60° Congresso Brasileiro de Ceramica
15 a 18 de maio de 2016, Aguas de Lindoia, SP

ESTUDO COMPARATIVO DE DIFERENTES SUPERFICIES DO COMPOSITO
ALUMINA-ZIRCONIA DE NATUREZA BIOINERTE

Araujo, Onara Maisa M?; Lombello, Christiane. B?; Ussui, Valter?, Lima,
Nelson?; Rossi, Wagner?; Ribeiro, Christianel.
1 Centro de Engenharia, Modelagem e Ciéncias Sociais Aplicadas — CECS,
Universidade Federal do ABC - UFABC.
2 Centro de Ciéncia e Tecnologia de Materiais - CCTM, IPEN.
Av. dos Estados, 5001 - Bangu, Santo André - SP, 09210-580
onara.maisa@aluno.ufabc.edu.br

RESUMO

Diferentes técnicas para a melhora das condi¢cdes superficiais vém sendo
propostas no desenvolvimento de biomateriais. Neste trabalho propds-se um
estudo comparando trés padrbes diferenciados de superficies para ceramicas
85%AI203-15%Zr02. Analisaram-se as propriedades superficiais das amostras
apos sinterizacdo, comparando com superficies polidas e superficies
texturizadas com laser de femtossegundo. As superficies foram caracterizadas
quanto a rugosidade média, molhabilidade e microscopia eletrénica de
varredura. Analisou-se também, o comportamento de adesao celular, utilizando
células Vero (ATCC, CCL- 81). Os resultados revelaram uma forte correlacéo
entre os parametros de rugosidade e molhabilidade com o comportamento de
adesdo e morfologia celular. Observou-se que o efeito do laser tornou a
superficie com tendéncia hidrofébica e gerou uma microrugosidade controlada.
Apesar da menor taxa de adesdo, comparada as demais superficies, houve
espalhamento celular mais intenso sobre estas superficies, além de vesiculas
na superficie das células aderidas, evidenciando uma favoravel atividade
metabolica das células neste tipo de superficie.
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INTRODUCAO

A escolha de um material biocompativel, mesmo nos dias de hoje
representa uma tarefa bastante dificil, em virtude de uma série de estudos
envolvendo os materiais tradicionais até os mais inovadores, explorando as
diferentes classes de materiais @ @)

Dentre os biomateriais, podem-se destacar os ceramicos, em funcéo de
uma série de propriedades como a biocompatibilidade, osteoconducdo e a
semelhanca estrutural com a fase mineral do osso, caso das ceramicas de

fosfatos de calcio, onde é possivel enquadrar tanto as bioativas quanto as
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bioinertes. Ja a alumina (Al203), a zircbnia (ZrO2z), ou 0 composito formado pela
associacdo das duas fases apresenta uma resposta interfacial que permite
caracteriza-las como bioinertes, ou seja, apés implantacdo ha formacdo de
uma fina camada fibrosa em torno do implante, minimizando sua interagcdo com
o tecido vivo @ @),

Uma das propriedades avaliadas para implantes destinados a substituicéo
e reparo 0sseo, principalmente em materiais de natureza estrutural, como as
ceramicas a base de alumina e zircbnia, € a osteointegracdo. O conceito de
osteointegracdo esta centrado na interface osso-implante, sendo necessaria,
portanto, uma boa interacdo entre ambos. A interagdo do implante com células
e tecidos é influenciada pela topografia, em niveis macroscépicos e pela
rugosidade, a niveis microscopicos. O implante deve apresentar uma
morfologia superficial que possibilite a adeséo e crescimento das células ),

A rugosidade superficial permite uma intima unido entre o tecido 6sseo e o
implante, tendo assim um papel importante nos eventos bioldégicos que
sucedem a implantacdo ®- A superficie desses materiais esta intimamente
relacionada a energia de superficie, uma alta energia de superficie implica uma
melhor molhabilidade e por consequéncia maior afinidade por adsorcao de
proteinas e, por consequéncia uma integracdo mais eficaz @ .

Atualmente vém-se pesquisando novos tratamentos de superficie que
aprimorem as propriedades fisico-quimicas das superficies dos biomateriais,
buscando uma melhor resposta tecidual e efetiva osteointegracdo “- ©). A
proposta deste trabalho foi analisar diferentes topografias de um mesmo
compésito ceramico, em funcdo de diferentes tratamentos superficiais. Foram
correlacionados dados de rugosidade e molhabilidade com o comportamento
de adesdo e morfologia celular na previsdo da resposta tecidual, admitindo
diferentes condi¢des de superficie (material como processado, apéds polimento

e texturizado com laser femtossegundo).

MATERIAIS E METODOS

O composito, alumina—zircénia, 85A15Z (85% massa Al203- 15% massa
ZrO2 estabilizada com 3 mol % Y203) foi obtido pelo método de co-precipitacéo
de hidréxidos de aluminio, zircénio e itrio em meio amoniacal, fixando

concentracdo de oOxidos em 35g/L, na solucdo de partida. Os precipitados
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resultantes foram filtrados e lavados com &agua destilada até eliminacao
completa de ions cloreto e, submetidos a destilacdo azeotropica para evitar a
formacdo de aglomerados densos, durante a secagem. Em seguida, 0os pés
foram calcinados a 800°C por 1 hora e submetidos a moagem por 16h em
etanol, seguido de secagem a 80°C por 24 horas e finalmente, desaglomerados
em almofariz de agata.

Os poés obtidos, na devida composicdo (85A15Z), foram prensados
uniaxialmente em matriz cilindrica de 10mm de diametro, adotando presséao de
compactacdo de 76MPa e sinterizados a 1650°C por 2 h em forno tipo caixa
(Lindberg), adotando taxa de aquecimento de 10° C/min até 800°C e 5°C/min
até temperatura de sinterizacdo. As amostras obtidas foram separadas em 3
grupos de acordo com etapa de acabamento superficial e nhomeadas como
G1,G2 e G3, sendo: G1= superficies como processadas, sem acabamento
superficial; G2= superficies polidas (acabamento final com polimento nas
pastas de diamante 15 ym, 6 ym e 1um ) e G3= superficies polidas (mesmo
tratamento do grupo 2), seguida de texturizacdo com laser de femtossegundo.

Adotou-se laser com taxa de repeticdo controlada de 1 a 4000 Hz; energia
por pulso de até 1 mJ; largura temporal controlada a partir de 30 fs e
comprimento de onda centrado em 790 nm. A partir disso, foram definidas as
condicbes de texturizacdo com laser femtossegundo, sem efeito térmico, para
superficies dos compdésitos ceramicos com: E= 7ud (energia); Np= 1 (numero
de pulsos); F= 2,3J/cm? (fluéncia).

A caracterizacdo superficial foi avaliada quanto a rugosidade média e
qguanto a molhabilidade. A rugosidade superficial das amostras (Ra) foi medida
utilizando um rugosimetro de contato (Instrutherm RP-200). Adotou-se 3
amostras para cada grupo, e as medidas foram realizadas em triplicatas,
explorando diferentes direcbes de varredura para uma mesma amostra.
Determinou-se a média para cada grupo de amostras, obtendo-se o0s
respectivos valores de rugosidade média para cada tipo de superficie.

As medidas de angulo de contato foram feitas a temperatura ambiente
utilizando o Tensidometro (Attension KSV), e agua destilada como fluido de
deposicao. Estas medidas foram realizadas criteriosamente no mesmo dia, ndo
sendo observada oscilagcao de temperatura durante as medidas, considerando

também o efeito de estabilidade e equilibrio da gota. Manteve-se 0 mesmo
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numero de amostras (3) para cada grupo, sendo que para cada superficie, as
medidas foram feitas em triplicatas, admitindo posi¢cées diferentes para
deposicao da gota.

As ceramicas também foram caracterizadas quanto a sua interacao
celular por meio de testes in vitro. O teste de adesao foi realizado em um
periodo de 2 horas para verificar a aderéncia de células ao biomaterial na fase
inicial de interagdo. Foram utilizadas células Vero (ATCC, CCIAL-057, obtidas
no Instituto Adolfo Lutz, SP), cultivadas em meio HAM F-10, com 10% de soro
fetal bovino, e 10% de solucdo antibidtica (penicilina / estreptomicina). As
células foram mantidas a 37 °C, e 5% de COs..

Neste ensaio uma amostra pertencente a cada grupo recebeu uma
aliquota de suspensdo celular contendo aproximadamente 2,6 x 10* células /
mL. Apés o periodo de 2 horas as amostras foram fixadas com glutaraldeido
(2,5%). Na sequéncia, foi feita nova contagem de células sobre a superficie das
amostras testadas, com o programa Image J (NHI, Bethesda, MD, USA), a fim
de realizar uma comparacdo do numero de células aderidas nas diferentes
superficies e verificar qual situacéo teve melhor aderéncia.

Com intuito de observar a influéncia da topografia das amostras no
comportamento celular, as superficies foram caracterizadas ap0s
processamento, antes dos ensaios in vitro, por Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV), utilizando microscépio Philips - XL 30 (CCTM-IPEN). Ja a
morfologia celular para os diferentes grupos e adesao celular foi investigada
utilizando microscépio JEOL 6010-LA (UFABC). As amostras foram mantidas
em geladeira e na sequéncia, lavadas em &agua destilada, desidratadas em
séries crescentes de etanol, e por ultimo, tratadas com acetona. A analise por
microscopia eletrdnica de varredura foi feita ap6s metalizacdo das superficies

com ouro, sendo mantidas em estufa a vacuo, até o momento de observacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras obtidas apresentaram densidade equivalente a 98,6%x
0,01 Dt (densidade teérica), determinada pelo método de Arquimedes.
O difratograma na Fig.1 revelou além da fase majoritaria da alumina, as

diferentes fases polimorficas da zircOnia presentes neste composito. Sabe-se
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gue cada fase da zircénia implica em propriedades mecanicas diferentes e para
a utilizacdo desta ceramica para fins médicos € necessaria a estabilizacdo da

fase tetragonal ou clbica a temperatura ambiente (1) ),
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Figura 1- Difratograma de raios X da ceramica 85A15Z obtida.

A tabela 1 abaixo apresenta os dados de rugosidade, os valores de Rm

para cada grupo de amostras, com seus respectivos valores de desvio-padrao.

Tabela 1: Valores de Rugosidade Média para os trés grupos em estudo,

considerando medidas em triplicata para cada amostra individual.

Grupo Gl G2 G3
Amostra
1 1,634 £ 0,459 ym 0,023 + 0,009 ym 0,434 + 0,024 uym
2 1,706 + 0,870 ym 0,027 £ 0,004 ym 0,439 £0,041 um
3 2,004 + 0,138 uym 0,037 £ 0,012 ym 0,445 £+ 0,007 ym
Médias * erro 1,781 £ 0,489 um 0,029 + 0,008 um 0,439 + 0,024 uym

Os dados revelam que G1 apresenta maior rugosidade, comportamento
ja esperado, em funcdo da auséncia de etapa de acabamento superficial
realizada. As superficies G2 apresentaram uma menor rugosidade, resultado
previsto por tratar-se de uma superficie que recebeu polimento. Ja para G3 foi
detectado comportamento intermediario na avaliacdo da rugosidade média. E
importante ressaltar que as superficies G3 foram submetidas a um processo

prévio de polimento antes do laser. Diante disso, pode-se afirmar que o0s
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valores de rugosidade obtidos podem estar associados a natureza da
topografia superficial, sendo formado por uma regido lisa, resultado do
acabamento prévio, intercalada com regides de sulco organizadas e
perpendiculares entre si, resultantes do tratamento com o laser.

Diante dos valores de rugosidade média encontrados € possivel
enquadrar as superficies G2 como superficies nanorugosas (Ra inferior a 0,1
pm), enquanto as superficies G1 e G3 s&o definidas pela presenga de um
padrdo de microrugosidade (Ra de 0,1 a 100 uym) ®. Nenhum grupo ficou
definido pela presenca de uma macrorugosidade (Ra superior a 100 um).

O efeito benéfico da superficie nanorugosa para um sistema material na
colonizacéo celular tem sido discutido em funcdo do aumento da concentragéo
de células que desenvolvem uma conformacdo espacial 6tima para adesédo
mediada por proteinas ©),

Na tabela 2 estdo presentes os dados de molhabilidade, os valores dos
angulos de contato medidos para os diferentes grupos.

Tabela 2: Média do angulo de contato com o desvio padrédo para as superficies

G1, G2 e G3.
GRUPO Gl G2 G3
Amostr
1 34,5°+19 96,1°+0,6 127,1°+ 2,8
2 33,2°+3,3 96,3°+0,1 126,7°+ 2,4
3 351°+1,0 97,6°+0,6 122,9°+1,8
Média = erro 34,3°+0,7 96,67°+0,6 125,1°+1,8

As superficies das amostras G1 revelaram um valor médio de angulo de
contato, com uma tendéncia hidrofilica expressiva, comportamento
normalmente recomendado para um melhor desempenho biolégico de
materiais destinados a confecgdo da maioria dos implantes disponiveis
atualmente ).

As superficies das amostras G2 apresentaram um comportamento

intermediéario, considerando o valor médio do angulo de contato. Durante a
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coleta de dados para este grupo, as medidas apresentaram menor variacao
gquando comparadas a G1, comportamento que pode ser comprovado pelo
menor desvio padrdo calculado.

As superficies das amostras G3 apresentaram maior valor médio de
angulo de contato, tal valor reflete um carater hidrofébico, isso pode ser
explicado devido o proprio processo de texturizacdo. Estudos com o laser
femtossegundo mencionam a ocorréncia da desidratagdo superficial
ocasionada pela alteracdo de grupamentos superficiais, além do fendmeno de
ablacao ©),

A partir do ensaio de adesdo celular, avaliado em um periodo de 2
horas, foi possivel observar para cada grupo um comportamento diferente
associado a interacdo célula-superficie. Para a andlise microscépica foram
varridos 10 campos de aproximadamente 0,04 mm? para cada amostra.

O numero de células foi contabilizado através do programa ImageJ,
sendo observado que G3 teve o valor mais baixo de células por campo varrido,
indicando que as células tiveram uma menor adesdo comparada aos outros
grupos de amostras. Esse comportamento pode ser explicado em funcdo da
baixa molhabilidade apresentada por esse grupo. Além disso, a
microrugosidade medida nas superficies G3 pode ter colaborado para a dificil
adesao celular nestas superficies texturizadas com laser.

Detectou-se maior niumero de células aderidas nas superficies G1, tal
comportamento pode ser explicado pela maior rugosidade apresentada.
Segundo a literatura uma area superficial rugosa possui mais sitios para as
células se aderirem do que quando comparada as superficies G2 que
passaram por etapa de polimento apds seu processamento ©). Outro fator que
favoreceu a adesdo em G1 foi a alta molhabilidade apresentada nestas
superficies, definindo um comportamento hidrofilico bastante favoravel ao
condicionamento de adesé&o.

A Andlise de Variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar as amostras
dos trés grupos, e para verificar a existénciade diferenca relevante entre as
suas medias utilizou-se o teste de Tukey e Bonferroni (dados estatisticamente
diferentes quando < 0,05), neste caso a ANOVA foi realizada considerando um

fator Unico.
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A partir dos resultados obtidos pelo software GraphPad Prism 5,
aplicando a analise ANOVA e teste Tukey, verificou-se que houve diferenca
significativa entre os grupos (G1-G3), e entre os grupos (G2-G3). Porém entre
as superficies (G1-G2) ndo houve diferenca estatistica.

A avaliacdo morfolégica revelou um comportamento especifico para
cada uma das superficies analisadas, sendo observada maior variacdo entre a
morfologia das células da superficie G1 frente aos demais grupos G2 e G3.
Normalmente, as células Vero apresentam caracteristicas de fibroblastos,
morfologia achatada e alongada, e um padrdo de crescimento tipico, sendo a
sua proliferacdo condicionada a existéncia de ancoramento ®. Na imagem
comparativa (Fig.2) das micrografias obtidas por MEV, fica demonstrado como

esse comportamento foi diferenciado.
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Figura 2 — Micrografias das diferentes superficies obtidas por MEV referentes
ao ensaio de adesdao celular. A) superficie G1, B) superficie G2, e
C) superficie G3.

Nas superficies G1, observou-se maior adesdo celular, incluindo a
presenca de prolongamentos oriundos do citoplasma celular, os filopodios,
prolongamentos que configuram o processo de adesédo celular. As saliéncias
da membrana plasmatica, como os filopddios e lamelipédios, séo ricas em
actina e atuam como antenas para as celulas investigarem o ambiente. Além
disso, o alongamento destas estruturas propele a borda das células para frente
promovendo a migracdo celular ®. Também foi observada a presenca de
células aderidas no interior dos poros existentes nessa superficie, esses poros

demonstraram ter tamanho suficiente para as células se aderirem. Porém, néo
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houve preferéncia de adesdo nas porosidades, ja que o processo de adesao
espalhou-se também pela superficie da amostra. Na Figura 3-(a) esta indicada
pela seta uma célula aderida no interior de um poro, sendo possivel visualizar
0s seus prolongamentos citoplasmaticos e também irregularidades

(microvilosidades) sobre a superficie celular.

v X
SEIHORY. WOADRHESE) SEI 15kV WD10mm SS50 10pm arakiacis
NP UFABC S

SElI 15kV WD10mmsSS50 x1,000 10pm
UFABC Jun 22, 2015

Figura 3 — Micrografias obtidas por MEV representativas das superficies:
(a) G1; (b) G2 e (c) G3.

Nas superficies G2, foi observado (Figura 3-b) que as células
apresentaram as mesmas estruturas com formas de finas extensbes, 0s
filopdédios e também tiveram uma certa expansdo, porém com menor
espalhamento comparada as superficies G1.

Na superficie G3, observada na Figura 3-(c), foi revelada uma menor
adesdao celular, porém as células que aderiram tiveram um espalhamento mais
intenso, incluindo a presenca de expansfes citoplasmaticas (seta), do tipo
lamelipddios e vesiculas (estrela) na superficie dessas células, evidenciando a

atividade metabdlica das células.
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E importante acrescentar que as células apresentaram preferéncia de
adesdo as regides de sulcos presentes na superficie desse grupo (G3),
provavelmente por que esta é a regido de maior rugosidade presente na

superficie.
CONCLUSOES

Concluiu-se que as amostras submetidas ao tratamento superficial com
laser femtossegundo apresentaram tendéncia hidrofébica significativa,
enquanto as amostras que foram polidas apresentaram comportamento
hidrofébico sutil. No entanto, as superficies das amostras como processadas,
sem nenhum acabamento superficial demostraram comportamento hidrofilico
significativo.

As superficies G1 apresentaram maior rugosidade, seguida das tratadas
com laser (G3) e por ultimo das polidas (G2). O tratamento com laser
promoveu a formacgéo de superficies texturizadas, de maneira controlada e
reprodutivel, fato que pode ser comprovado pela baixa dispersao dos valores
de microrugosidade mensurados.

Observou-se que as superficies G1, além da maior rugosidade também
apresentaram maior molhabilidade, assim a maior area superficial disponivel,
em fungcdo do aumento de rugosidade favoreceu a hidrofilicidade do material,
colaborando para melhores condi¢cdes de adesao celular, quando comparadas
as superficies texturizadas com laser (G3). Neste caso, as superficies G3
apresentaram natureza hidrofébica significativa e valores de rugosidade
inferiores a G1, o que influenciou na baixa adeséo celular no periodo de tempo
investigado.

As superficies G2 apresentaram valores de rugosidade em nano-escala,
porém os valores de angulo de contato foram intermediarios, ou seja, 0
polimento superficial revelou uma tendéncia sutilmente hidrofobica para estas
superficies, colaborando para uma maior adeséo celular quando comparada as
superficies G3 (laser), de maior hidrofobicidade. Sendo assim a diminuicdo da
rugosidade acarretou também uma reducdo na molhabilidade, indicando que o
polimento conferiu uma reducéo na energia de superficie ao material tornando-

0 mais hidrofébico.
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A andlise da morfologia celular revelou para G1, a presenca de
prolongamentos, que podem estar associados a maior rugosidade e é&rea
superficial deste grupo de amostras. Para G2, de menor rugosidade, houve um
baixo espalhamento e uma expressiva diferenca morfolégica comparada a G1,
reduzindo a quantidade de prolongamentos citoplasmaticos observados nas
células. Para as superficies G3, de menor adeséo, ocorreu um espalhamento
mais intenso, sendo observada uma expansado citoplasmatica e presenca de
vesiculas na superficie das células aderidas, além de uma adesao preferencial
nas regides dos sulcos gerados pelo laser, onde provavelmente a rugosidade é
mais alta. Através do tratamento estatistico pode-se concluir que ndo houve
diferenca significativa na quantidade de células aderidas entre esses grupos

(G1-G2), e sim entre os grupos (G1-G3), e entre os grupos (G2-G3).
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COMPARATIVE STUDY OF DIFFERENT SURFACES OF THE BIOINERT
COMPOSITE OF THE ALUMINA-ZIRCONIA

Abstract

Different techniques for the improvement of surface conditions have been
proposed in the development of biomaterials. This paper proposed a study
comparing three different patterns of ceramic surfaces for 85% Al>03-15% ZrO».
The surface properties of the samples were analyzed after sintering, and were
compared the surface without treatment, with polished surfaces, and textured
surfaces femtosecond laser. The samples were characterized by DRX and
density and the surfaces were characterized for roughness, wettability and
scanning electron microscopy. It was also analyzed the cell adhesion behavior,
using Vero cell (ATCC CCL-81). The results showed a strong correlation
between the roughness and wettability with adherence behavior and cell
morphology. It was observed that the effect of the laser made the surface
exhibit a behavior hydrophobic with a tendency micro-roughness controlled and
generated. Despite the lower participation rate, compared to other surfaces,
there was more intense cell spreading on these surfaces, and vesicles on the
surface of the adhered cells, showing a favorable metabolic activity of cells in
this type of surface.

Key-words: bioceramics, wettability, roughness, cell adhesion.
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