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REsumo

Adesao e proliferagdo celular em superficies de
titanio comercialmente puro (Grau Il) modificadas por
plasma foram analisadas seguindo duas estratégias
diferentes, a saber: (1) exposi¢do de um tipo de su-
perficie para cada cultivo celular e (2) exposicao de
duas superficies diferentes num mesmo cultivo de
células. Observou-se diferenca estatisticamente
significante em relagéo a proliferacdo e morfologia,
entre as amostras nitretadas e as amostras sem tra-
tamento. Para a primeira estratégia verificou-se uma
preferéncia celular levemente superior nas superfi-
cies nitretadas. Entretanto, quando exposta as duas
superficies num mesmo meio de cultura (estratégia 2)
verificou-se que a preferéncia pela parte nitretada foi
muito superior aquela verificada na estratégia 1. Isto
significa que em situagao de concorréncia entre duas
superficies (tratada e ndo tratada), a preferéncia celu-
lar é intensificada.

Palavras-chave: seletividade celular; preferén-
cia celular; biocompatibilidade; interagao célula-bio-
materiais; tratamento por plasma.

ABSTRACT

Adhesion and cellular proliferation in surfaces of
Ti cp (Degree Il) modified by plasma were analyzed
following two different strategies: (1) Exposing of one
type of surface to each cell cultivation and (2) Expo-
sing of two different surfaces at the same cell cultiva-
tion. It was observed a statistical significant difference
in relation to the proliferation and morphology, betwe-
en samples nitrided and without treatment. In the first
strategy, it was verified a discrete cell preference in
nitrided samples. Although, when both surfaces were
exposed to the same culture environment (strategy
2) it was verified that the preference to the nitrided
samples was absolutely higher than that verified to the
strategy 1. It means that in one situation of concurren-
ce between two surfaces (treated and non-treated),
the cell preference is intensified.

Keywords: cell selectivity; cell preference; bio-
compatibility; interaction cell-biomaterial; plasma
treatment.
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Introducao

resposta celular em superficies de titinio é intensamente dependente
do estado fisico-quimico que a mesma se encontra. As células osteo-
lasticas, por exemplo, respondem diferentemente, para rugosidades
diferentes em superficies de implantes dentais. Do mesmo modo, superficies
com diferentes graus de hidrofilicidade respondem diferentemente quando
imerso num meio de cultura de células osteobldsticas. A interagdo das células
com as superficies dos biomateriais ¢ de extrema importincia na efetividade
de implantes médicos (5), podendo definir o seu grau de rejeigdo. Assim, mo-
dificagoes de superficie de Ti podem modular as respostas das células junto
ao biomaterial. Diversos estudos tém demonstrado que os implantes de tita-
nio sdo altamente biocompativeis e passiveis de osseointegrar; pois, para o
seu sucesso, é necessario que haja uma forte intera¢do entre esse biomaterial
e 0 meio que o rodeia. Por este motivo, estes surgiram com a finalidade de
encontrar um material que fosse isento de produzir resposta bioldgica adver-
sa local ou sistémica (1). Comportamentos celulares como adesdo, mudancas
morfolégicas e proliferagdo sdo principalmente determinadas através de ca-
racteristicas de superficie, composi¢do quimica, rugosidade, hidrofilicidade e
textura do titdnio (2, 12, 16). Entdo, com o intuito de modificar as proprieda-
des da superficie do biomaterial e seus efeitos sobre o comportamento celular,
utilizou-se o tratamento a plasma. A técnica selecionada para a realizagdo
deste trabalho foi a da nitretagdo i6nica que é um processo de tratamento de
superficies usado para promover melhoria de propriedades fisica e mecénica
de metais quando inseridas em plasma de nitrogénio. As alteragdes superfi-
ciais causadas pela formacdo de nitretos de titinio, através do uso de técnicas
como nitretagdo em plasma tém levado ao desenvolvimento recente e pro-

gressivo de pesquisas que investigam suas propriedades bioldgicas.

Portanto, este trabalho tem como objetivos modificar a superficie do ti-
tanio através do plasma, observar as altera¢des das propriedades da superfi-
cie apos esse tratamento e relacionar essas novas propriedades obtidas com a
adesdo, proliferacao, morfologia e preferéncia celular.

Material e Método

* Preparacao das Amostras

Foram utilizados 18 discos de Ti cp (grau II) por experimento, com di-
mensdo de 9 mm x 3 mm (didmetro x espessura). Todos os discos foram ini-
cialmente lixados com lixas de carbeto de silicio com granulometria variando
de 80 até 2000 mesh. O polimento foi executado com uma solugdo composta
de silica coloidal e peréxido de hidrogénio em um pano de polimento de neo-
prene poroso (OP-CHEM) por periodo de 30 minutos. Em seguida, os discos
foram lavados em agua destilada com agitacdo ultrassonica, por 10 minutos.
Apés a lavagem, 60 discos foram nitretados por plasma, sendo 40 com a su-
perficie completamente exposta ao plasma e 20 com a superficie parcialmente
exposta (com méscaras de prote¢do). Nesse tltimo caso apenas as regides nio
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cobertas foram nitretadas. Esse procedimento foi utilizado
para ensaios da preferéncia celular.

* Topografia

A topografia da superficie dos discos, bem como a ob-
tencao de valores de rugosidade, apds o tratamento em plas-
ma, foi avaliada utilizando Microscépio de For¢a Atdmica
(AFM), modelo SPM 9600 da Shimadzu. A AFM forneceu
a topografia da superficie (em 2D e 3D) assim como 4 pa-
radmetros de rugosidade (Ra, Rz, Rp e Rv). Fotomicrografias
foram obtidas em trés regides diferentes de cada disco em
2D e em 3D. Em cada fotografia em 2D foram obtidas linhas
para determinagdo dos perfis de rugosidade.

* Medicao da Molhabilidade

A técnica da gota séssil foi utilizada para caracterizar a
molhabilidade das amostras. O 4ngulo de contato de gotas
de agua destilada foi medido em 6 discos de cada superficie
(nitretada e ndo nitretada). Antes do ensaio, os discos foram
colocados numa solugdo de 0,5% de detergente enzimatico
em agua bidestilada e submetidos a tratamento de ultrassom
por 10 min. Apés duas lavagens, os discos foram lavados
com etanol absoluto e, subsequentemente, com agua bidesti-
lada. Dois liquidos diferentes foram utilizados para realizar
as medigdes do dngulo de contato: agua bidestilada e glice-
rol. Usou-se o aparelho de molhabilidade desenvolvido no
LabPlasma - Laboratério de processamento de matérias por
plasma (UFRN, Brasil) (Costa, 2008), com o auxilio de uma
pipeta graduada, 20 pl da solugdo foi gotejada sobre cada
disco. Fotografias foram obtidas em diferentes tempos até
a completa relaxacdo da gota, utilizando-se um programa
de captagdo de imagens Pinnacle Studio 9.0. O teste de mo-
lhabilidade foi analisado por software desenvolvido no mes-
mo laboratério, no qual se mede o 4ngulo de contato entre
a superficie solida (disco) e o plano tangencial a superficie
liquida (agua). Os resultados de 4ngulo de contato com a su-
perficie da tensdo de cada superficie foram calculados.

* Cultura de Células

As células osteobldsticas humanas, utilizadas neste tra-
balho, foram cultivadas em garrafas de 75 cm3, com o
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, SP, Brasil), 100
Ul/ml de penicilina e 100 ug de estreptomicina (Cultilab, SP,
Brasil). As células foram incubadas a 37° C, em atmosfera
umida com 5% de CO2 em volume, e as trocas do meio de
cultura ocorreram a cada 72h, até a confluéncia de 70%. Uma
vez estabelecida a cultura, aliquotas contendo 5x103 células
foram transferidas para placas de 24 pogos de 25 mm de di-
ametro contendo os discos de titdnio previamente esteriliza-
dos por autoclave a 120°C por 30 min. Para o controle, pogos
sem amostras foram utilizados. As células foram mantidas
por um periodo de incuba¢ido em meio DMEM sem soro.
A contagem das células para determinagdo da proliferagdo
foi medida por duas técnicas: andlise de imagem e ensaio
de MTT que avalia a atividade mitocondrial da célula. Na
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aquisi¢do e andlise de imagem, foi utilizado o microscédpio
Olympus BX 60M com uma camera digital acoplada e o
software Image Pro Plus para contagem e caracterizagdo da
morfologia das células aderidas a superficie dos discos. Para
cada amostra, foram obtidas imagens em cinco quadrantes,
com referéncia ao ponto central (Quadrante 1 - Ql1), ao longo
de um raio de 750 pm da borda superior e inferior, direita
e esquerda, gerando mais quatro quadrantes (Q2, Q3, Q4 e
Q5). Posteriormente, as células aderidas nos cinco quadran-
tes foram quantificados e os resultados submetidos a analise
de varidncia (Anova), seguido pelo teste de Kruskal-Wallis,
utilizando o GraphPad Instat®, versdo 3.5 para Windows.
Apds um periodo de 24, 48 e 72 horas, as células foram
quantificadas por espectrofotometro a 570 nm.

* Adesao Celular

O ensaio do cristal violeta foi escolhido para avaliar a
adesdo celular, ja que este indica a densidade relativa das cé-
lulas aderidas a superficie de titinio, sendo estas avaliadas
ap6s 1h, 2h e 3h de incubagéo. Os discos foram colocados em
placas de 24 pocos, e adicionou-se 5x103 células/cm> Apds a
incubagdo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS e as
células foram fixadas com metanol PA gelo por 5 min. Pos-
teriormente, o metanol foi aspirado, os pogos foram lavados
com PBS e as células foram coradas com cristal violeta 0,2%
em 2% etanol. Apds 5 min, os pogos foram lavados cinco
vezes com PBS para remover o excesso de tinta, feito isso,
utilizou-se uma solugdo de etanol 50% e 0,1 M citrato de
sodio, que promoveu a lise e a subsequente liberagdo desse
corante. A concentragdo de corante para cada amostra foi
medida em leitor de Elisa (ASYS - Especialista modelo plus
Eugendorf, Austria) em 570nm.

* Preferéncia Celular

Para avaliar a preferéncia celular, utilizaram-se os discos
parcialmente tratados por plasma. Células cultivadas em su-
perficies por 24h, 48h e 72h foram lavadas duas vezes em
PBS para remogao das células ndo aderentes e, em seguida,
fixadas em glutaraldeido a 2,5% por 2 horas. As imagens fo-
ram obtidas através de um microscépio Olympus BX 60M
com uma camera digital acoplada.

Resultados

Apos a nitretagdo, as superficies apresentaram alteragdes
topograficas e de molhabilidade significativamente superio-
res aos discos ndo nitretados. Os discos nitretados apresen-
taram todos os pardmetros de rugosidade superiores como:
arugosidade média (Ra), a altura maxima dos picos do perfil
em relagdo a linha média, no comprimento da amostragem
(Rp), a profundidade maxima do vale do perfil em relacédo
a linha média, no comprimento da amostragem e a soma
da altura méxima dos picos (Rp) com a profundidade ma-
xima dos vales (Rv), no comprimento da amostragem (Rz)
em relagdo aos discos ndo nitretados. Verificou-se também
que para superficie nitretada o angulo de contato foi menor
(maior molhabilidade) que a superficie ndo nitretada. Para
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a exposicdo de uma unica superficie exposta a um mesmo cultivo celular foi observado que a superficie nio nitretada (hi-
drofébica) possuiu maior quantidade de células aderidas (figura 1) embora apds 2h esse resultado tenha se invertido. Apds
esse periodo, verifica-se a formagdo de um platd, onde o tempo nao influiu mais no processo de adesao. Além disso, tanto a
superficie tratada como a nao tratada possuiram maior adeséo inicial que o controle (plastico), indicando que este contri-
bui de forma positiva na adeséo celular. Quanto a morfologia celular, pode-se observar que em superficies tratadas a célula
apresentou-se mais alongada, demonstrando que houve maior aderéncia que na superficie nio tratada. A proliferagdo foi
calculada através da quantifica¢ao das células em cinco regides diferentes do disco de titanio. Com relagdo a exposi¢ao de
duas superficies diferentes num mesmo cultivo de células (discos tratados com mascaras de prote¢io), existe uma tendéncia
maior de proliferacdo na parte tratada comparada a exposicio dessas superficies separadamente (Figura 2).

I Tratada
7

Sem tratamento

2.0 - I Controle

Numero de células

Figura 1. Numero de células aderidas sobre
superficies de titanio tradada por plasma
comparado com superficie ndo tratadas e
superficie controle

I Tratada
22 Sem tratamento

N° de células

Tempo (horas|

(a)

Figura 2. Proliferacao celular na superfi-
cie tratada e nao tratada por plasma (a)
com fotomicrografias correspondentes de
células sobre faixas tratadas por plasma
intercaladas por outra nao tratada, apos
24 horas (b) e 48 horas (c). Em (ST) se en-
contra a superficie nao-tratada e em (T) a
superficie tratada da mesma amostra
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Discussao

O processo de nitretagdo provocou mais erosdo que deposicao, resultando numa superficie com rugosidade média (Ra)
20 vezes superior as superficies ndo tratadas (Tabela I). Evidéncias da relagdo entre a resposta celular e a topografia da su-
perficie ja foram bastante estudadas na literatura (7, 8, 9, 11), mas nio existe consenso sobre a real contribui¢do. Acredita-se
que este evento ¢ bastante influenciado por algumas propriedades da superficie dos biomateriais, tais como composicdo
quimica, energia e textura da superficie, mas esses dados ainda sdo conflitantes (6, 15). Outros trabalhos mostram que
tanto a molhabilidade quanto a rugosidade influenciam diretamente na resposta a cultura de células osteoblasticas, uma
vez que estas estdo relacionadas (14) como uma maior proliferacio celular, uma vez que superficies com essas caracteristi-
cas possuem um contato mais intimo com o liquido biolégico, o que proporciona uma maior interagdo com as proteinas e,
consequentemente, com as células. Assim, as superficies hidrofilicas apresentam, de maneira geral, uma melhor afinidade
por células e proteinas do que superficies hidrofébicas (10), e este aumento no grau de molhabilidade melhora a interagao
entre a superficie do implante e o meio bioldgico (3). Quando superficies diferentes foram expostas num mesmo cultivo de
células (discos tratados com mdscaras de protecdo), existiu uma tendéncia maior de prolifera¢do na parte tratada comparada
a exposicao dessas superficies separadamente. Isto significa que em situagédo de competitividade entre as duas superficies,
a célula nio so teve preferéncia pela parte tratada, mas esta foi mais intensa que no caso da exposi¢do da superficie com
superficie completamente tratada. Os testes mostraram que superficies nitretadas permitiram um aumento significativo na
proliferacao celular, em comparagao com os dados obtidos em superficies ndo tratadas (figura 3).

Nude células

24 h 48 h 72h
Tempo

Figura 3. Proliferacao celular sobre superficies de titanio tra-
dada por plasma comparado com superficie ndo tratadas e
superficie controle

Tabela I. Valores dos parametros de rugosidade e angulo de contato
da superficie de titanio antes e apds nitretacao por plasma

Parametros de Angulo de contato
rugosidade (nm) (graus)
Ra Rz Rp Rv S}
Antes da nitretacao | 0,51 10,67 | 8,81 | 1,86 | 70,2 4
Apos nitretacao 11,62 | 128,50(61,00|67,49 | 56,0 =3
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Conclusao
Alteragdes na superficie de titinio por nitretagdo a plasma pode promover mudancas nas propriedades de sua superfi-
cie. Essas propriedades estdo relacionadas com a resposta bioldgica da superficie. Neste trabalho, a avaliagdo da resposta
bioldgica em relagao a superficie do novo biomaterial demonstrou que o comportamento dos osteoblastos foi influenciado
pela rugosidade, topografia e molhabilidade da superficie de titanio submetidos a este tratamento. Os valores de rugosidade
obtidos foram significativamente diferentes entre os discos lisos e os discos tratados e em situacido de concorréncia entre as
duas superficies, a célula ndo sé teve preferéncia pela parte tratada, mas esta foi mais intensa que no caso da exposi¢do da

superficie com superficie completamente tratada. &)
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