiente e depois retornaram a estufa (60°C)
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por um periodo de 3 horas, ativando a superficie do metal. Para a nucleagdo e
crescimento do recobrimento de apatita as amostras foram imersas em 2 solugdes SBF:
a solucdo SBF convencional do método biomimético (ABE; KOKUBO; YAMAMURO,
1990) e SBF modificada — SBF desenvolvida por Aparecida (2006). A composicao
dessas solugbes € apresentada na tabela 3.1. As amostras foram mantidas nas
solugdes SBF convencional e SBF modificada a 37°C durante 4 dias, objetivando a

obtencdo de um recobrimento bioativo.

Tabela 3.1: Concentragdes idnicas das solucdes SBF utilizadas (mmol.dm™).

Na* K* Mg* Ca* CI' HPO,> SO,> HCO;

Plasma 1420 5,0 1,5 2,5 103,0 1,0 0,5 27,0

SBF 1420 5,0 1,5 2,5 147,8 1,0 0,5 4,2
(convencional)

SBF 140,4 - - 3,1 142,9 1,86 - 5,0
(modificada)

3.3 Caracterizacao das superficies

» Microscopia Eletronica de Varredura — MEV/ EDS

Esta técnica foi utilizada com o objetivo de estudar a morfologia da superficie,
homogeneidade e analise dos materiais em diferentes fases de preparo das amostras e
adesdo e proliferacao celular. O Equipamento utilizado foi um Microscépio Digital
Scanning Microscope Zeiss, modelo DSM 960 — Departamento de Engenharia de
Materiais — UFSCar — Sao Carlos, acoplado a um analisador dispersivo de energia de
Si(Li) com janela de Be, modelo 760 e resolucao de 133eV espectroscépica por energia
dispersiva — EDS.
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» Difratometria de raios X — DRX

Esta técnica foi utilizada para a identificacdo das fases ou estruturas cristalograficas
ocorridas na liga Ti-15Mo com modificacdo de superficie e recobrimento por apatitas e
variacao das concentracdes dos seus elementos constituintes.

Para a identificacdo das fases presentes nas ligas Ti-15Mo com estrutura bruta
de fusao foi utilizado um difratdmetro de raios X Rigaku RINT 2000, com varredura
angular entre 20° e 80°¢, utilizando-se radiacao de Cu (ka1) — Instituto de Quimica —

UNESP/Araraquara.

» Espectroscopia no infravermelho — FTIR

Esta técnica detecta as frequéncias das vibragbes das ligagbes quimicas no sélido
dando informacdes complementares as obtidas por difracdo de raios X. A técnica é
importante para deteccdo de fases adicionais, indicagdo de cristalinidades dos
recobrimentos por apatitas. O equipamento utilizado foi Perkin Elmer FTIR Spectromer
modelo Spectrum 2000, com a analise feita por reflectancia, do Instituto de Quimica —
UNESP/Araraquara.

» Medida de Angulo de Contato

Discos (& 10mm x 2 mm espessura) da liga Ti-15Mo, com superficie dos grupos U, LA,
HA, e AP foram utilizados para medidas de angulo de contato (OCA-15 Video-Based
Optical Contact Angle Meter, Dataphysics) Instituto de Quimica — UNESP/Araraquara,
usando agua desmineralizada como liquido de analise.

Nestes estudos, no minimo 3 gotas foram colocadas em diferentes partes da
superficie das amostras. Apos a preparacao da superficie, as amostras foram limpas
em banho de etanol com ultrassom. Para reduzir o efeito da umidade atmosférica nos
discos, especialmente nas amostras tratadas com Laser, todas as medidas de éngulo
de contato foram realizadas no maximo apds 1h do tratamento. Todas as analises

foram realizadas a temperatura ambiente.
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3.4 Estudos in vitro: Cultura de células osteoblasticas MC3T3-E1

Células MC3T3-E1 de camundongos obtidas comercialmente foram descongeladas e
cultivadas em Meio Essencial Minimo - Alfa com L-glutamina (a-MEM, Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Invitrogen), 1% penicilina/estreptomicina, 5ug/mL de acido ascérbico (Sigma) e 7mM de
acido B-glicerofosférico (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 37°C em atmosfera umida com
5% de CO, até atingirem 70-80% de confluéncia. Os discos da liga Ti-15Mo teste e
controle foram colocados em placas de 24 pocos e sobre eles foram pipetados 150 pL
de meio de cultura contendo 1x10° células. Apds incubacdo por 4 horas, foi
acrescentado meio de cultura para completar 1,5 mL por poco. Apds periodos pré-
definidos, as amostras foram coletadas para analises de adesao e proliferacao celular
em microscopia eletrbnica, contagem total de células viaveis e quantificacdo de
proteina total no lisado celular.

> Adesao e proliferagcao celular
Preparo de amostras para microscopia eletronica de varredura

Para as andlises de adesdo e proliferacdo celular foram utilizadas amostras nos
periodos de 24h (adesao), 7 e 14 dias (proliferagéo). O meio de cultura foi aspirado e as
amostras foram lavadas com PBS. Em seguida, as amostras foram fixadas com
glutaraldeido 2,5% em PBS por 30 minutos e lavadas com PBS por 3 vezes durante 5
minutos cada. Apds a lavagem, foi feita desidratacdo em série crescente de alcool
etilico (25%, 50%, 75%, 95% e 100%) durante 5 minutos em cada solug¢ao. Finalmente,
as amostras foram secadas em dessecador a vacuo por 15 minutos. Apds a deposicao
de ouro para a visualizagdo das amostras em MEV, foram selecionados e fotografados
aleatoriamente 6 campos de cada amostra, para posterior andlise qualitativa descritiva.
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» Contagem de células

Amostras nos periodos de 5 e 10 dias tiveram suas células enzimaticamente
destacadas das superficies da liga por agao de solucao de tripsina 0,25% (Gibco,
Invitrogen). O numero de células viaveis foi contado por meio de hemocitémetro,
apds a marcacao com azul de Tripan (Sigma). Para cada periodo foi determinado
0 numero total de células viaveis por pogo.

> Conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi determinado pelo método de Bradford (Bio-
Rad). Inicialmente, proteinas foram extraidas de cada pogo com lauril sulfato de
sédio a 0,1% (Sigma) por 40 min. A leitura de absorbancia a 595 nm foi
realizada em leitor de Elisa ELx 800 (Bio-Tek).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

PREPARO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.1 Modificacao de superficie por feixe de laser

As Figs. 4.1 e 4.2 apresentam, respectivamente, a superficie das amostras
usinadas e irradiada por feixe de Laser. As amostras usinadas apresentaram uma
superficie lisa (Fig. 4.1a e b), enquanto que as tratadas apresentaram topografia
irregular em sua superficie (Fig. 4.2a e b).

Analises por EDS indicaram que as amostras usinadas apresentam somente os
elementos constituintes da liga, Ti e Mo, enquanto que nas amostras irradiadas por
Laser estava presente também oxigénio (Fig. 4.2c). Isto se deve ao fato de que no
método de modificacao por feixe de Laser ocorre a fuséo e solidificacao rapida do Ti em
atmosfera ambiente (isto €, em presenca de O,). Nenhum elemento ndo constituinte da
liga foi identificado, confirmando a auséncia de contaminagéo da superficie pelo método
de irradiagdo por Laser.

Os resultados obtidos em estudos anteriores (OLIVEIRA, 2007)
mostraram que a estrutura cristalina das ligas binarias Ti-Mo é sensivel a concentragao
de molibdénio na liga, sendo que a liga com 15 % de Mo (m/m) apresenta apenas a
fase B, semelhante ao obtido no presente estudo. Comparando-se os resultados obtidos
para a liga Ti-15Mo com as diferentes superficies, pode-se observar que no grupo U
encontra-se apenas a fase B (Fig. 4.1d), enquanto que nas amostras tratadas por feixe
de laser foi verificada também a presenca do TiO; (Fig. 4.2d). Esta constatacao € de
grande relevancia, tendo em vista que varios estudos tém relatado que a maior
bioatividade do titanio apds o tratamento de superficie € devido a presenca da camada
de TiO,, a qual favorece a formacao de apatitas apos imersdao em SBF (LIN; YEN,
2006, APARECIDA 2006).
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FIGURA 4.1: Liga Ti-15Mo com superficie usinada: (a) Micrografia MEV com ampliagdo 100x e (b) 500x;
(c) EDS e (d) DRX.
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FIGURA 4.2: Liga Ti-15Mo com superficie tratada com laser: (a) Micrografia MEV com ampliacdo 100x e
(b) 500x; (c) EDS e (d) DRX.

4.2 Recobrimentos Bioativos

As apatitas, ou fosfatos de calcio, apresentam-se hoje como um dos principais
materiais estudados e empregados como biomaterial para a reposicao e regeneragao
do tecido 6sseo, pois apresentam como principais caracteristicas: semelhanca com a
fase mineral de ossos, dentes e tecidos calcificados; biocompatibilidade adequada;
bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas de degradacdo varidaveis e
osteocondutividade (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).
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> Deposicao de apatitas

Ap6s a modificacdo da superficie da liga e ativagdo quimica com NaOH 5 M e
tratamentos térmicos, verificou-se a formagdo de uma camada de hidrogel de titanato
de sodio, tornando a superficie do metal termodinamicamente estavel e com atividade
ibnica adequada para induzir a deposicao do filme bioceramico.

Nas Figs. 4.3 e 4.4 sao apresentadas caracterizacdes da superficie da liga Ti-
15Mo empregando-se andlise por DRX e MEV respectivamente. Apds tratamento
alcalino com solugdo de NaOH 5M e posterior tratamento térmico a 60°C/3h, observa-
se pela andlise por DRX (Fig. 4.3) a presenca de titanato de sodio sobre a superficie da
amostra. Na Fig. 4.4 sado apresentadas micrografias da mesma superficie, com

diferentes ampliacdes, onde pode-se observar a formacado da camada de titanato de

sodio.
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FIGURA 4.3: Difratograma (DRX) da liga Ti-15Mo, ap6s modificagdo de superficie por feixe de Laser,
ativagao quimica com NaOH 5M.
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FIGURA 4.4: Micrografia da liga Ti-15Mo apés modificacio de superficie por feixe de Laser e ativacao
quimica com NaOH 5M, com ampliagao (a) 100x. (b) 500x e (c) 2000x.

Durante o tratamento com solugéo alcalina, a camada de TiO. reage devido ao
ataque quimico do grupo OH’, da seguinte forma (KOKUBO, 1998):

TiO2 + OH 7 HTIiO;5
—
Esta reagao ocorre simultaneamente com a hidratagao da superficie da liga:

Ti+ 30H > Ti(OH)s" + &
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4Ti(OH)s* + 46" > 4TiOp.H,0 + 2 H,T

Um ataque adicional do grupo OH ao TiO, hidratado produz hidratos

negativamente carregados sobre a superficie da liga:

TiO2.nH,0 + OH _ HTiO5.nH,0

Estas espécies carregadas negativamente combinam com os ions alcalinos da
solugdo, resultando na formacdo de uma camada de hidrogel de titanato de sédio, que
apdés tratamento térmico resulta em titanato de so6dio amorfo (KOKUBO, 1998; VERCIK

et al., 2003; VERCIK, 2004):
HTiOgE.ano + Na* : NaHTiOg.anO

As Figs. 4.5 e 4.6 apresentam a superficie da liga Ti-15Mo modificada por feixe
de laser apés a imersao nas solucées SBF padrao e SBF modificada.

Pela analise da Fig. 4.5, observa-se que apds 4 dias de imersao em SBF padrao
nenhum recobrimento de apatita foi formado sobre a superficie da liga, estando
presente a camada de titanato alcalino. O espectro de EDS (Fig. 4.5 c) confirma esse
resultado, pois observa-se a presenca do elemento Ca sem a presenca do elemento P,
indicando a auséncia do recobrimento de apatita.

A caracterizacdo por DRX (Fig. 4.5 d) confirmou que a superficie é composta
somente por titanato de sddio, semelhante ao resultado apresentado para as amostras
submetidas a ativacdo quimica da superficie previamente a deposi¢ao de apatitas (Fig.

4.3 e 4.4). Em virtude do néo recobrimento do grupo HA, demonstrado por essas
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andlises, a andlise por FTIR nao foi realizada, tendo em vista que esta técnica é

utilizada para a caracterizacao dos recobrimentos de apatita.
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FIGURA 4.5: Liga Ti-15Mo, ap6s modificacdo de superficie por feixe de Laser, ativagdo quimica com
NaOH 5M e deposicdo de Apatitas pelo método biomimético utilizando solugdo SBF padrdo: (a)
Micrografia MEV 500x; (b) Micrografia MEV 1000x; (c) EDS e (d) DRX.

Apés 4 dias de imersdo em SBF modificada foi verificada a presenca de

recobrimentos compostos por particulas caracteristicas de hidroxiapatita deficiente em
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célcio, as quais sao descritas apresentando morfologia em forma de flor (APARECIDA,
2009). O espectro de EDS confirma a presenca de recobrimento de apatita, pois exibiu
além do pico referente ao elemento Ca, pico do elemento P, estando estes elementos
presentes numa razao Ca/P 1,82 (Fig. 4.6 c).

Os resultados de DRX confirmaram as observagdes anteriores, pois apresentou
picos caracteristicos da hidroxiapatita deficiente em calcio (HAD) — Cag 04(PO4)s(OH)1 68
e de apatita carbonatada B (Fig. 4.7a). As bandas exibidas por espectroscopia de IV
(Fig. 4.7b) foram caracteristicas dos grupos PO4 (em 480, 527 e 562 cm™'), P-OH (em
527 cm’™") e apatita carbonatada do tipo B (em 1468 cm™) (Tab. 4.1), confirmando uma
mistura de fases relativas a hidroxiapatita deficiente em calcio HAD e apatita
carbonatada do tipo B (Fig. 4.8).

(a) (b)

(c)

FIGURA 4.6: Liga Ti-15Mo, ap6s modificacdo de superficie por feixe de Laser, ativagdo quimica com
NaOH 5M e deposicdo de Apatitas utilizando solugdo SBF modificada: Micrografia MEV (a) 500x; (b)
1000x; (c) EDS.
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FIGURA 4.7: Liga Ti-15Mo, ap6s modificacdo de superficie por feixe de Laser, ativagdo quimica com
NaOH 5M e deposicao de Apatitas pelo método biomimético utilizando solugdo SBF modificada: (a) DRX

e (b) FTIR.

Tabela 4.1: Freqliiéncias de absorgao no IV caracteristicas dos fosfatos de calcio.

Grupos Numero de Ondas (cm™)

3 474, 562, 580, 640 e 960-1200.
PO,
P-OH 527, 870 e 910-1040.

CO,% (substituicao do tipo A)
CO,* (substituicao do tipo B)
OH- (livre)

OH" (H20)

880, 1450 e 1514.

870, 1412 e 1465.

630 e 3569.

1600-1650 e 3000-3700.
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FIGURA 4.8: Grupo AP: mistura de fases correspondentes ao A - hidroxiapatita deficiente em calcio (HAp)
— Cag 04(PO4)s(OH)1 65 . B - apatita carbonatada do tipo B.

4.3 Medida de angulo de contato

No presente trabalho, as medidas de angulo de contato foram realizadas com o
objetivo de avaliar a molhabilidade da superficie modificada da liga Ti-15Mo, como
resultado da irradiacao por feixe de Laser e deposicao de apatitas. O tratamento com
laser apresentou grande influéncia na molhabilidade desta superficie, pois a agua
desmineralizada colocada na superficie usinada formou uma gota regular, com angulo
de contato de 77,97° + 5,06, enquanto que na superficie tratada com laser, com e sem
recobrimento, a agua se espalhou completamente sobre a superficie (angulo de contato
0°). O angulo de contato nulo encontrado para os discos tratados com e sem
recobrimento indicam que a irradiagdo por laser usada neste trabalho é efetiva para
melhorar a hidrofilicidade na superficie da liga Ti-15Mo, sendo promissora para uma
osseointegracdo bem sucedida (MEKAYARAJJANANONTH; WINKLER, 1999;
SPRIANO et al., 2005).
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Nos ultimos anos, varias modificacdes de propriedades especificas de superficie
tais como topografia, estrutura, quimica, energia de superficie e molhabilidade tém sido
investigadas para melhorar propositalmente a osseointegracao de implantes de titanio
(SCHWARZ et al., 2009). Atencao especial tem sido dirigida para altas energias de
superficie e aumento da molhabilidade, j& que ambas vem mostrando intera¢des entre
a superficie e o meio biologico (SCHWARZ et al., 2009). A interagéo inicial entre tecidos
e 0SS0 Vivos e a superficie dos implantes ocorre quando a superficie do biomaterial €
exposta aos fluidos do organismo. Isto origina uma camada de macromoléculas e
fluidos, que influencia o comportamento das células quando elas encontram a
superficie do implante. Seguindo estes eventos, ocorre uma série de interacoes de
material celular, levando a liberagcdo de fatores quimiostaticos e de crescimentos, os
quais  podem modular a  atividade celular no tecido  adjacente
(MEKAYARAJJANANONTH; WINKLER, 1999). A molhabilidade deve ser uma das
propriedades de superficie a serem consideradas na selecao de um biomaterial para
implantes. A capacidade de um liquido molhar a superficie de um sdélido é influenciada
por diversos fatores, tais como rugosidade, limpeza e energia da superficie
(MEKAYARAJJANANONTH; WINKLER, 1999). Segundo PAITAL et al. (2010), quando
uma gota de liquido é colocada em uma superficie com maior energia, essa superficie
tende a reduzir sua energia e voltar a um estado de equilibrio, interagindo com as
moléculas presentes na gota de liquido e conseqientemente se espalhando e

melhorando a molhabilidade.
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ESTUDOS IN VITRO

4.4 Cultura de células osteoblasticas MC3T3-E1

Apds o preparo e caracterizagao da liga Ti-15Mo com as diferentes superficies,
as mesmas foram submetidas a cultura celular a fim de se avaliar parametros como
adesao e proliferagdo celular e contetdo de proteina total, justificado pelo fato de que a
atividade osteoblastica € responsavel pela formacao Ossea nas superficies de
implantes. Apesar do grupo HA nao apresentar recobrimento sobre a superficie, este
grupo também foi estudado com o propédsito de avaliar a influéncia da presenca da
camada de titanato de s6dio em relacao a cultura celular.

A utilizacdo de cultura de células 6sseas para o estudo da regulacao da
osteogénese tem sido gradativamente maior (ASSIS, 2008). Sistemas in vitro
proporcionam a oportunidade de se avaliar, em um ambiente controlado, eventos
celulares e referentes a matriz extracelular que ocorrem durante a formagdo éssea
(ASSIS, 2008). Muitos eventos bioldgicos individuais associados ao reparo na interface
osso-implante, como o recrutamento de células osteoprogenitoras, proliferacdo e
diferenciagao celular, e a producado e mineralizacdo da matriz extracelular, podem ser
investigados em osteoblastos isolados (ASSIS, 2008). Alteracées do comportamento
celular frente a diferentes substratos, topografia e composicao de superficie, etc, podem
ser determinantes no processo de formagao 6ssea in vivo (ASSIS, 2008).

4.4.1 Morfologia Celular

Na Fig. 4.9 sdo apresentadas as diferentes superficie da liga Ti-15Mo apés 14
dias de cultura celular para os grupos experimentais U, LA, HA e AP.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.9: Micrografia ap6s 14 dias de cultura de células: (a) Grupo U, (b) Grupo LA, (c) Grupo HA e (d)
Grupo AP.

Observa-se que as células apresentaram diferentes morfologias entre os grupos
controle (U e LA) e os que receberam tratamento de superficie com NaOH 5M e
deposicao de apatitas. Contudo, pode se notar que os grupos HA e AP apresentaram
células com morfologias similares. Esse fato pode ser explicado considerando-se que
sobre a superficie do grupo HA, apesar de nao haver recobrimento de apatita, ha

presenca da camada de titanato de sddio, como ja discutido no item 4.2, Fig. 4.5, o qual
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€ indutor para formacao de apatitas tanto em solugdo SBF quanto no meio fisiolégico. O
contato dessa superficie e consequentemente da camada de titanato de s6dio, com o
meio suplementado ocasionou a adsorgéo de fons Ca®** e PO,> presentes em tal meio,
levando a formacao preliminar de alguma fase de apatita. Sabe-se que tanto em
solugdes aquosas contendo fons Ca?* e PO,> como no meio fisioldgico, a primeira fase
de apatita a se formar € o fosfato de célcio amorfo (ACP) o qual se converte em
hidroxiapatita deficiente em calcio (HAD) (APARECIDA, 2006). Desta forma, pode-se
concluir que a semelhanca entre a morfologia das células presentes na superficie dos
grupos HA e AP pode ser devido a semelhanga entre a formagao de titanato de sodio e
a composicdo do recobrimento. As células também apresentaram morfologia
diferenciada entre o grupo U e o0s outros grupos que receberam modificacdo de
superficie. A modificagdo de superficie fez com que uma superficie bidimensional
passe a ser uma superficie tridimensional. Com isso, as células utilizaram seus
prolongamento para aderir a essa superficie, apresentando uma morfologia
diferenciada, rica em prolongamentos, e bem aderida a superficie tridimensional.

A modificacao de superficie por feixe de laser além de alterar as propriedades
fisico-quimicas da superficie, proporciona um aumento da energia livre dessa superficie
e da area especifica da amostra. Segundo LI et al. (2008), aumentando a &rea de
superficie, materiais microestruturados de fosfato de calcio podem concentrar mais
proteinas, o que pode influenciar a adesao, a proliferacao e a diferenciacao de células.
O ambito dessa influéncia pode ser dependente do tipo de célula utilizada. Mas estas
proteinas podem incluir proteinas indutoras de 0sso, que poderiam diferenciar as
células induzidas em células osteogénicas, induzindo a formancdo de o0sso. Foi
entendido que a resposta celular a um material deve ser apenas um evento secundario.
Acredita-se que uma camada de proteinas adsorvidas deve existir na superficie de
todos os materiais de implante apds imersdao em fluidos biologicos, e a presenca desta
camada de proteinas pré-adsorvidas pode ser essencial na mediacdo da resposta

celular ao material.



38

4.4.2 Adesao e Proliferacao

Para os estudos de adesédo e proliferacdo amostras dos 4 grupos foram
analisadas, durante os periodos: 24 horas, 7 dias e 14 dias, conforme procedimento
apresentado no item 3.4. Nas Figs. 4.10 a 4.13 sao apresentadas as superficies da liga
Ti-15Mo com os diferentes tratamentos (U, LA, HA e AP) apds os periodos de 24 h, 7
dias e 14 dias de cultura de células.

Observa-se que as amostras do grupo U foram as que apresentaram a menor
quantidade de células nos periodos de 24 horas e 7 dias, entretanto, apresentaram
melhores resultados no periodo de 14 dias, tendo sua superficie completamente
recoberta por células, mesmo com um numero de células bem inferior aos outros
grupos (Fig. 4.10). Segundo PAITAL (2010), essa diferenca de adesao e proliferagéo de
células entre o grupo U e os demais grupos pode ser atribuida a fisico-quimica de
superficie e as diferentes rugosidades, como resultado do tratamento a laser,
mostrando que a modificacdo de superficie leva a um aumento da area especifica,
fazendo com que um numero de células, mesmo superior ao grupo usinado, nao
consiga recobrir essa superficie.

Dentre os grupos que receberam modificacdo de superficie, aqueles que
receberam tratamento quimico da superficie e recobrimento de apatita (HA e AP)
mostraram os melhores resultados nos estudos de adeséo e proliferacédo, apresentando
pouca diferenca entre os periodos de 24 horas e 7 dias; seguido pelo grupo LA que
recebeu somente modificacao de superficie por feixe de Laser. Embora o grupo HA nao
tenha apresentado recobrimento por apatitas, a presenca da camada de titanato de
sodio sobre a superficie HA pode ter induzido a formagdo preliminar de um
recobrimento de apatita com composicdo semelhante ao encontrado sobre a superficie
AP, fazendo com que os grupos HA e AP tenham apresentado resultados semelhantes
nesta ultima etapa, demonstrando que o processo biomimético pode favorecer a
adesao e proliferacdo de células na superficie da liga Ti-15Mo apds modificacdo por

feixe de laser.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.10: Micrografia do Grupo U (a) antes e apds (b) 24 h, (c) 7 dias e (d) 14 dias de cultura de
células.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.11: Micrografia do Grupo LA (a) antes e apos (b) 24 h, (c) 7 dias e (d) 14 dias de cultura de
células.
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(b)
(a)

(c) (d)

Figura 4.12: Micrografia do Grupo HA (a) antes e apds (b) 24 h, (c) 7 dias e (d) 14 dias de cultura de
células.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.13: Micrografia do Grupo AP (a) antes e apds (b) 24 h, (c) 7 dias e (d) 14 dias de cultura de
células.
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4.4.3 Contagem de células

A contagem de células foi realizada nos periodos de 5 dias e 10 dias (Fig. 4.14).

O grupo U foi 0 que apresentou 0os menores valores nos dois periodos, seguido pelo

grupo LA que recebeu apenas modificacdo de superficie por feixe de laser. Os grupos

que receberam ativagdo quimica e recobrimento por apatitas apresentaram uma

pequena diferenca no periodo de 5 dias e resultados semelhantes no periodo de 10

dias, fazendo com que o grupo AP apresente os melhores valores para contagem de

células em ambos periodos. Estes resultados confirmam os resultados discutidos no

item 4.4.2 de adesao e proliferagéo.

16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

Numerode células x10?

2,00
0,00

S dias

B 10dias

U LA HA AP

Figura 4.14: Variagdo do numero de células em funcéo do periodo de cultura para os diferentes grupos

analisados.
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4.4.4 Conteudo de proteina total

Por fim, devido a importdncia de determinadas proteinas no processo de
osteogénese (ASSIS, 2008), a quantidade de proteina total foi avaliada sobre as
diferentes superficies nos periodos de 7 dias e 14 dias. Na Fig. 4.15 é apresentado o
grafico do conteudo de proteina total em funcdo do periodo de cultura para os

diferentes grupos analisados.

5000
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Figura 4.15: Variagado dos niveis de absorbancia (contetido de proteina total) em fungédo do periodo de
cultura para os diferentes grupos analisados.

OD (595nm)

No periodo de 7 dias, os grupos apresentaram resultados semelhantes,
entretanto, no periodo de 14 dias, os grupos tiveram desempenho diferente, sendo que
o grupo U foi o que apresentou os menores valores, seguido pelo grupo HA e grupo AP.
O grupo LA foi 0 que mais se destacou. A analise das imagens geradas por MEV dos
grupos HA e AP sugerem um estagio mais avancado de desenvolvimento celular em
relagéo aos grupos controle (U e LA), fazendo com que o grupo LA ainda apresente um
alto contetdo de proteina total, enquanto que os grupos HA e AP ja se encontravam no

inicio da mineralizacao.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que:

O processo de modificagdo de superficie com irradiagdo por feixe de
Laser promoveu modificagdes fisico-quimicas e morfolégicas na superficie
da liga Ti-15Mo apresentando grande influéncia na molhabilidade da

superficie.

e Os estudos por DRX indicaram presenca de TiO, nas superficies tratadas
por feixe de laser, além da presenca da fase B do Ti, verificada em todas

as amostras.

e O emprego do método biomimético para o recobrimento da superficie da
liga Ti-15Mo modificada por feixe de laser somente foi adequado com

emprego de uma solu¢gao SBF com composigdo modificada.

e Os recobrimentos obtidos utilizando-se solugdo SBF modificada foram
compostos por 2 fases de apatita de importancia biologica: hidroxiapatita

deficiente em célcio (HAp) e hidroxiapatita carbonatada.

e 0 grupo AP apresentou os melhores resultados de adeséo, proliferacao
celular e contagem do numero de células seguido pelos grupos HA, LA e
U respectivamente.

e O grupo LA foi o que apresentou os melhores resultados para a andlise de
conteudo de proteina total, em andlises apds 14 dias de cultura, seguido

pelos grupos AP, HA e U respectivamente.

Baseado nesses resultados, pode-se concluir que a modificacdo da superficie da
liga Ti-15Mo por feixe de laser, seguida do emprego do método biomimético utilizando-
se solugdo SBF modificada melhorou a obtencdo de condi¢des biolégicas favoraveis
para aplicacao desta liga como dispositivo ortopédico e odontoldgico.
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