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Resumo

Uma das alternativas para assegurar uma melhor resposta do biomaterial, diz
respeito aos tratamentos de superficie, capazes de melhorar apreciavelmente a
compatibilidade biol6gica. Diante disto, superficies do compdsito alumina-zircénia
(85%Al203-15%Zr0O>) receberam tratamento com laser femtossegundo, com intuito
de serem avaliadas quanto a adesdo e morfologia celular no estagio inicial de
interacdo, usando células Vero (ATCC, CCL- 81). Observou-se gque o laser alterou a
condicdo inicial de superficie, tornando-a com uma microrugosidade controlada e
potencialmente hidrofébica, revelando uma forte correlacao entre os parametros de
rugosidade e molhabilidade com o comportamento de adesdo e morfologia celular.
Tais caracteristicas conduziram a uma baixa adesdo, considerando toda extenséo
da amostra, porém com espalhamento celular pronunciado, nitida expanséo
citoplasmatica e presenca de vesiculas na superficie celular, indicando uma
atividade metabdlica bastante favoravel neste tipo de superficie, além de uma
adeséao preferencial nas regides dos sulcos gerados pelo laser, onde provavelmente

a rugosidade é mais alta.

Palavras-chave: superficie, laser, molhabilidade, rugosidade, adeséo celular.
INTRODUCAO

Atualmente a escolha de um biomaterial tem sido feita com base na

biocompatibilidade e na sua biofuncionalidade, de forma a garantir que o biomaterial
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exergca ndo apenas uma compensacao, mas uma participagao eficiente na dinamica
fisiolégica para reparacdo tecidual. Dentre os biomateriais, pode-se destacar as
ceramicas estruturais, como a alumina e a zirconia, ou a combinacdo destas duas
fases em busca de um comportamento mecéanico mais adequado quando sao
destinadas a reparacgdo 6ssea (- . G),

Compaositos ceramicos, como o formado pela associacdo da Alumina (Al203)
com a Zircbnia (ZrOz) apresentam uma resposta interfacial tecido-implante
classificada como bioinerte, ou seja, apds sua implantacdo ha formacao de uma fina
camada fibrosa em torno do implante, apresentando quase nenhuma interacdo com
o tecido vivo @ ), Recentemente métodos alternativos de tratamento superficial,
como o emprego do laser femtossegundo (tempo de duracdo do feixe de 101° s)
para texturizacdo de superficies, tem sido explorados visando um aprimoramento
das propriedades fisico-quimicas da superficie de biomateriais, principalmente os
ditos bioinertes, em busca de uma melhor interacéo e possivel osteointegragéo - ©),

A interacdo do implante com células e tecidos € influenciada pela topografia em
escala macroscopica e pela rugosidade admitindo escalas microscopicas. A
rugosidade da superficie permite uma intima unido entre o tecido 0sseo e o
implante, tendo ©. ), O implante também deve apresentar uma morfologia
superficial que possibilite a adeséo e crescimento celular. Normalmente superficies
projetadas com alta reprodutibilidade ponto a ponto, isentas de contaminacédo e
morfologia homogénea, ainda que complexa, como € o caso das superficies
irradiadas por feixes de laser laser femtossegundo, tornam possivel o alcance de
topografias com caracteristicas favoraveis a adeséo ©) 4. ©),

Como a superficie dos implantes esta intimamente relacionada a energia de
superficie, uma alta energia superficial pode implicar na melhor molhabilidade e por
consequéncia, uma maior afinidade por adsor¢cdo. Assim sendo, em teoria, implantes
com maior molhabilidade devem apresentar uma interacdo mais eficaz, em funcéo
da melhor adsorcéo de proteinas ©- (),

Nesse trabalho avaliou-se o comportamento de adesdo e morfologia celular em
superficies de ceramicas bioinertes a base de alumina-zirconia apos tratamento
superficial utilizando laser femtossegundo. A propriedade de adesédo foi analisada
frente a resultados de molhabilidade e rugosidade superficial, a fim de comprovar um

melhor desempenho na resposta tecidual.
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MATERIAIS E METODOS

Processamento das Ceramicas

O composito ceramico alumina—zirconia, 85A15Z (85% massa Al203- 15%
massa ZrO:2 estabilizada com 3 mol % de Y203) foi obtido pelo método de co-
precipitacdo de hidroxidos de aluminio, zircbnio e itrio em meio amoniacal. Em
seguida, os pos foram calcinados a 800°C por 1 hora e submetidos a moagem por
16h em etanol, seguido de secagem em estufa a 80°C por 24 horas e finalmente,
desaglomerados em almofariz de agata.

Os pos obtidos, nas devidas concentracdes de seus oOxidos (85A15Z), foram
prensados uniaxialmente em matriz cilindrica de 10mm de diametro, adotando
pressdo de compactacdo de 76MPa e sinterizados a 1650°C por 2 h em forno tipo
caixa (Lindberg), adotando uma taxa de aquecimento de 10° C/min até 800°C, e
5°C/min até temperatura de sinterizacdo. Estas amostras passaram por
caracterizacdo, em estudo prévio, sendo detectada uma densificacdo de 98,6% para
as amostras obtidas.

Na sequéncia, as amostras foram polidas, empregando pastas de diamante 15
Mm, 6 um e 1um. ApOs esta etapa, as faces previamente polidas das amostras foram
irradiadas com laser femtossegundo, no Centro de Laser e Aplicacdes do IPEN,
adotando 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 condi¢cdes de texturizacdo com laser
femtossegundo, sem efeito térmico, para superficies dos compdsitos ceramicos com:

E= 7uJ (energia); Np= 1 (nimero de pulsos); F= 2,3J/cm? (fluéncia).

Caracterizacdo superficial

A caracterizacdo superficial das amostras foi realizada a partir de medidas de
rugosidade média e angulo de contato para previsdo da molhabilidade. A rugosidade
superficial das amostras (Ra) foi medida utilizando a técnica de Microscopia
Confocal de Varredura a Laser (MCVL) em microscopio confocal OLS4100 Olympus.
Antes de cada um dos ensaios, as amostras foram limpas utilizando ultrassom - Eco-
Sonics Q3.0/40A, em &gua destilada por 3 minutos, e em acetona por 30 segundos,

sendo mantidas em estufa a 60°C até o momento das analises.
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As medidas de rugosidade foram feitas em diferentes direcées de varredura.
Determinou-se a média para cada superficie, obtendo valores de Ra (rugosidade
meédia) com seu respectivo desvio padrao.

As medidas de angulo de contato foram realizadas a temperatura ambiente,
utilizando o Tensidmetro Attension KSV, e 4gua destilada como fluido de deposicéo.
Nesta andlise foram selecionadas trés amostras texturizadas com o laser
femtossegundo, sendo que para cada uma delas, as medidas foram feitas em
triplicatas. E importante ressaltar que para essas medidas adotaram-se posices
diferentes para a deposicdo da gota de maneira a mapear o comportamento médio
da superficie como um todo e uma regido preferencial. As medidas de angulo de
contato foram realizadas criteriosamente no mesmo dia, ndo sendo observada
oscilacdo de temperatura durante as medidas, estabelecendo parametros de medida
para garantir estabilidade e equilibrio da gota.

Com intuito também de observar a influéncia do laser na topografia das
amostras, as superficies foram caracterizadas antes dos ensaios in vitro, por

microscopia eletrbnica de varredura, utilizando microscopio Hitachi TM 3000.

Caracterizacao in vitro

As ceramicas foram caracterizadas quanto a interacdo celular por meio de
testes in vitro que consistiram na realizacdo do ensaio de adesado celular, e
complementado por analise morfolégica a partir de microscopia eletrbnica de
varredura. Esta caracterizacdo foi realizada apds etapa de remocdo de possivel
sujidade das amostras em banho ultrassénico - Eco-Sonics Q3.0/40A (2 sequencias
em agua destilada, seguida de acetona) e finalizadas por etapa de esterilizacdo em
autoclave horizontal Sppencer - SP205-12.

O teste de adesdo foi realizado em um periodo de 2 horas para verificar a
aderéncia de células ao biomaterial na fase inicial de interacdo. 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 antibittica
(penicilina / estreptomicina). As células foram mantidas a 37 °C, e 5% de CO..

As células foram enzimaticamente ressuspendidas, com tripsina 0,25% para
realizar a contagem do nimero de células. Para tanto foi adicionado 1 mL de tripsina
0,25% e ap0s cerca de 5 minutos, tempo suficiente para as células se desprenderem

do frasco, adicionou-se 9 mL de liquido de cultura a essas células. Uma aliquota
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com cerca de 1 mL foi utilizada para contagem do numero de células, utilizando
microscépio Optico Axiovert (Zeiss) determinando-se o numero de células / mL.

Neste ensaio cada amostra recebeu uma aliquota de suspensédo 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, as amostras ceramicas foram mantidas em geladeira e, em
seguida, lavadas em agua destilada, desidratadas em séries crescentes de etanol, e
por ultimo, tratadas com acetona. A analise por microscopia eletrbnica de varredura,
utilizando microscopio FEI Quanta 250, foi feita apés metalizacdo das superficies
com ouro, utilizando “sputter coater” - Baltec SCD 050 e tempo de 4 minutos para
deposicdo, sendo mantidas em estufa a vacuo, até o momento da observacdo
microscopica.

A contagem das células sobre a superficie texturizada com laser
femtossegundo foi feita com a utilizacdo do programa Image J (NHI, Bethesda, MD,
USA), a fim de verificar o nimero de células aderidas e observar o comportamento

de aderéncia.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se uma avaliacao do efeito do laser femtossegundo na superficie das
ceramicas 85A15Z por técnicas de microscopia eletrbnica de varredura - MEV e
confocal de varredura a laser - MCVL). A Figura 1 revelou o efeito da irradiacdo com
o feixe do laser femtossegundo sobre a superficie do compdsito cerdmico, sendo
possivel detectar os sulcos na superficie do material, em fungédo da passagem do
laser com pulsos ultracurtos.

As bordas irregulares das trilhas (cavidades) ocasionadas pelo laser ocorrem
devido a ruptura, sugerindo que o material sofreu processo de ablacdo sob intensa
pressdo. O aspecto das trilhas sugerem que ha pouca evidéncia de fuséo, sugerindo
que este ndo € o mecanismo principal na formacdo dessas trilhas. Este
comportamento ja era previsto, considerando que pulsos ultracurtos sao
praticamente livres de material fundido, resultando em um processo intrinsicamente
estavel e reprodutivel. Além disso, o alto coeficiente de expansdo térmica da
ceramica induz uma maior tensdo térmica, podendo ocasionar a esfoliacdo das

cavidades @4 G,
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Figura 1: Micrografia obtida por MCVL, da superficie da cerdmica 85A15Z,
mostrando o caminho varrido pelo laser (trilha escura) e os pontos claros referentes

a fase da zirconia distribuida na matriz de alumina.

As imagens apresentadas na Figura 2A (MEV) e 2B (confocal de varredura a
laser) revelam a presenca de danos superficiais com a formacao de trilhas com certa
definicdo e tamanhos de particulas em escala submicrométrica, caracteristicas que
sdo tipicas para amostras tratadas com laser femtossegundo de baixa energia (sem
efeito térmico) @,

A microscopia confocal permitiu uma visualizacdo mais detalhada da topografia
da superficie, sendo possivel detectar a localizacdo das diferentes fases e da
profundidade dos sulcos gerados pelo efeito da ablacdo do material em funcdo do
laser aplicado. Foi possivel observar a zircbnia (pontos claros) sobre a matriz de

alumina (fase escura predominante).
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Figura 2: Imagens da superficie texturizada com laser. A) Micrografia obtida por
MEV; B) Micrografia obtida por microscopia confocal de varredura a laser (100x).

Na Figura 3, estdo apresentadas regides diferentes que foram exploradas em
uma mesma amostra; estas imagens foram geradas a partir do microscopio confocal
a laser sob um aumento de 8000x. Trincas térmicas induzidas pelo efeito do laser
foram raramente observadas na superficie das amostras, como mostra a imagem da
Figura 3A (notacdo como estrela). Nas imagens, é possivel observar pontos brancos
(setas) em 3A, mais evidentes na regido ascendente (topo) da superficie. Esta
caracteristica representa a fase da zirconia segregada nos contornos de graos da

alumina.

Figura 3: Imagens obtidas por microscopia a laser confocal. A) Vista superior com
setas indicando a fase alumina segregada;, B) imagem construida
tridimensionalmente.
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Além disso, por intermédio dessa técnica de microscopia confocal foram
medidos os valores de rugosidade da superficie da amostra, sendo adotadas
diferentes orientacbes para medida e, sobre estas, feita a varredura pelo laser.
Foram geradas curvas de rugosidade para cada medida, podendo ser obtido
diferentes parametros, no entanto, neste estudo foi selecionado o parametro de
rugosidade média (Ra). Nas imagens da Figura 4, observa-se a interface do
programa, e no canto superior, a imagem tracada com a respectiva orientacao

escolhida, e sua curva de rugosidade.

Figura 4: Interface gerada pelo programa representando diferentes direcbes de

varredura (1 a 4), junto com a respectiva curva de rugosidade.

Para analise de rugosidade foram obtidos os seguintes valores demonstrados

na tabela I.

Tabela I: Valores de Rugosidade Média representativos de diferentes orientacdes

para a amostra texturizada com laser femtossegundo.

Direcdo da medida 1 2 3 4 Média * erro

Rugosidade média | 0,441 0,492 0,435 0,437 0,451 +0,02
(Um)

978



9° Congresso Latino-Americano de Orgéos Artificiais e Biomateriais
13° Congresso da Sociedade Latino Americana de Biomateriais, Orgédos Artificiais e Engenharia de Tecidos - SLABO
24 a 27 de Agosto de 2016, Foz do Iguacu, PR

A partir desses dados obteve-se um valor de rugosidade média igual a
0,451 uym = 0,02, percebe-se uma semelhanca entre os valores coletados, sendo
comprovado em funcdo de um erro associado relativamente pequeno. A baixa
dispersédo dos valores medidos comprova a reprodutibilidade da técnica com o laser,
obtendo superficies facilmente projetadas, com uma textura controlada. Ainda é
possivel afirmar que a diferenca nos valores medidos por esta técnica estdo
relacionadas as diferentes regifes varridas pelo laser. Desta forma, quando o
percurso do laser envolveu uma maior éarea, intercalando maior namero de
depressdes e topos na superficie, os valores de rugosidade foram mais elevados. E
importante ressaltar que os valores de rugosidade média obtidos pelo método
mecanico, em estudo prévio, utilizando rugosimetro de contato foi bastante
aproximado, ou seja, a rugosidade média medida pelo rugosimetro foi de 0,439 um
+ 0,024 para 0 mesmo tipo de amostra. A partir dos dados percebe-se que as
amostras apresentaram um comportamento dentro de uma avaliagdo da rugosidade
média, definida como superficies microrrugosas (>1um) ©).

Na tabela Il estdo apresentados os valores dos angulos de contato medidos

nas superficies de diferentes amostras ceramicas, em triplicatas.

Tabela II: Média do angulo de contato com o desvio padréao.

GRUPO Valor do angulo de
Amostr contato
1 127,1°+2,8
2 126,7°+2,4
3 122,9°+1,8
Média + erro 125,1°+1,8

As superficies dessas amostras apresentaram um alto valor médio de angulo
de contato, tal valor reflete um carater hidrofébico ao material. Essa tendéncia de
comportamento pode estar associada ao proprio processo de texturizagdo com este
tipo de laser. Estudos com o laser femtossegundo mencionam a ocorréncia da
desidratacdo superficial ocasionada pela alteracdo de grupamentos superficiais,
além do fendmeno de ablagcdo )~ ©),

A partir do ensaio de adeséao celular, avaliado em um periodo de 2 horas, foi

possivel observar um comportamento associado a interacdo célula-superficie.
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O numero de células foi contabilizado através do programa ImageJ, e com iSso
foi possivel observar que as superficies das ceramicas texturizadas com o laser
tiveram um valor pequeno de células por campo varrido. Esse comportamento pode
ser explicado em funcdo da baixa molhabilidade apresentada. Além disso, a
microrrugosidade apresentada pela amostra (inferior a 0,5 um) pode ter
comprometido a adesdo celular nas superficies texturizadas com laser, por toda
extensdo da amostra.

A superficie da amostra apds o ensaio in vitro pode ser observada na Figura 5.
Apesar da baixa adesédo celular, em termos quantitativos, as células que aderiram
tiveram um espalhamento intenso, incluindo a presenca de expansodes
citoplasmaticas, do tipo lamelipddios e vesiculas na superficie dessas células. Tais
caracteristicas direcionam para uma atividade celular metabdlica favoravel no
estabelecimento de uma interface com tecido mineralizado, por exemplo ©) ®),

Observou-se também que as células apresentaram uma regido preferencial de
adesao nas cavidades ou sulcos gerados pelo laser, provavelmente em funcéo da

maior rugosidade destas regides.

UFABC - CEM/SBC

Figura 5 — Micrografias representativas da superficie obtida por MEV; (a): visao
panoramica da superficie com presenca de células aderidas e (b) imagem de célula

aderida indicando expanséo citoplasmatica (seta) e presenca de vesiculas (estrela).

CONCLUSOES

Concluiu-se que as amostras submetidas ao tratamento superficial com laser

femtossegundo apresentaram tendéncia hidrofébica significativa. O tratamento com
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laser promoveu a formacédo de superficies texturizadas, de maneira controlada e
reprodutivel, fato que pode ser comprovado pela baixa dispersdo dos valores de
microrrugosidade mensurados. A unido dessas duas caracteristicas: hidrofobicidade
significativa e rugosidade inferior a 0,5 um comprometeram a adesdo celular,
considerando um tempo inicial de interagéo.

Apesar da baixa adesao, considerando toda extensédo da amostra, ocorreu um
espalhamento intenso, sendo observada expansdo citoplasmatica e presenca de
vesiculas na superficie das células aderidas, além de uma adesao preferencial nas
regibes dos sulcos gerados pelo laser, onde provavelmente a rugosidade é mais
alta. Tais caracteristicas podem revelar uma condicdo de interface favoravel a
reparacao tecidual éssea.

De forma geral, os estudos revelaram que existe uma forte correlacao entre os
parametros analisados (rugosidade, molhabilidade) com o comportamento de

adesdo celular e também na avaliagdo morfoldgica das células.
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EVALUATION OF ADHESION BEHAVIOR ON DESIGNED SURFACES IN
ZIRCONIA-ALUMINA BASED CERAMIC

ABSTRACT

An alternative to improve response biomaterial refers to surface treatments,
able to improve pronouncedly biological compatibility. Thus zirconia-alumina (85%
Al203-15% ZrO2) composite were textured surface with femtosecond laser in order to
assess adhesion behavior and cell morphology in the initial stage of interaction, using
Vero cell (ATCC, CCL- 81). It was observed that the laser changed the initial surface
condition, leading to controlled micro-roughness and potentially hydrophobic,
showing a high correlation between the roughness and wettability parameters with
adhesion and cell morphology. These characteristics have led to decrease adhesion,
considering entire size of the sample, but with marked cell spreading, unmistaken
cytoplasmic expansion and presence of vesicles at the cell surface, indicating a
favorable metabolic activity in this type of surface. In addition it was noticed a
preferential adhesion in the regions of grooves generated by the laser, which is

probably where the roughness is higher.
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