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RESUMO

A interface entre a superficie do implante e o tecido 6sseo desempenha um papel critico
na estabilidade e no sucesso do implante. Diversas técnicas de modificacdo da superficie
do titdnio vém sendo propostas e implementadas comercialmente, sendo as mais comuns
0 jateamento combinado ao ataque 4cido, a oxidagdo eletrolitica a plasma (Plasma
Electrolytic Oxidation, PEQO), e a deposi¢do de bioceramicas (principalmente a
hidroxiapatita) por plasma spray. Entretanto, a técnica de plasma spray tem algumas
desvantagens devido a alta temperatura envolvida neste processo, a qual altera a estrutura
da HAp, e além disso, a camada depositada ¢ heterogénea, com muitos defeitos, podendo
ocasionar o desplacamento da HAp. O objetivo deste trabalho foi produzir uma superficie
modificada no titanio, combinando a técnica de PEO, que resulta em uma camada de
oxido porosa e bem aderida ao subtrato, com a incorporagdo mecanica de bioceramicas
dentro desses poros e avaliar a adesdo dessas particulas apos um ensaio de inser¢do, e a
bioatividade. As particulas bioceramicas testadas foram dois materiais bastante utilizados
comercialmente, a hidroxiapatita e o Bioglass 45S5®, e um biovidro experimental a base
de fosfato de célcio (PBG — Phosphate Based Glass). Amostras de titanio grau 4 foram
previamente lixadas e limpas ultrassonicamente, e anodizadas para a producao da camada
porosa de TiO2. Em seguida, particulas do PBG, HAp e Bioglass foram incorporadas a
camada porosa através de deposi¢ao mecanica. A adesdo e manutencao dessas particulas
foram caracterizadas pela insercdo do implante em poliuretano de alta densidade e
posterior avaliagdo em MEV. A bioatividade foi testada através de ensaios com cultura
de células. Foram utilizadas células tronco de tecido adiposo (ADSC) e foi avaliada a
citotoxicidade, adesao, proliferagdao e a diferenciacao celular. Os resultados mostraram
que a combinagdo da superficie de 6xido porosa com a incorporagdo de particulas de
bioceramicas produziram uma superficie bioativa, e que as particulas permanecem
aderidas ao implante apds a sua inser¢do. Os resultados de células mostraram que a
incorporagao das particulas bioceramicas promovem uma melhor resposta de viabilidade
celular e um alto crescimento na diferenciacdo em células dsseas, comparado ao titanio
sem tratamento e somente com a superficie PEO. Dentre as particulas bioceramicas, o
Bioglass 45S5 ¢ o que apresenta o melhor resultado para tempos curtos de ensaio, € o
vidro PBG o que apresenta o melhor resultado de diferenciacdao celular para tempos
longos. Concluimos que a combinagdo de técnicas de PEO e deposi¢do mecanica
utilizando vidro a base de fosfato fornece uma superficie ideal para implantes dentarios e
ortopédicos.

Palavras-chave: Titanio, biovidro, oxidagao anddica, bioatividade, ADSC



ABSTRACT

The interface between the implant surface and the bone tissue plays a critical role in the
stability and success of the implant. Several techniques for modifying the surface of
titanium have been proposed and implemented commercially, being the most common
blasting combined with acid etching, plasma electrolytic oxidation (PEO), and the
deposition of bioceramics (mainly hydroxyapatite) by plasma spray. However, the plasma
spray technique has some disadvantages due to the high temperature involved in this
process. The structure of HAp changes, and in addition, the deposited layer is
heterogeneous, with many defects which can lead to displacement of HAp. The objective
of this work was to produce a modified titanium surface, combining the PEO technique,
which results in a porous oxide layer and well adhered to the substrate, with the
mechanical incorporation of bioceramics, within these pores and evaluate the adhesion of
these particles after an insertion assay, and bioactivity properties. The bioceramic
particles tested were two commercially widely used materials, hydroxyapatite and
Bioglass 45S5®, and an experimental absorbable phosphate based glass (PBG) bioglass.
Grade 4 titanium samples were previously sanded and ultrasonically cleaned and
anodized for the porous TiO2 layer. Thereafter, PBG, HAp and Bioglass® particles were
incorporated into the porous layer by mechanical deposition. The adhesion and
maintenance of these particles was characterized by the insertion of the implant in high
density polyurethane and subsequent evaluation in SEM. Bioavailability was assessed by
cell culture assays. Adipose tissue stem cells (ADSC) were used and cytotoxicity,
adhesion, proliferation and cell differentiation were evaluated. The results showed that
the combination of the porous oxide surface with the insertion of bioceramic particles
produced a bioactive surface, and that the bioactive particles remain adhered to the
implant after its insertion. The cell results showed that the incorporation of the bioceramic
particles promoted a better cell viability response and a high growth in the differentiation
in bone cells, compared to the titanium without treatment and only with the PEO surface.
Among the bioceramic particles, the Bioglass 45S5 is the one that presents the best result
for short test periods, and the PBG glass, which presents the best result of cell
differentiation for long times. We conclude that the combination of PEO techniques and
mechanical deposition using phosphate glass provides an ideal surface for dental and
orthopedic implants.

Keywords: Titanium, bioglass, PEO, bioactivity, ADSC.
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1. INTRODUCAO

O titanio e suas ligas sdo os biomateriais metalicos mais utilizados para implantes
dentarios e ortopédicos, devido as suas excelentes propriedades mecanicas, de resisténcia
a corrosao e sua alta biocompatibilidade (Li et al., 2004; Geetha et al., 2009).

A razdo que leva o Titanio a possuir maior biocompatibilidade quando comparado a
outros materiais metélicos, ¢ a formagao espontdnea de uma camada amorfa de 6xido
quando em contato com meios ricos em oxigénio (Catledge, 2002).

A camada de oxido de titanio (TiO2) também pode ser obtida artificialmente, através
de diferentes métodos de modificag@o superficial, entre eles o processo de oxidagdo por
plasma eletrolitico (PEO) que produz uma camada porosa de 6xido bem aderida sobre a
superficie do material (Gupta et al., 2007; Das, K., 2008). Além disso, essa técnica torna
possivel alterar a composi¢ao da camada durante sua formagao, incorporando elementos
capazes de aumentar a velocidade do processo de osseointegragdao (Kung et al., 2010;
Hussein e Northwood, 2014).

Outro método de modificagdo de superficie comumente utilizado para melhorar a
osseointegracdo de implantes metalicos ¢ a deposi¢@o de hidroxiapatita (HAp) ou vidros
bioativos. A hidroxiapatita possui composicdo quimica semelhante ao tecido 0Osseo,
tornando-a excelente em bioatividade. O biovidro mais utilizado comercialmente ¢ o
4585 (45 wt% Si0z2, 24,5 wt% CaO, 24,5 wt% Na2O, and 6,0 wt% P20s), conhecido
como Bioglass® (Knowles et al., 2001). Esses materiais ceramicos sdo depositados
através de diferentes técnicas na superficie do substrato metélico. Entre as técnicas mais
utilizadas comercialmente estdo o plasma spray, além da deposi¢ao eletroforética, sol-gel
e deposicao eletroquimica (Park, 2007).

No entanto, o uso clinico dos revestimentos depositados por plasma spray sio
limitados por apresentarem uma grande diferenga de propriedades mecanicas com relagao
ao substrato metalico. Isso ocasiona falhas na interface titinio-HAp ou titdnio-biovidro,
trazendo problemas de baixa adesdo e alto risco de delaminagdo do revestimento, gerando
instabilidade e consequente baixa vida util do implante (Catledge, 2002).

Além disso, quando analisamos o revestimento comercial (deposi¢ao de particulas de
HAp por plasma spray) encontramos outros problemas limitantes do seu uso a médio e
longo prazo (Ong et al., 2000). Devido a alta temperatura envolvida no processo, a
estrutura inicial de algumas particulas de HAp se modifica, tornando possivel encontrar

particulas amorfas e cristalinas em um mesmo revestimento. A falta de homogeneidade
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altera as propriedades de dissolu¢dao do material, tornando-a desigual e aumentando ainda
mais o risco de desplacamento de parte do revestimento (Iamoni ef al., 1999).

A fim de evitar as desvantagens desse tipo de revestimento, desenvolvemos um
método que combina a técnica de PEO com a deposi¢@o de materiais ceramicos bioativos.
Neste estudo, utilizamos a HAp que ¢ o material ceramico mais utilizado para
recobrimento de materiais metalicos atualmente, um vidro bioativo comercial — o 45S5,
e propomos o uso de biovidro a base de fosfato de célcio, desenvolvido em trabalhos
anteriores em nosso grupo de pesquisa (Weiss et al., 2014). Sao vidros que podem se
dissolver em dias ou semanas, liberando ions de calcio, fosforo e estroncio, atraindo

células 6sseas que aceleram o processo de osseointegragdo (Best ef al., 2009).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi produzir um revestimento bioativo, combinando as
técnicas de oxidagdo por plasma eletrolitico e a deposicdo mecanica das bioceramicas:

HAp, Bioglass® 45S5 e biovidro a base de fosfato de célcio.

1.1.2  Objetivos Especificos

a) Avaliar a permanéncia das particulas das bioceramicas inseridas nos poros de
oxido de TiOz, apds o teste de inser¢ao em poliuretano;

b) Avaliar a dissolug@o dos biovidros incorporados na camada de 6xido de titanio;

c) Avaliar a bioatividade das superficies através de ensaios de viabilidade,
proliferacao, adesao e diferenciacao celular, utilizando células tronco derivadas de tecido

adiposo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS
Os biomateriais sdo aqueles utilizados na area da satide com objetivo de dar suporte

temporario ou substituir tecidos, 6rgaos ou fun¢des do corpo humano visando a melhor

adequagdo e menor rejeigdo do organismo (National Institutes of Health, 1982).
Esses materiais podem ser metélicos, ceramicos ou poliméricos, de acordo com sua
aplicagdo. Os biomateriais metalicos sdo bastante utilizados em implantes enddsseos que

exigem resisténcia a elevadas cargas mecanicas, como proteses dentérias, ou ortopédicas

(Figura 1) (Ratner, 2004).

AUINLL

Figura 1. Ilustragdo de um implante enddsseo (<https://senseodonto.com.br/implante-

dentario/> acesso em: 28/04/19).

Os biomateriais s3o classificados em trés grandes classes quanto a sua interagdo com

o organismo humano: bioinertes, bioativos ou bio-absorviveis (Figura 2) (Heness e

Nissan, 2004).
e Materiais bioinertes sao aqueles que possuem a minima interagcao possivel com o
organismo (Figura 2a); geralmente ocorre a formagao de um tecido fibroso ao seu redor,

fazendo com que o corpo humano ndo expulse e nem interaja com o material;

e Materiais bioativos (Figura 2b e 2c) possuem uma maior interacdo com o
organismo, os quais favorecem e auxiliam no crescimento do tecido circundante;

e Materiais bioabsorviveis (Figura 2d) sdo materiais que, apds a sua colocacido no

interior do corpo humano, comegam a se dissolver e a ser lentamente substituido pela

formagao do novo tecido (Heness e Nissan, 2004).
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Figura 2. Esquema representando a interagdo dos grupos de biomateriais com o organismo
humano: a) biomaterial bioinerte, b) e ¢) biomateriais bioativos e d) biomateriais bioabsorviveis
(Heness e Nissan, 2004).

2.2 TITANIO EM IMPLANTES

O titanio e suas ligas sdo os materiais mais utilizados na industria dos biomateriais,
devido as suas excelentes propriedades mecanicas, elevada resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade (Li et al., 2004; Geetha et al., 2009).

Além disso, o principal diferencial do titdnio quando comparado a outros materiais
metalicos ¢ a formagao espontanea de uma camada passiva de 6xido, quando em contato
com o ar atmosférico e sua rapida capacidade de repassivagcdo quando em contato com
ambiente corrosivo (Cheng et al., 2006).

A presenga dessa camada passiva de 6xido de titanio (TiO2) explica as excelentes
propriedades bioldgicas que esse material possui (Shih ez al., 2007). Apesar disso, ele ¢
um material bioinerte, ou seja, ndo possui rapida integracdo com o tecido dsseo, o que
resulta no desenvolvimento de um tecido fibroso ao redor do implante, levando ao seu
isolamento e consequente afrouxamento (Das ef al., 2008).

Um dos principais fatores ligados ao sucesso clinico do implante ¢ a qualidade e a
velocidade do processo de osseointegracdo. A osseointegracdo estd ligada ao
comportamento da interface entre a superficie do implante e do tecido 6sseo e para isso €
necessaria uma superficie bioativa (Brunette, 2012).

Para melhorar a osseointegracado, e criar uma interface que evite esse afrouxamento, ¢

necessario favorecer o crescimento das células 6sseas na superficie do implante (Liu et
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al., 2004). Para isso sdo utilizadas técnicas de modificacdes superficiais (Chu et al,

2009).

2.3 TECNICAS DE MODIFICACAO DE SUPERFICIES

Diferentes técnicas de modificagdo de superficie foram desenvolvidas para melhorar
a composic¢ao quimica, a morfologia, a topografia e a rugosidade dos implantes metalicos,
sempre visando melhorar a velocidade e a qualidade do processo de osseointegracao (Upp
et al., 2000).

Dentre essas técnicas, destacam-se o jateamento combinado com ataque 4cido,
oxidacao eletrolitica a plasma (PEO) e revestimentos ceramicos em substratos metalicos,

como HAp por plasma spray (Pardo et al., 2009, Shrestha, 2010, Hornberger et al., 2012).

2.3.1 Oxidagao Eletrolitica a Plasma

A camada de 6xido de titanio pode ser obtida artificialmente através de varias técnicas
de modificagdo superficial, entre elas a Oxidagdo Eletrolitica a Plasma (PEO) (Yerokin,
1999).

Essa técnica, também conhecida como oxidagdo por micro-arco, ¢ considerada uma
das melhores técnicas de modificagdo superficial, pois produz uma camada porosa bem
aderida a superficie do titanio (Li et al., 2004).

Durante o processo de anodizacdo, ocorre a formacdo de uma camada interna
compacta e densa sob a camada porosa externa, diminuindo o risco de desplacamento
(Suminov, 2005; Goueffon et al., 2009; Walsh, 2009). Estudos anteriores realizados em
nosso grupo comprovam a resisténcia a tribocorrosao (desgaste associado a corrosao) da
camada de TiO2 obtida através do PEO sobre o substrato de titdnio (Laurindo et al., 2017).

Essa camada melhora ndo s6 a resisténcia a corrosdo e ao desgaste, como também
melhora as propriedades de integracdo do material com o tecido 6sseo (Li et al., 2004).
A presenca dos poros leva ao aumento da rugosidade da superficie, fazendo com que as
células tenham maior capacidade de adesdo (Elias et al., 2007). Além disso, durante o
processo, € possivel alterar a composi¢ao da camada, incorporando elementos, como Ca

e P, capazes de aumentar a velocidade do processo de osseointegragcdo (Kung, 2010).
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2.3.1.1 Obteng¢ao da camada de TiO2

A técnica de PEO consiste em uma oxidacdo anddica, composta por uma célula
eletroquimica que possui eletrodo de trabalho, contra-eletrodo, eletrdlito e fonte de
tensao, como mostra a figura 3. Aplicando uma diferenca de potencial no sistema, através
da fonte elétrica, temos o eletrodo de trabalho ligado ao polo positivo (catodo) e o contra
eletrodo ao polo negativo (dnodo). A partir disso ocorre uma reagdo de oxirredugdo: a
superficie do anodo ¢ oxidada enquanto a superficie do catodo ¢ reduzida, levando ao
crescimento da camada de 6xido na superficie do titanio (Yerokhin et al., 1999; Li et al.,

2004; Santos 2005; Hussein e Northwood, 2014).

[

Fonte
elétrica (-)

eletrolito

Figura 3. Diagrama esquematico da célula eletroquimica para realizar PEO.

Existem dois métodos pelos quais a técnica de PEO pode ser realizada. O método
potenciostatico, no qual ¢ aplicada uma tensdo constante ao processo, € o método
galvanostatico, no qual ¢ aplicado um valor constante para a densidade de corrente (Liu

et al., 2006).
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Figura 4. Imagem esquematica da formacao de poros no 6xido de TiO» pelo processo de PEO
(Shin et al., 2011).

A camada de 6xido se comporta como uma camada isolante sobre o substrato, e
quando a diferenca de potencial aplicada ao sistema excede um valor critico, ocorre a
ruptura dielétrica da mesma. A ruptura dielétrica dessa camada isolante ocorre na forma
de descargas elétricas, como ¢ mostrado na figura 4, gerando a formacao de “micro-
arcos”, ou seja, canais de plasma, que podem ser observados pela da presenca de faiscas
na superficie do material. A alta temperatura no local dos micro-arcos faz com que a
camada de 6xido se funda, formando os poros (Yerokhin et al., 1999; Dunleavy ef al.,
2009; Nominé et al., 2015).

Além da tensdao e da densidade de corrente, o processo sofre influéncia da
composi¢do e concentracdo do eletrolito. A adi¢do de ions de diferentes elementos no
eletrolito faz com que estes sejam incorporados e afetem a composi¢ao da nova superficie
(Diamanti e Pedeferri, 2007). A incorporacao desses elementos ocorre na resolidificagdo
da camada fundida (Nominé et al., 2015; Shokouhfar e Allahkaram 2016).

Muitos estudos usam a adi¢do de ions de célcio e fosforo na composicdo do
eletrolito, durante o PEO, para que formem uma camada rica em elementos que sdo
presentes no tecido 6sseo humano, favorecendo o processo de osseointegracao (Zhu et
al.,2001, Ishizawa et al., 1995, Laurindo et al., 2014). Também podem ser utilizados ions
de boro, prata e zinco para formar uma camada rica em elementos funcionais, como os

bactericidas (Sopchenski et al., 2018a; Sopchenski et al., 2018b; Santos et al., 2018).
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2.3.2 Deposicao de Hidroxiapatita/Bioceramicas

Outro método de modificacdo superficial usado para melhorar o processo de
osseointegragdo em implantes € revestir metais com hidroxiapatita sintética ou
bioceramicas (Kim et al, 2005). Esses revestimentos formam uma superficie
osteocondutora que facilita a ligagdo do implante com o tecido 6sseo (Li ef al., 2003).

A matriz 0ssea ¢ composta de hidroxiapatita e fibras de colageno. A hidroxiapatita
representa cerca de 70% do peso e 50% do volume dessa matriz (Wei ef al., 2001). Isso
explica sua excelente biocompatibilidade, porém suas propriedades mecanicas nao sao
adequadas para serem usadas como um implante, o que leva serem utilizadas como
revestimento em substratos metalicos (Wei et al., 2001).

Além disso, muitos problemas relacionados ao desplacamento deste revestimento sdo
relatados, incluindo falhas na interface titanio-HAp, o que causa problemas de baixa
adesdo e diminuicao da vida util do implante (Catledge et al., 2002). O desplacamento
deste revestimento ¢ justificado pela grande diferenga entre propriedades mecanicas da
HAp e do material metalico do substrato (Catledge et al., 2002).

Virias técnicas sao utilizadas para a deposicao desse revestimento, como por plasma
spray, sol-gel e eletroforese (Park et al., 2007), sendo o mais utilizado comercialmente o
revestimento por plasma spray. Essa técnica consiste na pulverizacdo do pé de HAp
através de um spray de plasma em alta temperatura em direcdo ao substrato metalico

(Ergun et al., 2003), como mostrado na figura 5.

Particulas Fundidas Filme Oxido
- . Conformagio | . . .
Oxido \ Mecanica® | Particulas nao Fundidas
\ \

=D Poro

@ Substrato
— Superficie do

Substrato

{ 0lmm | Impacto das particulas no material

Figura 5. Desenho esquematico da técnica de revestimento por Plasma Spray (Adaptado de
<https://www.ofic.co.jp/en/r_and d/thermalspraying/> Acesso: 21/03)
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A fonte de aquecimento ¢ um arco-elétrico que aquece um gés ou uma mistura de
gases até que uma temperatura muito elevada seja atingida, cerca de 8000 °C. Com a
expansao do gas, a velocidade da chama do plasma aumenta na dire¢do ao metal. Quando
0 pod entra em contato com o plasma ele se funde e entdo comeca a ser depositado sob o
substrato (Davis et al., 1997).

A nova superficie formada, além de ndo possuir a adesdo necessaria, ¢ irregular. Além
disso, com as altas temperaturas envolvidas no processo, a HAp se decompoe (Wei et al.,
2005). A estrutura inicial de algumas particulas se modifica, formando um revestimento
com estruturas cristalinas e amorfas, alterando as propriedades de dissolu¢do do material

e tornando-a desigual (Iamoni et al., 1999).

2.4 BIOVIDROS

Assim como a HAp, os biovidros sdo bastante utilizados como biomateriais. Além de
sua bioatividade, esses materiais podem ser bioabsorviveis, ou seja, possuem a
capacidade de atuar como implantes temporarios no organismo, dando espago ao
crescimento de um novo tecido a medida que se dissolvem.

Porém, assim como a HAp, os biovidros possuem propriedades mecanicas muito
diferentes a dos metais quando se trata de tenacidade a fratura, pois s3o materiais frageis,
tornando seu uso inviavel para proteses endosseas (Verne et al.,, 1999). Isso pode ser
resolvido através de sua deposicao como revestimento em um substrato metalico (Verne
et al., 1999).

Atualmente, o biovidro mais comercializado é o biovidro 45S5, conhecido como
Bioglass® (Hench et al., 1991). Ele é composto por 45% (porcentagem em peso) de SiOz,
24,5% de Ca0, 24,5% de Na20 e 6% de P20s (Best et al., 2009).

Seu grande sucesso clinico se deve a capacidade osteocondutora, ou seja, o material
possui a capacidade de se ligar rapidamente ao tecido 6sseo, devido a formacao de uma

camada de HAp ao seu redor, como mostra a figura 6 (Rahaman et al., 2011).
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Figura 6. Diagrama da formacao de HAp em torno da particula do Biovidro. (Adaptado de
<https://ryortho.com/2014/10/bioglass-is-back-in-an-incredible-new-form/> Acesso:21/03/19)

Quando a particula de biovidro entra em contato com o fluidos corpdreos (I), reacdes
de troca idnica entre ions modificadores de rede de vidro (Na* e Ca2") com ions H*
presentes no meio, promovem a hidrolise da silica, permitindo a formacgao de silanol (Si-
OH) na superficie do vidro. A ligagdo de Si-OH atrai e ions de Caz" e PO4 que permitem
a formacdo de uma camada de fosfato de célcio, a qual se consolida em HAp (II). Os
osteoblastos, células formadoras de tecido 6sseo, sdo atraidos para essa camada (III). Com
o crescimento e maturagdo das células, forma-se uma matriz 6ssea que da origem ao novo
tecido (IV) (Hench et al., 1993, Ostomel et al., 2006, Rahaman et al., 2011, Islam et al.,
2017).

2.4.1 Biovidro a base de fosfato de calcio

Outro grupo de biovidro que vem ganhando muita importancia sao os biovidros a base
de fosfatos. Eles despertaram grande interesse da area de biomateriais e de regeneragdo
de tecidos 0sseos por possuir uma composicao quimica semelhante a fase mineral do osso,
rica em foésforo e calcio. Sua principal diferenca com o biovidro comercial 45S5 ¢ a
capacidade de se dissolver em semanas ou at¢é mesmo em dias, conforme a sua
composicao (Weiss et al., 2014; Skelton et al., 2007).

Dentro do organismo humano, enquanto ocorre a formag¢do do novo tecido, as
particulas do biovidro a base de fosfato de célcio se dissolvem e liberam ions de calcio e
fosforo no organismo, atraindo células Osseas para a superficie e acelerando a

osseointegracdo (Zhang et al., 2011). Estudos anteriores mostram que esse material
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possui 6tima bioatividade através de ensaios biologicos (Abou Neel et al., 2014; Weiss

etal., 2014).

2.5 RESPOSTA BIOLOGICA E INTERACAO IMPLANTE/ORGANISMO

Logo ap0s a inser¢dao de um implante no corpo humano, ocorre a adsor¢do de proteinas
em sua superficie, ou seja, as proteinas presentes no sangue ¢ em fluidos corpoéreos se
aderem sobre o implante. Elas formam uma camada que ¢ capaz de interagir e atrair
células mesenquimais (células tronco), que posteriormente se diferenciam em células de
tecidos circundantes, como ¢ possivel observar na figura 7. Conforme a topografia e a
composi¢ao da superficie do implante, as células mesenquimais podem se diferenciar em
células Osseas (osteoblastos), formando um novo tecido ésseo ao seu redor (Mavrogenis
et al., 2009).

A primeira proteina encontrada durante a diferenciagao das células mesenquimais em
osteoblastos ¢ a fosfatase alcalina (Stein et al., 1990). Sua presenga indica a proliferagdo
das células 6sseas e o comego da formagao de um novo tecido. Ja na fase de mineralizagao
do tecido, pode-se encontrar trés principais proteinas: osteocalcina, osteopontina e

osteonectina, sendo a osteocalcina a mais abundante (Grafenau et al., 2000).

(a) (b) @ n
Camada de agua/ions ]
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Biomaterial
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Diferenciagcio/Formacio do Tecido
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Figura 7 Processo da interag¢ao da interface material/corpo humano. a) camada de agua; b)

adsorcdo de proteinas na superficie do implante; ¢) atragdo, adesdo e proliferagdo de células

mesenquimais; d) diferenciagdo em osteoblastos e formagao do tecido 6sseo (Tagaya et al,
2012).
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Estudos mostram a bioatividade de camadas de 6xido de titdnio obtidas através do
PEO (Ribeiro et al., 2015; Wu et al., 2015). Wu et al. (2015) avaliaram as camadas com
diferentes concentracdes de calcio no eletrolito, durante o processo de PEO. A
bioatividade foi caracterizada utilizando-se células MC3T3-E1 (Osteoblastos) e através
de ensaios de morfologia e de diferenciacao celular por atividade de fosfatase alcalina.
Ribeiro et al. (2015) avaliaram camadas de TiO2 com incorporacdo de Ca e P, com
anodizacao realizada durante 1 min a 300 V. Os testes bioldgicos foram realizados com
osteoblastos através da citotoxicidade, expressdo génica, imunocitoquimica e avaliagao
da morfologia celular. Os dois estudos mostram que a superficie obtida por PEO contendo
ions de Ca e P, melhora a biocompatibilidade do material, levando a uma rapida adesao
e proliferacao dos osteoblastos.

Muitos estudos comprovam a bioatividade do Bioglass® 45S5 (Hench et al., 2002;
Lai et al., 2002; Xynon et al., 2000a; Xynos et al., 2000b). Xynos et al. (2000b) utilizou
osteoblastos para avaliar a proliferagcdo celular, interagao célula/superficie e
diferenciag¢do. Xynon et al., (2000a) avaliou a bioativade através da expressdo génica, e
mostram que o material possui 6tima biocompatibilidade e que atrai células acelerando
sua adesdo e proliferagdo.

A bioatividade de quatro composi¢des diferentes de biovidros a base de fosfato de
calcio, produzidos utilizando-se os elementos NaH:POs, CaCO3; e P20s e TiO2 foi
avaliada com células humanas de osteosarcoma (Human Osteosarcoma HOS). Os ensaios
de proliferagdo celular foram feitos através do AlamarBlue®, e diferenciagdo celular
através de testes de expressao génica, atividade de fosfatase alcalina e concentragdo de
Osteocalcina por absorbancia espectométrica (Abou Neel et al., 2014). Os autores
concluiram que os biovidros permitem a viabilidade, adesdo e alta proliferacao celular,

além de promover a diferenciagdo de células de osteossarcoma.

2.5.1 C¢élulas ADSC (Adipose Derived Stem Cells)

As células-tronco sdo caracterizadas por sua capacidade de sofrer autorrenovagao e
de se diferenciar em multiplas linhas para formar células de diferentes tecidos do corpo
humano (Gimble, 2005). Elas podem ser derivadas de 6rgaos especificos, como cérebro,
intestino, pulmao, figado, tecido adiposo e medula 6ssea (Wei et al., 2000).

Especificamente, as células-tronco mesenquimais adultas podem ser isoladas da

medula 6ssea ou do tecido adiposo. Com o aumento da incidéncia de obesidade, o tecido
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adiposo subcutaneo ¢ abundante e de facil acesso, além de ser descartado rotineiramente
em processos de lipoaspiragdo (Bray, 2000). As células-tronco isoladas desse tecido sdao
conhecidas como ADSC (4dipose Derived Stem Cells) e sdo capazes de se diferenciar em
células de diversos tecidos, como em células osseas (Bunnell ef al., 2008).

Em estudos in vitro realizados com esse tipo de célula, meios de diferenciagao
especificos sdo utilizados para cada tipo de células desejado. Pesquisas visando
comprovar e avaliar o comportamento de biomateriais capazes de acelerar o processo de
osseointegracdo utilizam células ADSC para avaliar sua diferenciacdo em células dsseas.
Sua diferenciagdo ¢ avaliada através da analise da atividade de fosfatase alcalina e da
producdo de osteocalcina (Soares et al., 2018; Trujillo e Popat, 2014; Cowden et al., 2019;
Pulyala et al., 2017).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Esse trabalho foi desenvolvido e realizado seguindo a sequéncia mostrada pelo

fluxograma da figura 8 abaixo.

Preparacdo das
Amostras

Discos Ti G4 Implante Ti G4

Oxidagéo por
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Eletrolitico (PEQ)

| / Hidroxiapatita (Aldrich CagHO3P3)
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Figura 8. Fluxograma que representa a sequéncia dos procedimentos utilizados na metodologia
desse trabalho.

3.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Dois tipos de amostras foram utilizados: Grupo 1 - discos de Titanio Grau 4 (Ti-G4)
com 6 mm de didmetro e 2 mm de espessura foram cortados por eletroerosdo a fio e em
seguida, lixados com lixas SiC de granulometria de #500 e #800. Depois de lixadas, as
amostras foram limpas no ultrassom com acetona, alcool e 4gua deionizada. Grupo 2 -
implantes dentarios modelo Alvim da Empresa Neodent/SA, fabricados em Titanio Grau
4, sem tratamento de superficie. As amostras do grupo 2 foram utilizadas somente nos

ensaios de insercao.
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3.2 OXIDACAO POR PLASMA ELETROLITICO

O processo de oxidagdo por plasma eletrolitico foi realizado no Laboratério de
Caracterizacao ¢ Ensaios de Materiais da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(LaCEM-PUCPR).

As amostras foram oxidadas pelo método potenciostatico. Estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo avaliaram os parametros do PEO e concluiram que para
obten¢do de uma camada porosa e bem aderida ao substrato, a tensdao deveria permanecer
constante no valor de 350 V pelo tempo de 60 s. O tamanho médio dos poros da camada
¢ de 2 um (Laurindo et al., 2017). O eletroélito utilizado foi uma solugiao aquosa composta
por 4,20 g/1 de Glicerofosfato de Célcio e 26,42 g/l de Acetato de Calcio (Laurindo et al.,
2017).

A)

(+)
‘Fome Elétrica

Eletralito

Figura 9. A) Esquema da Célula eletroquimica B) Célula eletroquimica utilizada na
oxidacdo dos discos de Ti.

A célula eletroquimica utilizada para oxidar os discos de Titanio (figura 9) ¢
composta por uma cuba, fonte elétrica de corrente continua (62012P-600-8/Chroma) e
contra-eletrodo de titanio. Para a oxidag¢ao dos implantes dentarios, foi utilizada a mesma

fonte elétrica, um Becker e um contra eletrodo circular de Titanio (figura 10).
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Figura 10. Célula eletroquimica utilizada na oxida¢&o dos implantes dentarios.

Apo6s o processo de oxidagdo, as amostras foram lavadas com agua deionizada e

secas em uma estufa a 40 °C, onde foram armazenadas até os ensaios subsequentes.

3.3 DEPOSICAO DE BIOCERAMICAS

Apos a realizagdo da oxidacdo anoddica, as amostras foram divididas em trés
grupos para a deposicao das bioceramicas:

1- Hidroxiapatita Sintética (PEO + HAp)

2- Bioglass® 45S5 (PEO + 45S5)

3- Biovidro a base de fosfato de célcio (PEO + PBG)

A hidroxiapatita (em nanoparticulas) utilizada foi a do fabricante Sigma Aldrich®
com composi¢do CasHO13P3; o Bioglass 45S5 (Si02-Ca0O-Na20-P20s ) utilizado foi do
fabricante Sylc®; e o biovidro a base de fosfato de calcio (P20s5-CaO-Na20O-SrOz) foi
desenvolvido no LaCEM-PUCPR com base em estudos anteriores do grupo (Weiss et al.,
2014).

As figuras 11 e 12 abaixo mostram o tamanho médio das particulas de cada grupo

de bioceramicas e sua composi¢do quimica. No grupo 45S5, as medidas foram feitas
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somente das menores particulas, pois as maiores ultrapassam o tamanho do poro obtido

por PEO e ndo seriam depositas dentro dos poros na camada de 6xido.
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Figura 11. Tamanho médio das particulas de cada grupo de bioceramicas.
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A incorporacao das bioceramicas foi realizada manualmente, utilizando luva,
através da friccdo das particulas sobre a superficie oxidada. A intengdo € que as particulas
penetrem nos poros de TiO2, como mostra a figura 13, para permanecerem protegidas e

para que ndo ocorra seu desplacamento durante o processo de inser¢ao no 0sso.

Particulas bioceramica

Osso Ca+
2 N ! . e A

TiO2

camada externa porosa camada externa porosa

Titanio ~ Titanio
Insergao

Figura 13. Esquema da deposi¢do das biocerdmicas sob a superficie obtida através do PEO
antes e ap0s insercao no 0sso.

3.4 CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES PRODUZIDAS

3.4.1 Morfologia e Composi¢ao Quimica

A caracterizacdo das amostras quanto a morfologia e composi¢do quimica da
superficie obtida pelo processo de oxidagdo por plasma eletrolitico ¢ ap6s a deposi¢do
das bioceramicas foi realizada utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV, Vega3 — Tescan) e de Espectroscopia de raios X por Dispersdo de
Energia (EDS, Oxford), localizado no Laboratério de Microscopia Eletronica da PUCPR.

3.4.2 Adesao das particulas

Os testes de adesdo das particulas nos poros de TiO: foram realizados utilizando os
implantes dentarios (Titdnio grau 4, modelo Alvim - Neodent) anodizados e com
incorporacdo das particulas. Para simular as condicdes e esfor¢os sofridos pelo tecido dsseo
foi realizada a inser¢ao do implante em um poliuretano de alta densidade (Sawbones 20
Pcf — Pound per ft — unidade utilizada para quantificar a densidade do material), com

estrutura e densidade similar ao osso do maxilar.
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A inser¢dao do implante no poliuretano (figura 14) foi realizada utilizando um
torquimetro Neodent, aplicando um torque médio de 40 N.mm, que ¢ o valor utilizado por

dentistas durante procedimento cirurgico.

Figura 14. Inser¢ao do implante com superficie modificada no osso sintético - Sawbones.

Para avaliar, apos a insercao do implante, se as particulas permaneceram dentro dos
poros de TiO2, o poliuretano foi cortado transversalmente, conforme mostrado na figura
15, e a analise foi feita utilizando o MEV/EDS. Para comparagao, os testes foram realizados

nas superficies dos implantes com e sem a oxidacdo por plasma eletrolitico.

Figura 15. Osso sintético cortado transversalmente, apos a inser¢ao no implante, para analise no
MEV.
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3.4.3 Dissolugao das bioceramicas

A dissolucao foi feita utilizando a norma ISO 10993-14. Neste ensaio, 0,150 g de
cada um dos grupos das bioceramicas foram colocados em um tubo de ensaio com 30 ml
de solu¢do TRIS (hidroximetil)aminometano ((HOCH2)3CNH2) + HCL, com pH de 7.4,
em um banho-maria a temperatura de 37 °C, em constante movimentacdo. As amostras,
em discos, foram retiradas da solugdo em 7, 14 ¢ 21 dias e a analise foi feita através da

perda de massa, pela equagdo abaixo.

) __ (Massa Inicial-Massa Final)

Perda de Massa (% %X 100 (D

Massa Final

As amostras foram pesadas em uma balanca (AG200, Gehaka) com precisao de
0,0001 g.

A dissolucao das particulas também foi analisada colocando-se os discos de Ti G4
oxidados com as respectivas biocerdmicas em meio de cultivo celular. As amostras foram
analisadas apos 1, 7 e 14 dias de imersdo, por espectrometria de emissdo Optica com
plasma individualmente acoplado (ICP — PerkinElmer Optima 7300 DV). Esse teste foi
realizado no Laboratorio de Solos, Aguas e Plantas no niicleo de Ciéncias Naturais e

Ambientais na Colorado State University em Fort Collins, CO - EUA.

3.5 CARACTERIZACAO DA BIOATIVIDADE

Os ensaios de bioatividade in vitro foram realizados no Laboratorio de Micro e
Nanotecnologia do departamento de Engenharia Mecanica da Colorado State University
em Fort Collins, CO - EUA. Para as analises, foram utilizadas células tronco derivadas
de tecido adiposo humano (Adipose Derived Stem Cells, ADSC). As amostras, discos de
titAnio com oxidacao eletrolitica a plasma e com incorporacdo de bioceramicas, foram
submetidas a exposicao de radiacdo UV, durante uma hora, para a esterilizagdo. Como
grupo de controle foram utilizadas amostras de titanio, somente com PEO, sem a
incorporagao das bioceramicas.

As células foram usadas e replicadas até a segunda passagem e cultivadas em meio
MEM-Alpha Modificacion (Hyclone®), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) contendo 100 IU/mL de penicilina (Hyclone®) e 0,1 mg/mL de estreptomicina,

em estufa a 37 °C. A troca do meio foi realizada a cada dois dias.
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Para a contagem, as cé¢lulas foram desaderidas da superficie do recipiente, com
solucdo de 0,25% de tripsina, centrifugadas a 280 G por 10 minutos e contadas em cdmara
de Neubauer. As células cultivadas foram transferidas para placas de 48 pocos contendo
as superficies de titanio modificado. O plaqueamento foi realizado utilizando 10.000
células/poco, sendo colocados 500 mL em cada pogo.

A bioatividade foi analisada quanto a viabilidade, proliferagao, adesao celular em até

sete dias e quanto a diferenciagdo celular em até trés semanas.

3.5.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi analisada apos 4 e 7 dias de cultivo sob as superficies de
titanio modificadas, utilizando o reagente CellTiter-Blue® Cell Viability Assay. Esse
teste se baseia na habilidade das células vivas em converter um corante de reducao
(Resazurina) em um produto fluorescente (Resorufina). Células ndo viaveis (mortas)
perdem rapidamente a capacidade metabodlica e ndo geram o sinal fluorescente. Apds a
incubacdo das superficies, o meio de cultivo foi aspirado e entdo foi adicionado 500 pL
de meio fresco + 50 puL da solugdo de (10%) CellTiter-Blue®. Em seguida, foi realizada
uma nova incubagao por 8 horas em uma estufa a 37 °C. Apos isso, 100 pL da solucao
foram transferidos para uma placa de 96 pocos para ser realizada a leitura da densidade
optica em espectrofotdometro (FLUOstar Omega). O comprimento de onda utilizado para
a analise foi de 570 e 600 nm. O percentual de reducao de CellTiter-Blue® foi calculado

e descrito seguindo as instrugdes do fabricante.

3.5.2 Proliferagdo Celular

As células foram fixadas nas superficies modificadas, apos 4 e 7 dias de cultivo, com
solugdo de 3,7% de formaldeido e permeabilizadas com solucdo de 1% de Triton X-100
diluido em PBS (Phosphate Buffered Saline). Apos isso as células foram marcadas com
as sondas fluorescentes Rodamina (1:200) por 25 minutos, para corar os filamentos que
evidenciam o citoesqueleto, € com Dapi (105 pL/mL), para marcagdo do ntcleo, por 5
minutos. Em seguida foram lavadas e mantidas em PBS até a analise com microscopio

de fluorescéncia (Zeiss Imager.A2).
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Foram capturadas 5 imagens de cada amostra usando 10x de magnitude. A contagem
do nimero de células em cada superficie foi feita através do software ImageJ, contado

pelo numero de nucleos, marcados por Dapi.

3.5.3 Interacao Célula/Biomaterial

Apds 4 e 7 dias de cultivo, as células foram fixadas nas superficies das amostras
através do fixador primario, uma solu¢do composta por 3% de gluteraldeido + 0,1 M de
cacodilato de sédio + 0.1 M de sucrose por 45 minutos. Em seguida as amostras foram
incubadas em uma solucao tampao, composta por 0.1 M de cacodilato de so6dio + 0.1 M
de sacarose por 10 minutos. Ap6s serem fixadas, as células foram desidratadas utilizando
solugdo de 35, 50, 70 e 100% de alcool etilico, por 10 minutos, respectivamente. Em
seguida foram incubadas por 10 minutos em solucdo de hexametildisilazano (HMDS). As
superficies foram entdo metalizadas com ouro e analisadas através do Microscopio

Eletronico de Varredura (MEV).

3.5.4 Diferenciagdo Celular

3.5.4.1 Fosfatase Alcalina

A concentragdo de fosfatase alcalina, que ¢ indicadora da diferenciagdo das células
mesenquimais em osteoblastos, foi analisada apds 1, 2 e 3 semanas de cultivo. As células
foram lisadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 minutos em temperatura ambiente. Apds
esse tempo, 50 pL da solugdo foi transferida para uma placa de 96 pocos com mais 150
pL da solucdo de trabalho do kit (ALP - Quantichrom Bioassay System). A analise foi
feita através da leitura da placa no espectrofotometro com comprimento de onda de 405

nm, no tempo 0 e ap6s 4 minutos e através do célculo indicado pelo fabricante.

3.5.4.2 Osteocalcina

A expressao das células dsseas diferenciadas foi feita através da quantificagdo da area
de Osteocalcina, avaliada por imunofluorescéncia, apds 1, 2 e 3 semanas de cultivo. Para
isso, as células foram fixadas com 3,7% de formaldeido e incubadas por 15 minutos em

temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas com 1% de Triton X-100 diluido em
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PBS, por 3 minutos. Apos isso foram incubadas por 30 minutos com BSA e em seguida
incubadas com anti-osteocalcina (1:100) por 60 minutos em temperatura ambiente.

Na sequéncia, apos lavagem com PBS, as amostras foram novamente incubadas por
45 minutos, com anticorpo secundario FITC (1:200 em PBS com 1% de BSA) e entdo
marcadas com Rodamina (1:200) por 30 minutos, nos ultimos 5 minutos foi acrescentado
o marcador Dapi (105 pL/mL).

As amostras foram armazenadas em PBS, no escuro ¢ a 4 °C, até a analise no
microscopio de fluorescéncia. As imagens foram capturadas com 10x de magnitude ¢ a

porcentagem da area de Osteocalcina foi calculada através do software Imagel.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises experimentais dos ensaios de bioatividade foram realizadas com 3
repeticdes para cada grupo e foram apresentados como média e desvio padrao. Para
determinar a diferenca estatistica entre os grupos foi realizada a andlise estatistica de
variancia (ANOVA) e teste de comparacao Tukey. A significancia foi considerada com
os seguintes valores de p: (*) para p < 0,05; (**) para p < 0,01; e (***) para p < 0,001.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Microcal Origin 8.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES PRODUZIDAS

4.1.1 Morfologia e Composi¢cao Quimica

A figura 16A mostra a morfologia, ampliada por MEV, da camada de 6xido de TiO2
obtida através da PEO, sobre o Ti-G4. A superficie estd de acordo com as superficies
obtidas por Laurindo et al. (2017), que utilizou as mesmas condi¢des de ensaio, €
Yerokhin et al. (1999) que explica a presenga dos poros, causada pela ruptura dielétrica
da camada de 6xido.

A composicao quimica foi avaliada por EDS para confirmar a incorporagdo de ions
de calcio e fosforo na nova superficie, como mostra a figura 16B. A literatura avalia a
quantidade desses elementos por uma razao de Ca/P e considera o valor de 1.67/1 (razao
encontrada no tecido 0sseo) como razdo minima para melhorar as propriedades de
bioatividade do titanio (Terleeva et al., 2010; Abbasi et al., 2011). Laurindo et al. (2014)
mostra que essa razao permanece acima do valor minimo em processos de PEO que
utilizam tensao maior que 300 V.

A figura 17 mostra a superficie apos a deposi¢do das bioceramicas. E possivel
observar que em todos os grupos, apesar das diferencas de tamanho e de morfologia, as
particulas foram incorporadas dentro dos poros. A literatura mostra resultados da
incorporagao de HAp através da técnica de eletroforese na camada TiOz obtida por PEO.
Kim et al. (2009) avaliou a variacao de concentragao de etanol (em volume) no eletrélito
durante o processo e a superficie obtida com 25% do mesmo, onde ¢ encontrada a maior
quantidade de HAp, mostra similaridade com a superficie que obtivemos através da
deposicao mecanica manual, que tem a vantagem de ser um processo mais simples que a

eletroforese.
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Figura 16. A) Analise da superficie de TiO, em discos de Ti-G4, obtida apos o PEO. A escala
corresponde a 20 pm; B) Analise quimica através de EDS da superficie de 6xido de TiO», obtida
ap6s PEO.
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Figura 17. Eletromicrografia da superficie apos deposigdo das particulas de bioceramicas. A)
HAp; B) Biovidro 45S5 e C) PBG. A escala corresponde a 5 pm.

4.1.1 Adesao das particulas bioceramicas

A andlise por MEV/EDS dos implantes foi feito antes e depois da inser¢do no
poliuretano, como ¢ mostrado pela figura 18. Sdo implantes com superficie modificada

por PEO e com deposi¢ao de biovidro PBG.
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Figura 18. Imagens de MEV dos implantes A) e B) antes da inser¢éo, C) depois da insercdo no
poliuretano. A escala corresponde a A) 2 mm B) e C) 1 mm.

ApoOs a insercao dos implantes no poliuretano, foi feito a EDS pontual para
comprovar que as particulas dentro dos poros eram de bioceramicas e ndo residuos do
poliuretano. A figura 19 mostra eletromicrografia do implante antes e depois da insercao,
com HAp, biovidro 45S5 e biovidro PBG, respectivamente. Os resultados foram
comparados com titanio usinado, implante sem tratamento de superficie, onde se observa
o desplacamento total das particulas em sua superficie. Em todos os grupos, as particulas

foram protegidas do desplacamento pelos poros obtidos através do PEO.
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Figura 19. Imagens de MEV para verificar a permanéncia das particulas dentro dos poros antes
¢ apods a inser¢do no poliuretano, com o respectivo EDS apos a inser¢ao. A) e B) Titanio
usinado; C) e D) HAp; E) e F) 45S5 ¢ G) e H) PBG. A escala corresponde a 1 pm.

4.1.2 Dissolucao

O resultado obtido através do ICP, na dissolugdo em meio de cultivo celular, do
biovidro PBG, 45S5 e HAp ¢ apresentado nas figuras 20, 21 e 22, respectivamente. Os

graficos mostram linhas tracejadas como o controle (s6 meio de cultivo) € o meio de
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cultivo com as respectivas superficies nas linhas cheias. E possivel observar o inicio da
dissolucdo logo a partir do primeiro dia, em todos os grupos, pelo aumento do numero de
ions dos elementos presentes nas respectivas bioceramicas. Apesar disso os resultados
foram inconclusivos, pois o aumento da concentra¢do de ions foi muito baixo,

apresentando pouca diferenga com o controle.
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Figura 20. Analise de ICP da dissolug@o do biovidro PBG em meio de cultivo celular. As linhas
tracejadas representam ions liberados pelo controle e as linhas cheias pelo meio de cultivo com

PBG.
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Figura 21. Analise de ICP da dissolucdo de HAp em meio de cultivo celular. As linhas
tracejadas representam ions liberados pelo controle e as linhas cheias pelo meio de cultivo com
HAp.
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Figura 22. Analise de ICP da dissolug@o do biovidro 45S5 em meio de cultivo celular. As linhas
tracejadas representam ions liberados pelo controle e as linhas cheias pelo meio de cultivo com
458S5.

Como os resultados obtidos através da analise de ICP foram inconclusivos,
resolvemos testar o método de dissolugdo de particulas que segue a norma ISO 10993-
14, utilizando meio de dissolu¢ao de TRIS+HCI. A figura 23 compara a dissolu¢ao do
biovidro comercial 45S5 e do biovidro PBG. E possivel observar que o biovidro 4585
comeca a se dissolver rapidamente, enquanto o biovidro PBG tem um aumento na
dissolug¢ao somente depois de 21 dias. O comportamento do PBG est4 de acordo com o
estudo de Weiss et al. (2014), que mostra o resultado da sua dissolu¢dao, com a mesma
composicdo, através de porcentagem de perda de massa. Os resultados mostram um
crescimento notavel depois de 21 dias de dissolucdo. Isso se deve a presenca de Sr na
composi¢ao do biovidro, que ¢ um elemento modificador de rede. Estudos mostram que
biovidros a base de fosfato de calcio com composi¢dao P2Os — CaO — Na2O, sem presenga
de Sr, possuem menor durabilidade quimica e maior taxa de dissolugdo (Kiani et al.,
2012). Além disso, a presenga de alumina (proveniente do cadinho para a fusdo do vidro
PBG) pode também retardar sua dissolugao.

De acordo com Pryce e Hench (2003), que avaliaram a dissolu¢do do biovidro 45S5
através da andlise de ICP, o biovidro 45S5 possui uma rapida degradacao durante as horas
iniciais do teste, mas tende a estabilizar seu comportamento, o que pode ser observado

também, nos nossos resultados. Essa redugdo na taxa de dissolugdo ocorre devido aos
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ions de calcio que possuem dificuldade de atravessar a camada rica em silica para o meio
aquoso.

A dissolucdo da HAp ndo foi possivel de ser realizada no mesmo teste, pois as
particulas usadas no trabalho sdo pequenas, sendo dificil filtrar para a pesagem de perda
de massa. Porém estudos mostram que sua dissolucdo ¢ lenta e quase inexistente (Lower

etal., 1998, Wu et al., 2001, Tang et al., 2003).

—A— 4585
—8—PBG
o=
S
1
g
4
=
g
= 1
-
o]
~
2
0 T T T T
7 14 21 28

Tempo (dias)

Figura 23. Dissolucdo do biovidro 45S5 e do PBG em solugdo TRIS+HCL.

4.2 CARACTERIZACAO BIOLOGICA

4.2.1 Viabilidade e Proliferacao Celular

A viabilidade celular ¢ calculada pela porcentagem de reducdo do reagente CellTiter-
Blue®. A figura 24 mostra o grafico da viabilidade no dia 4 e no dia 7 de cultivo celular.
Os tnicos grupos que apresentaram diferenca estatistica com o controle (PEO) foram o
grupo 4585 e o grupo PBG no dia 7 de cultivo celular.

O grupo 45S5 apresentou a maior média de crescimento entre os dias, mas apesar
disso ¢ possivel observar que em nenhum dos grupos a superficie foi toxica e que todos

se apresentaram vidveis para o crescimento celular.
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O comportamento das amostras de PEO durante cultivo celular ¢ mostrado por Wu
et al. (2015), o qual mostra que, apesar das superficies apresentarem uma maior tendéncia
a proliferacdo e diferencia¢do celular, durante os primeiros dias de cultivo ela pode
apresentar pouco crescimento. Segundo esse estudo, essas diferengas no comportamento
celular podem ser devido a uma sinergia geral da rugosidade superficial, tamanho dos

poros, energia superficial, composi¢cdo quimica e outras caracteristicas.
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Figura 24. Viabilidade celular feita através da reducao de CellTiterBlue. Analise estatistica
representada por (**) p < 0,01 e (***) p <0,001.

A contagem do numero de células presentes na superficie no dia 4 e no dia 7 de
cultivo foram feitas através de imagens de microscopia de fluorescéncia utilizando o
software ImagelJ e apresentadas na figura 25. Os Unicos grupos que apresentaram
diferencga estatistica entre os dias 4 ¢ 7 foram o0 45S5 e o PBG.

Podemos observar que a média do grupo do biovidro PBG diminuiu
consideravelmente no dia 7 de cultivo celular, essa perda pode estar relacionada a adesao
de células no fundo do pogo da placa de cultivo e ndo na superficie da amostra. Sugerimos
que com a maior dissolu¢do do grupo 45S5 nos primeiros dias de cultivo celular, a ligagao
Si-OH formada pela hidrélise da silica tenha favorecido a proliferagdo e a viabilidade

(Hench et al.,1993, Ostomel et al., 2006, Islam et al., 2017,).
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Figura 25. Numero de células presentes nas superficies dos grupos, no dia 4 ¢ 7 de cultivo
celular. Analise estatistica representada por (**) p <0,01 e (***) p <0,001.

4.2.2 Interacdo Célula/Superficie

A interacdo das células com a superficie ¢ mostrada através de imagens de MEV nos
dias 4 e 7 de cultivo celular (estudo curto) e semana 1 e semana 3 (diferenciacdo). A
figura 26 mostra imagens do estudo curto (setas indicam a presenca das células). E
possivel observar que todos os grupos mostraram baixa densidade de células, o que pode
ser explicado por estarem em poucos dias de cultivo. Wu et al. (2015) mostram imagens
de MEV da interagdo da superficie de PEO com células de osteosarcoma, sdo mais
arredondadas nos primeiros dias de cultivo celular e tendem a se alongar, melhorando a
interacao com a superficie.

Xynos et al. (2000) avaliaram a interacdo de osteoblastos na superficie do biovidro
4585, que estdo de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho. Com dois dias de
cultivo elas ainda eram mais arredondadas, porém com seis dias elas ja se apresentavam
mais espalhadas e fixadas, entendendo que o substrato auxiliou em sua ancoragem e
espalhamento.

Ja no estudo de diferenciagdo (figura 27) todos os grupos apresentaram crescimento
da interagdo celular com a superficie. Em todos os grupos, ocorreu a formag¢ao de uma
“camada celular” sobre a superficie, ndo apresentando diferenca aparente entre eles na

semana 3.
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Figura 26. Superficies ap0ds cultivo celular em 4 e 7 dias.
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4.2.3 Diferenciacao Celular

4.2.3.1 Fosfatase Alcalina

A fosfatase acalina (ALP) ¢ a primeira proteina que indica a presenca de células
Osseas na superficie do implante. Sua andlise ¢ feita comparando a quantidade dessa
proteina, especifica de osteoblastos, com todas as proteinas presentes na superficie.

A figura 28 mostra o aumento da quantidade de ALP durante a semana | e semana
3. Somente o grupo 45S5 nao apresentou diferenga estatistica com o controle durante a
primeira semana de cultivo celular. Ja na terceira semana, todos os grupos apresentaram
diferenca estatistica com o controle. O grupo que apresentou a maior média de ALP em
sua superficie foi o biovidro PBG. Estudos mostram que quanto maior a atividade de ALP
maior proliferacdo e diferenciagdo das células ADSC em células ésseas (Stein et al., 1990;
Grafenau et al., 2000). Kim et al. (2009) também observaram o crescimento da atividade
de ALP em uma superficie com HAp em poros de TiO: através da técnica de eletroforese
em relagdo as superficies de Ti puro e PEO. Abou Neel et al. (2014) mostram uma alta
atividade de ALP em vidros a base de fosfato de calcio com TiO" em sua composi¢do, o
que pode ser comparado ao resultado obtido pelo biovidro PBG em nosso estudo. Esse
comportamento pode ser explicado pela liberagdo de ions de Ca e P durante sua
dissoluc¢do, que altera o comportamento e a resposta celular da superficie, podendo
favorecer a adesdo e proliferagdo de células e, consequentemente, melhor a capacidade

de osseointegragcdao (Maeno et al., 2005; Abou Neel ef al., 2009; Hoppe ef al., 2011).
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Figura 28. Quantidade de Fosfatase Alcalina nas superficies, durante a semana 1 ¢ semana 3 da
diferenciacgdo celular. Diferenca estatistica representada por (*) p < 0,05, (***) p <0,001.

4.2.3.2 Osteocalcina

A osteocalcina ¢ a proteina mais abundante durante a formacao da matriz dssea, e
indica o inicio do processo de mineralizagdo. A produ¢ao de osteocalcina ¢ um marcador
do osteoblasto maduro, ou seja, na formagao do tecido 6sseo. Nas imagens de microscopia
de fluorescéncia (figura 29), sua presenga ¢ marcada pela cor verde (anticorpo secundario
conjugado ao FITC, utilizado no protocolo de preparagdo das amostras para
immunofluorescéncia).

E possivel observar uma formagcao significativa de osteocalcina em todos os grupos
apos 3 semanas de ensaio, sendo que no grupo do biovidro PBG sua quantidade ¢
visivelmente maior. Isso pode ser explicado pela dissolu¢do do biovidro PBG, que tem
inicio somente ap6s 7 dias no organismo, com crescimento elevado da dissolugdo a partir
de 21 dias, como mostra Weiss ef al. (2014). Estudos mostram que com sua dissolugao,
sdo liberados ions de Ca e P no meio que podem favorecer a diferenciagdo celular (Abou
Neel et al., 2014; Maeno et al., 2005; Abou Neel et al., 2009; Hoppe et al., 2011; Julien
et al., 2009). O calcio ¢ um elemento essencial para a formagao dssea e ele, como ion, é
capaz de realizar ligagdes com moléculas de proteinas da matriz dssea que desempenham
um papel muito importante para atrair osteoblastos a superficie do implante (Sul et al.,

2004), o que pode justificar a maior quantidade de osteocalcina.
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Os bons resultados obtidos pelo grupo 45S5 podem ser justificados pelas ligagdes Si-
OH que permitem a formagao de uma camada de apatita ao redor de sua superficie, que
atrai células formadoras de tecidos 6sseos e acelera o processo de osseointegracdo (Islam

etal., 2017).

Semana 1 Semana 3

4585 HAP PEO

PBG

Figura 29. Microscopio de Fluorescéncia durante a semana 1 e semana 3 da diferenciagdo
celular. Ampliacdo 10x e escala 60 pm.
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A porcentagem da area de osteocalcina normalizada pelo nimero de células em cada
superficie ¢ mostrada na figura 30. Na primeira semana da diferenciagdo celular, o tinico
grupo que apresentou diferenca estatistica com o controle foi a HAp, a qual ndo
apresentou quantidade significativa da proteina. Quando comparamos o aumento da area
na semana 3, observamos que os unicos grupos que nenhum grupo apresentou diferencga
estatistica com o controle.

Apesar disso, a maior média de crescimento de area foi do grupo biovidro PBG, que
confirma que sua dissolucdo e liberacdo de ions para o meio ou o organismo favorecem

o crescimento de células dsseas ao seu redor.
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Figura 30. Area de Osteocalcina normalizada pelo nmero de células em cada superficie,
durante a diferenciacéo celular em 1 e 3 semanas. Diferenca estatistica representada por (*) p <
0,05, (**).
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5. CONCLUSOES

A combinacdo da técnica de PEO com a deposicdo mecanica de bioceramicas foi
utilizada com sucesso para produzir uma camada de revestimento bioativo na superficie
dos implantes de Ti, sem a ocorréncia de desplacamento. As particulas permaneceram
protegidas dentro poros, mesmo ap6s inser¢do do implante no poliuretano.

O comportamento celular das superficies durante o cultivo foi afetado pela presenca
de particulas de biovidros. Principalmente para as amostras de PEO+45S5 e PEO + PBG,
que apresentaram uma maior atividade de ALP e de produgdo de osteocalcina em
compara¢ao com a superficie somente com PEO e PEO+HAp apds a semana 3. Esta
melhora foi atribuida a incorpora¢do bem sucedida de particulas de biovidro nos poros da
camada de TiO:2 e devido a dissolugdo dessas particulas, que favoreceram o crescimento
de células formadoras de tecido 6sseo.

Isso sugere que todos os grupos que combinaram a técnica de PEO com a deposicao
de biovidros formam uma superficie bioativa, e podera ser utilizada para melhorar a

osseointegracdo de implantes biomédicos.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a possibilidade de outros métodos de deposicao das bioceramicas nos poros
de TiO2 obtidos através do PEO;

Avaliar o impacto da mudanga do pH pela dissolugdao das bioceramcias durante o
cultivo celular;

Realizar os testes de cultivo celular utilizando outras combinagdes de biovidros a
base de fosfato de calcio, com diferentes niveis de degradagao;

Avaliar uma possivel técnica de dissolu¢do mais efetiva para HAp.
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