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Resumo

O desenvolvimento de novos materiais para a producdo de implantes ortopédicos
tem sido uma busca constante, devido principalmente ao aumento das aplicagdes clinicas e
a necessidade de se alcancar maior durabilidade, diminuindo assim as cirurgias de revisdo.
O diamante CVD obtido por deposi¢do quimica da fase vapor € um novo material com
grande potencial de uso devido as suas excelentes propriedades fisico-quimicas. Dentre elas
pode-se destacar a inércia quimica, extrema dureza e baixo coeficiente de atrito,
caracteristicas importantes para materiais que necessitam resistir ao desgaste € a corrosao
produzida pelos fluidos do corpo humano. O objetivo deste estudo foi avaliar pela anélise
“in vitro” e “in vivo” a biocompatibilidade de tubos de diamante microcristalino e
diamante nanocristalino produzidos pela deposi¢do quimica de vapor em filamento quente
(CVD).

Palavras Chave: diamante CVD, biomateriais, implantes, proteses.

Abstract

The development of new materials for orthopedic implants has been a quest due to
the increasing number of clinical applications and necessity of achieving larger durability
for lessening the need for revision surgeries. Diamond CVD (Chemical Vapour Deposition)
is a new material with larger potential of future use due its excellent physico-chemical
properties like for instance, high chemical inertness, extreme hardness and low friction
coefficient. The aim of this study is to evaluate by “in vitro” and “in vivo” assays the
biocompatibility of microcrystalline and nanocrystalline diamond self-sustaining tubes

produced by hot-filament chemical vapor deposition (CVD).

Key Words: chemical-vapor-deposited diamond, biomaterials, implants, prosthesis.
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Capitulo I

Introducio
1. Preambulo

O desenvolvimento de materiais de implante, utilizando diamante sintetizado a
partir do processo de deposi¢do quimica na fase vapor (do inglé€s: chemical vapor
deposition - CVD), tem despertado grande interesse devido as caracteristicas Unicas deste
material, como por exemplo: extrema dureza, alta condutividade térmica, baixo coeficiente
de atrito e inércia quimica [1-3]. Estas propriedades oferecem grande potencial de uso aos
materiais diamantiferos para aplicacoes biomédicas [4]. Atualmente, utilizam-se metais e
suas ligas para a fabricacdo de préteses para tratamento de fraturas, e implantes dentarios.
Estes materiais vém sendo amplamente utilizados devido a sua resisténcia mecanica, porém
a corrosdo ocasionada pelo contato com os fluidos corpéreos tem comprometido sua
funcionalidade e, consequentemente seu periodo de vida util [5]. Existe a necessidade de
buscar solucdes para tais problemas através do desenvolvimento de novos materiais que
oferecam uma interface propicia a osteointegracdo, de modo a ndo alterar suas propriedades
quimicas e ndo liberar particulas que comprometam sua funcdo ao longo do periodo de
utilizagc@o. Estes fatores nos levaram a investigar o diamante CVD como uma possivel
solucdo para estes problemas devido, principalmente as propriedade fisico-quimicas que
este material possui.

O diamante pode ser sintetizado a partir do processo CVD pelo método de filamento
quente. As reacOes quimicas de decomposi¢do do vapor de dlcool etilico diluido em
hidrogénio ocorrem mediante a passagem dos gases em baixa pressdo em um filamento em

alta temperatura. O esquema bdsico do reator é apresentado na Figura 01. Os gases e



vapores sdo introduzidos no reator e controlados com medidores de fluxo de massa. Os
atomos para formacdo do diamante sdo provenientes dos radicais do dlcool etilico. A
diluicdo do vapor de dlcool etilico € feita somente com hidrogénio (Diamante
Microestruturado - DM) ou hidrogénio e argdonio (Diamante Nanoestruturado - DN). As
reacdes ocorrem em um tubo de quartzo, mantido em baixa pressdo através da utilizacio de
uma bomba de vdcuo. Durante o processo de sintese, a pressdo e a temperatura sao
rigorosamente controladas através de um medidor de pressdo e um termopar localizado no
interior do tubo de quartzo. Ao serem liberados, os reagentes passam obrigatoriamente pelo
filamento de tungsténio altamente aquecido e, apds o desencadeamento de reacdes
quimicas, vao sendo depositados no substrato posicionado logo abaixo do filamento. Os
mecanismos envolvidos no processo de crescimento do diamante CVD sdo complexos, mas
sabe-se que o principal fator de catdlise € a terminacdo da superficie de carbono com

hidrogénio atdmico [6-7].
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o E— f o
1 | = 1A
| [ -
| =
Medidor
de presséo
Valvula
f\\l\ @ QO™ reguladora
1 de fluxo
| | Font ”L‘,‘
D.C.
Filamento x
Diamante _| |
Substrato | = A — H H Ar
) " e
SRS — Eﬁ Entrada dos
Tubo de regentes Fonte de carbono
quartzo (&lcool etilico)
Termopar -
|
| | I | |
| () Medidor
Bomba de Vécui de Press&o
Saida dos gases
Figura 01: Esquema do Reator de Filamento Quente utilizado durante a sintese de DM e
DN obtido pela técnica CVD




As duas formas do diamante, DN e DM, obtidos a partir da técnica CVD possuem
diferencas superficiais entre si. A partir de imagens obtidas em Microscopio Eletronico de
Varredura € possivel evidenciar o aspecto superficial do DM e do DN, sendo este aspecto
superficial ocasionado pelos gases reagentes empregados durante a sua sintese. No DM
diluido apenas em hidrogénio, os graos que se depositam no substrato possuem formato
triangular com 4pice pontiagudo, sendo este aspecto mantido por toda sua extensao (Figura
02). O DN diluido em hidrogénio e 65% de Argdnio é composto por graos de diamante
com acabamento arredondado e aspecto semelhante a uma couve-flor e, portanto mais
irregular. Este acabamento superficial €, conforme descrito na literatura, ocasionado pela
adi¢do de gds nobre (neste estudo com 65% de Argdnio) utilizado durante sua sintese

(Figura 03).

Figura 02: Microscopia Eletrdnica de Varredura do Diamante Microestruturado
(DM). Acabamento superficial composto por grios de diamante com dpice
triangular pontiagudo. Aumento de 500x



Figura 03: Microscopia Eletronica de Varredura do Diamante Nanoestruturado
(DN). Acabamento superficial composto por grdos de diamante com aspecto
semelhante a couve flor. Aumento de 500x

Atualmente esta técnica permite o crescimento de materiais diamantiferos com
diferentes geometrias e acabamento superficial, de modo a permitir a producio de materiais
com morfologia adequada ao local de implante e desta forma proporcionar uma melhor
integracdo com o tecido receptor [6]. Estas possibilidades evidenciam a importancia do
desenvolvimento de estudos para avaliar a biocompatibilidade do diamante CVD. Os
materiais diamantiferos poderdo contribuir através de sua aplicacio ndo somente no
desenvolvimento de préteses, mas também em outros dispositivos que possam melhorar a

qualidade de vida humana.



2. Objetivo

Caracterizar tubos de DN (sintetizados com 65% de Arg6nio) e tubos de DM como
possiveis materiais biologicamente compativeis e seguros para futuras aplicacdes como
materiais de implante. Para verificar o comportamento de tubos de diamante CVD, este

estudo contou com dois ensaios: “in vitro” e “in vivo”.

3. Material utilizado

As amostras de Diamante CVD, utilizadas no desenvolvimento destes ensaios,
foram sintetizadas pelo Laboratério de Nanoengenharia e Diamante (LANADIA) do
Departamento de Semicondutores, Instrumentos e Fotonica (DSIF) da Faculdade de
Engenharia Elétrica e de Computacdo (FEEC) da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP).

4. Local de desenvolvimento

Os ensaios “in vitro” descritos no Capitulo II desta tese foram realizados no
Laboratério de Cultura Celular do Departamento de Biologia Celular do Instituto de
Biologia (IB) da UNICAMP. O ensaio “in vivo” descrito no Capitulo III foi desenvolvido
no Laboratério de Biomecanica Ortopédica (LABIMO) do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental (NMCE) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP. As
Andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no Laboratorio

Nacional de Luz Sincotron (LNLS).



5. Capitulos da tese

Esta dissertac@o estd organizada em quatro capitulos, sendo o Capitulo I referente a
Introducao.

O Capitulo II € dedicado a apresentagdo e discussdes dos resultados obtidos a partir
dos ensaios “in vitro” utilizados para avaliar o comportamento de células do tipo
fibroblastos mediante a presenca do DN e DM. Utilizou-se duas metodologias para
avaliacdo da biocompatibilidade do diamante: Ensaio de Citotoxicidade Indireta (ECI) e
Ensaio de Citotoxicidade Direta (ECD). Através dos resultados obtidos notou-se 6tima
interacdo dos tubos de DN e DM em meio celular, pois estes ndo interferiram no
crescimento, na adesao e na viabilidade celular.

O Capitulo III trata da avaliacdo do desempenho de tubos de diamante CVD, apds
periodo de implante predeterminado na regido femoral de ratos Wistar, através da andlise
da interface diamante-osso e tecidos adjacentes. As analises utilizadas foram: Andlise
Macroscépica (AM), Microscopia Optica Convencional (MOC) e Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV).

No Capitulo IV apresentamos as consideracgoes finais.



6. Fluxograma
Todas as etapas adotadas no desenvolvimento deste estudo, com a finalidade de
avaliar o desempenho e interacdes dos tubos de DN e DM, encontram-se descritas

resumidamente no fluxograma a seguir:

Sintese do
Diamante CVD

Ensaios de Biocompatibilidade

Ensaio Ensaio
“in vitro” “in vivo”
Ensaio de Implante em Ratos
Citotoxicidade Wistar
Indireta Direta Sacrificio
(ap0ds 4 e 8 semanas)
Leitura de Leitura de Obtencgio dos
Absorbancia Absorbancia espécimes
Anailise Microscopia Andlise Andlise Microscopia
Citoquimica Eletronica Macroscépica Microscépica Eletronica
Resultados Resultados
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Capitulo II

Avaliacao da citotoxicidade indireta e direta ‘“in vitro’’ de diamantes

microestruturado e nanoestruturado

1. Introducao

Nas dltimas décadas o aumento da utilizacdo dos implantes ortopédicos na pratica
clinica incentivou o desenvolvimento de novos materiais. Devido a boa tolerancia que
apresentam aos fluidos e tecidos humanos, metais e ligas metdlicas especiais vém sendo os
materiais mais utilizados na fabrica¢do de implantes ortopédicos. Simultaneamente, houve
também aumento no nimero de pesquisas com o objetivo de se desenvolver novos
materiais e testes de biocompatibilidade mais avancados [1-8].

Para ser considerado adequado em aplicagdes em o0ssos e substituicdes articulares,
um implante deve apresentar alem de resisténcia a corrosdo caracteristicas peculiares, tais
como resisténcia a fadiga e ao desgaste. Nesse sentido, sdo necessdrios estudos que avaliem
o comportamento do material frente ao meio interno, aos fluidos e aos componentes
celulares que vao interagir na interface implante-osso. Antes de qualquer material ser
aprovado para a fabricacio de implantes, € necessdrio que se investigue a sua
biocompatibilidade [9-10]. A avaliacdo destes novos materiais pode ser realizada por meio
de andlise “in vitro” ou por meio da andlise “in vivo™.

Os estudos “in vivo” s@o essenciais para se obter informacgdes relativas as reagdes
bioldgicas decorrentes do implante, uma vez que o organismo receptor desencadeia reacdes
inflamatodrias e processo de cicatrizacdo dos tecidos lesados em resposta aos danos gerados

durante o processo de implantagdo e pela permanéncia do material no organismo.



Os testes “in vitro”, por outro lado, representam um sistema valido quando se quer
analisar especificamente a tolerancia e a proliferacdo celular sobre esses novos materiais,
sem que haja interferéncia das reacodes teciduais que ocorrem ao redor do material quando
se faz o ensaio “in vivo” [11-14]. Além disso, esse tipo de andlise tem como vantagem
propiciar resultados rdpidos e de baixo custo, quando comparados aos modelos “in vivo™.

Em relacdo aos tipos de materiais, as ligas de titdnio (Ti) vém sendo amplamente
utilizadas como materiais de implante, devido principalmente as suas propriedades
mecanicas € a sua biocompatibilidade. Varios estudos na literatura descrevem as ligas de
Titanio-Aluminio-Vanadio (TiAlV) com biocompatibilidade maior que as ligas de Cromo-
Cobalto (Cr-Co), Cromo-Cobalto-Molibdénio (Cr-Co-Mo) e ceramicas [15-18]. No
entanto, apds a implantacdo, todos estes materiais sofrem corrosdo apresentando
comportamento de ma qualidade, liberando produtos de degradag@o para o meio interno em
quantidades varidveis relacionadas com o tempo de permanéncia e a fun¢do do implante.
Estes produtos sdo freqiientemente detectados através da presenca de particulas nos tecidos
e organismos associados aos implantes [19]. HAYNES et al [20] descrevem que essas
particulas de TiAlV causam aumento na quantidade de mediadores inflamatérios
responsdveis pela reabsorcdo dssea, e conseqiientemente, pelo afrouxamento e soltura das
préteses, acompanhado ou ndo de um quadro clinico que se caracteriza por dor, ndo sendo
este tipo de ocorréncia ideal para a longevidade das préteses. Nesse sentido, torna-se
necessario o desenvolvimento de novos materiais mais inertes ao meio interno e que
possuam interfaces propicias a osteointegracao.

O diamante obtido pela técnica CVD e os materiais diamantiferos podem oferecer
solucdes mais promissoras a esses problemas, ji& que apresentam extrema dureza, alta

condutividade térmica, baixo coeficiente de atrito e inércia quimica [21-23]. Essas
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caracteristicas indicam que ha grande potencial para a aplicacdo de diamante CVD no
desenvolvimento de implantes ortopédicos.

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi analisar o comportamento do DN e
DM através de Ensaios de biocompatibilidade “in vitro”. Foi analisado o crescimento de
células de fibroblastos em contato com o extrato obtido apds a imersdo de tubos de
diamante CVD e sobre sua superficie, por meio dos ECI e ECD durante um periodo de 48 e
24 horas, para se verificar a sua biocompatibilidade. Foram analisadas especificamente a
adesdo, viabilidade e proliferacao de fibroblastos, reconstituindo de certa forma a interface

implante-osso através de ensaios “in vitro”.

2. Material e Métodos
2.1 Material

2.1.1 Tubos de Diamante CVD

Os tubos de diamante utilizados neste estudo foram desenvolvidos no LANADIA do
DSIF da FEEC da UNICAMP. Este material foi obtido por meio da técnica CVD em
Reator de Filamento Quente, a partir de reacdes quimicas do etanol e hidrogénio, de modo
que durante o processo de sintese do Diamante CVD algumas amostras foram sintetizadas
com 65% de argdnio na atmosfera. Portanto, duas diferentes formas do diamante foram

utilizadas neste estudo: tubos de DN e tubos de DM.
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2.1.2 Cultura Celular

Foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular do tipo fibroblastos

origindrios de rim de Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops), obtidas junto ao

Instituto Adolfo Lutz, localizado na cidade de Sao Paulo-SP. Estas células foram mantidas
no Laboratério de Cultura Celular do 1B da UNICAMP, em meio Ham F-10 (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO- USA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)-
Nutricell, Campinas-SP-Brasil- a 37° C. As células VERO sio linhagens recomendadas
para testes de citotoxicidade e interacdes com biomateriais [24] e foram utilizadas para o
desenvolvimento do ECI e ECD das duas diferentes formas do diamante CVD descrito a

seguir.

2.2 Métodos

As amostras do DN e DM foram analisadas a partir dos ensaios acima citados para
caracterizar sua biocompatibilidade quando adicionados em cultura de células de
fibroblastos. Os tubos de Diamante CVD foram esterilizados em autoclave a 134°C por 30
minutos, antes de serem inoculados em placas de cultura com meio Ham F-10 sem SFB e

incubados em estufa a 37° por 24 horas, previamente a inoculacao celular.

2.2.1 Ensaio de Citotoxicidade Indireta (ECI)

As duas formas do diamante analisadas neste estudo foram maceradas e submersas
em meio Ham F-10 com 10% de SFB a 37°C na propor¢do de 0,2g/ml de meio por 48

horas, para realizacio do ECI segundo normas internacionais [25-26]. O objetivo € a
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extracdo de possiveis substancias toxicas soldveis eliminadas pelos tubos de diamante.
Apdés a obtencdo dos extratos para realizacio do ECI, uma suspensdo celular na
concentragio de 3x10° células/ml foi inoculada em placas de 96 pocos (Corning Costar

Corporation, Cambridge, MA, USA) e as células cultivadas por 24 horas a 37°C.

Ap6s este periodo, o meio de cultura presente na placa foi trocado pelos respectivos
extratos adquiridos apds o periodo de imersdo do DN e DM. As células foram cultivadas
nestas condicdes por mais um periodo de 24 horas a 37°C. Foi utilizado como Controle
Positivo de Toxidade (CPT) uma solu¢do de meio Ham F-10 com 10% SFB e 10% de
Fenol, que € altamente nocivo a células; e como Controle Negativo de Toxidade (CNT) o
extrato de poliestireno que ndo oferece nenhum tipo de interferéncia ao desenvolvimento
celular (Figura 04). Decorrido o periodo de cultivo de 24 horas, foram feitas imagens das

c€lulas vivas em Contraste de Fase utilizando Microscépio Invertido Olympus IX-50.

Em seguida, através da utilizacdo do Teste de Viabilidade Celular pelo ensaio com
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium) as amostras do DN,
DM, CPT e CNT inoculadas na placa de cultura receberam em cada pogo (n= 8) 200ul de
meio Ham-F10 com 10mM de tampao Hepes e 50ul de MTT Sigma (Spug/ml em PBS -
Phosfate Buffer Saline). Este reagente evidencia a mitocOndria de células metabolicamente
ativas demonstrando o ntimero de células vidveis contidas na placa. Apés a adi¢do do MTT
a placa foi incubada no escuro por 4 horas a 37°C (Figura 05). Decorrido o periodo de
incubacdo, o meio com o MTT foi removido e 200ul de DMSO mais 25ul de Tampao
glicina Sorensen pH 10,5 foi adicionado em cada pogo para dissolver os cristais formados

pelo MTT e consequentemente corar as células marcadas por este reagente. (Figura 06).

13



Figura 04: Placa de Cultura de Células em contato com os
extratos do: CPT (+), CNT (-), DN (N) e DM (M).

Figura 05: Cultura de células sob agdo da solucdo de MTT em
diferentes condicdes experimentais: CPT (+), CNT (-), DN (N) e
DM (M)
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Figura 06: Cultura de células sob acdo do DMSO em
diferentes condicoes experimentais: CPT (+), CNT (-), DN
(N) e DM (M)

A leitura da absorbancia foi feita em leitor de Microplacas Multiskan Bichromatic
Version 1.06 Microplate Reader (Labsystems Inc, Helsinki, Finland) em comprimento de
onda de 540nm. Foram utilizados como controle de reacdo pocos onde ndo houve o cultivo

de células, mas foram adicionados os mesmos reagentes descritos anteriormente.

Foram realizadas ainda a avaliagdo citoquimica de células cultivadas na presenga
dos extratos obtidos do CPT, CNT, DN e DM. Neste experimento, células cultivadas por 24
horas foram fixadas em Formol 10% e coradas com Azul de Toluidina (AT) em pH 4,0
para a deteccdo de 4cidos nucléicos, e glicosaminoglicanos e coloracdo de Xylidine

Ponceau (XP) pH 2,5 para evidenciacao de proteinas [27].
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2.2.2 Ensaio de Citotoxicidade Direta (ECD)

Este ensaio visa a observagdo dos possiveis efeitos deletérios sobre as células a
partir do contato direto das mesmas com a superficie do material estudado. Para avalia¢dao
do ECD, células VERO foram cultivadas diretamente sobre as amostras de diamante em
meio Ham F-10 com 10% de SFB a 37° por 24h (n = 8). Para verificar a atividade celular,
apos o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi removido e cada pogo recebeu 200ul de
meio Ham-F10 com 10mM de tampao Hepes e 50ul de MTT Sigma (Spug/ml em PBS -
Phosfate Buffer Saline). A placa foi incubada no escuro por 4 horas a 37°C. Para acessar o
numero de células vidveis através de leitura de absorbancia o MTT foi removido e 200ul de
DMSO mais 25ul de Tampao glicina Sorensen pH 10,5 foi adicionado. A leitura das
absorbancias foi feita em leitor de Microplacas Multiskan Bichromatic em comprimento de
onda de 540nm e utilizamos como controle de reacdo, pocos onde niao houve o cultivo de

células.

As células sobre as diferentes formas do diamante também foram analisas em
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Nesta fase, os tubos de DN e DM, foram
inoculados sobre laminulas de vidro com 2x10° células/ml em meio Ham F-10 com 10% de
SFB por 24h a 37°C. Os tubos foram fixados em glutaraldeido 2,5% (em tampao cacodilato
0,1M, pH 7,2), pds-fixados com tetroxido de 6smio 1% (Sigma), desidratados em etanol em
concentragdes crescentes, secos em equipamento de Ponto Critico Balzers CTD-030, e
submetidos a metalizagdo com ouro em Sputter Balzers CTD-050. Posteriormente, a
superficie dos tubos de DN e DM foram observadas em Microscépio Eletronico de

Varredura JEOL 5800.
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3. Resultados

3.1 Ensaio de Citotoxicidade Indireta (ECI)

3.1.1 Analise em Contraste de Fase

Foram obtidas imagens em Contraste de Fase da cultura de células de fibroblastos
em contato com material analisado com auxilio de Microscépio Invertido disponivel no
Laboratério de Cultura Celular do IB da UNICAMP. A partir destas imagens foi observado
o desenvolvimento dos fibroblastos em contato com o extrato do DN e DM e foi
comparado ao CNT. Foi observado o seu desenvolvimento e morfologia em aumento de
400x, tendo-se notado semelhanga no aspecto entre as culturas de células, sendo, portanto

caracteristico e dentro do padrdo esperado, conforme pode ser visualizado na Figura 07.

3.1.2 Analise Citoquimica da Cultura de Células

As células VERO inoculadas na presenca do extrato do DN e DM, depois de fixadas
e coradas, apresentaram padrdo adequado, conforme apresentado na Figura 08. Dos
corantes utilizados, o AT se presta a deteccao de grupos negativos PO4’, SO4 e COO’, que
em pH 4,0 estdo presentes apenas em glicosaminoglicanos, DNA e RNA. Observou-se que
as células cultivadas nas condi¢des do CNT se apresentavam com uma monocamada celular
semiconfluente. Uma leve basofilia metacromadtica pode ser observada em nivel nuclear e
citoplasmatico. Por outro lado, as células de CPT, cultivadas na presenca de fenol,
apresentavam numerosos pontos com restos e fragmentos celulares. As células cultivadas
na presenca do DN e DM mostraram um padrdo muito semelhante ao CNT para o AT. O

XP se presta a detec¢do de grupos NH3+, que em pH 2,5 estdo presentes em quantidade
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significativa em proteinas. Nas células do CNT observou-se um leve acidofilia, quando
coradas com XP. Por outro lado, o CPT mostrou células fragmentadas e restos celulares. O
padrao das células que cresceram na presenca do DN e DM se assemelhava ao CNT,

quando corados pelo XP (Figura 08).

Figura 07: Imagens da cultura de células
fibroblasticas vivas em Contraste de Fase.
A) CNT; B) DN; C) DM. Aumento de 400x.
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Figura 08: Citoquimica da cultura de células fibroblasticas cultivadas nas diferentes condi¢des
experimentais. A) CNT; B) CPT; C) DN; D) DM. De A1l até D1 coloragdo com AT. De A2 até
D2 coloragdo com XP. Aumento de 400x para todas as imagens.
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3.1.3 Leitura de Absorbancia

A partir dos valores obtidos através da leitura de absorbancia da placa, na qual
continha células do tipo fibroblastos cultivados em contato com o extrato do CPT, DN e
DM, foi possivel acessar o ntimero de células metabolicamente ativas para cada amostra e
compard-las ao CNT. O resultado obtido ndo apresentou valores estatisticamente
significativos, pois as duas amostras do diamante se mantiveram proximas ao CNT,

conforme pode ser observado na Tabela O1.

Tabela 01: Dados do Ensaio de Citotoxicidade Indireta (ECI) obtidos a partir da

leitura de absorbancia

CNT CPT DN DM
0,782 0,226 0,619 0,623
0,7 0,232 0,671 0,575
0,642 0,231 0,673 0,589
0,662 0,232 0,617 0,642
0,68 0,24 0,638 0,657
0,555 0,244 0,677 0,687
0,655 0,219 0,72 0,684
0,731 0,236 0,715 0,696
Média 0,675875 0,2325 0,66625 0,644125

Os valores da leitura de absorbancia das amostras de DN e DM se mantiveram
dentro do esperado, quando comparado ao CNT. A viabilidade celular mediante os
materiais analisados foi semelhante a observada nas amostras de CNT, conforme ilustrado

no Figura 09.
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Figura 09: Apresentagio da leitura de absorbancia do ECI onde as amostras de DN e DM
obtiveram resultados semelhantes ao CNT indicando adequado desenvolvimento celular
frente as duas formas do diamante analisadas.

3.2 Ensaio de Citotoxicidade Direta (ECD)

3.2.1 Leitura de Absorbancia

Com a leitura de absorbancia da placa que continha células em contato direto com
as diferentes condi¢des experimentais (CNT, CPT, DN e DM), observou-se o niimero de
células metabolicamente ativas para cada amostra e comparou-se umas com as outras. Esta
andlise permitiu avaliar a viabilidade celular mediante a presenca do DN e DM, onde a
proliferacdo celular quando comparada ao CNT apresentou resultado satisfatorio,

mantendo-se dentro do padrdo esperado, conforme ilustrado no Figura 10.
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Grafico de Citotoxicidade Direta
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Figura 10: Apresentagdo da leitura de absorbancia do ECD. As amostras de DN e DM

obtiveram resultados semelhantes ao CNT indicando proliferagdo celular adequada.

3.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade, mediante analise morfoldgica das
células VERO cultivadas sobre as amostras de diamante através de MEV. Apds o periodo
de crescimento predeterminado, os tubos foram fixados e metalizados e as células
observadas em Microscépio Eletronico JEOL, onde foi possivel analisar o crescimento e
adesdo celular sobre as amostras de diamante analisadas.

Por meio das imagens obtidas, identificou-se a adesdo e crescimento de camadas
celulares sobre o diamante, caracterizando as duas composicdes do DN e DM como

biologicamente compativeis. Nas amostras de DM foi possivel observar, apés periodo de 24
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horas de cultivo, a adesdo celular sobre o substrato, indicando boa interacio com a

superficie desses tubos (Figura 11).

Figura 11: MEV de cultura de células do tipo fibroblastos apds 24h de cultivo sobre tubos de DM. As
imagens apresentam a adesdo de tecidos sobre os tubos de diamante e unido célula-célula

Também foi identificada a formac¢do de uma camada celular delgada formada a

partir da unido célula-célula iniciando a fase de confluéncia celular, que evidencia o
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desenvolvimento adequado dos fibroblastos sobre esta amostra sem nenhum tipo de

alteracdo ou atraso em seu desenvolvimento (Figura 12).

Figura 12: MEV de cultura de células do tipo fibroblastos ap6s 24h de cultivo sobre de tubos DM. As
imagens apresentam a formagdo de camada celular recobrindo diversas regides do tubo.

Nas amostras de DN observou-se, apds periodo de cultivo de 24 horas,

desenvolvimento mais intenso dos fibroblastos sobre o substrato, quando comparado as

24



amostras de DM. Identificou-se a formacdo de uma camada celular espessa (Figura 13) e,
em algumas regides, foi possivel identificar a sintese de matriz extracelular fibrosa. Os
tubos de DN apresentaram Otima interacdo, com adesdo e proliferacdo intensa dos

fibroblastos, além da sintese de componentes da matriz extracelular (Figura 14).

Figura 13: MEV de cultura de células do tipo fibroblastos apds 24h de cultivo sobre tubos de DN. Todas
as imagens evidenciam a formacdo de camada celular espessa e confluéncia celular intensa dos
fibroblastos sobre os tubos de DN.
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Figura 14: MEV de cultura de células do tipo fibroblastos apds 24h de cultivo sobre tubos de DN. As
imagens apresentam a sintese de componentes da matriz extracelular indicando étima interacdo com os
tubos DN.
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4. Discussao

A auséncia de reacdes inflamatérias e o crescimento tecidual na interface entre o
implante e o tecido hospedeiro € de vital importancia para o bom desempenho de préteses,
j& que estabiliza e minimiza perdas 6sseas. A auséncia de reacdes na regiao do implante
favorece a fixacdo e sobrevida dos implantes [1].

Neste estudo foram avaliadas as interagdes de cultura de células em contato com o
diamante CVD, reproduzindo o ambiente existente no modelo experimental “in vivo” a
partir de ensaios “in vitro”, que reproduzem de certa forma a regido de contato implante-
0SS0.

Foi utilizada uma cultura de células do tipo fibroblasto, sendo que esta escolha foi
determinada principalmente pelo fato de que essas células estdo presentes normalmente nos
locais de aplicacdes de implantes ortopédicos na pritica médica durante o processo de
cicatrizacdo [16]. Além do mais, o contato inicial dos fibroblastos com a superficie do
material € um evento importante para a osteointegracdo do mesmo [28-29]. O uso de
células do tipo fibroblastos possibilitou avaliar a compatibilidade necessdria ao material de
implante, que deve permitir as funcOes celulares de adesdo, viabilidade e proliferagdo sem
qualquer tipo de interferéncia dos materiais sobre o ciclo celular.

Este trabalho demonstra a biocompatibilidade de tubos de diamante produzidos a
partir da técnica CVD em reator de filamento quente. Foram avaliadas neste estudo duas
diferentes formas do diamante CVD: Nanocristalino € Microcristalino, ambos com
caracteristicas fisico-quimicas que conferem a este material grande potencial para serem

utilizados como materiais de implantes. Dentre as suas principais caracteristicas destaca-se
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sua extrema dureza, alta condutividade térmica, baixo coeficiente de atrito e inércia
quimica, que sdo propriedades ideais para este tipo de aplicag¢do [21-23].

Os tubos de diamante CVD foram avaliados em culturas de células do tipo
fibroblastos oriundos de rim de macaco verde africano a partir de Ensaios de Citotoxicidade
Indireta e Direta desenvolvidas por um periodo de 24 e 48 horas. Para tanto, foi utilizado o
Teste de Viabilidade Celular pelo método do MTT e posterior observacado das células vivas
em contraste de fase apds avaliagdo citoquimica. Para realizagdo do ECI os tubos de
diamante foram macerados e colocados em meio Ham F10 por 24 horas. Apds o periodo de
cultura, as células do tipo fibroblastos receberam o extrato obtido pela maceracdo e imersao
dos tubos de diamante e permaneceram nestas condi¢cdes por 24 horas, sendo este tempo
suficiente para avaliar qualquer interferéncia do extrato das amostras sobre a adesdo e
proliferacdo celular. O resultado obtido demonstrou que ndao houve interferéncia na adesao
e proliferacdo celular apds o contato da cultura de células com o extrato do diamante. Este
resultado indicou que nao houve liberagdo de substancias nocivas nas duas composi¢des do
diamante CVD, nao alterando o desenvolvimento celular. Estes resultados foram
comparados com o CNT. O CNT foi produzido através da adi¢do do extrato de poliestireno
que ndo oferece nenhuma interferéncia ao desenvolvimento celular. Apds a leitura de
absorbancia observamos o nidmero de células vidveis para as duas composi¢des do
diamante e comparou-se ao CNT, sendo estes resultados semelhantes entre si. Porém, os
dados demonstram que existe uma pequena diferenca no desenvolvimento celular mediante
as duas composicdes do diamante, sendo mais intenso na presenga de DN. A andlise
citoquimica mostra que ndo houve alteracdes morfofuncionais aparentes nas células que

cresceram na presenca dos extratos das amostras de diamante CVD.
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No ECD, que foi realizado a partir da deposicdo de cultura de células do tipo
fibroblasto em contato direto com a superficie dos tubos de diamante, também foi obtido
como resultado boa interacdo celular com os materiais analisados, caracterizando-os como
biologicamente compativeis. Observamos adesdo, proliferacdo e confluéncia celular nas
duas composicdes do diamante, sendo mais intensa nas amostras de DN. Estas amostras
apresentaram uma confluéncia celular mais exuberante quando comparada as amostras de
DM. Curiosamente, notamos através das imagens de MEV a sintese de componentes da
matriz extracelular, provavelmente material fibroso devido a sua morfologia. Os dados
obtidos pelo Teste de Viabilidade Celular com o MTT corroboram estes achados, pois
baseado nas leituras de absorbancia, o nimero de células sobre as amostras de DN e DM é
superior ao numero de células obtidas no CPT (fenol).

Estes resultados sugerem, portanto, boa biocompatibilidade dos tubos de diamante
CVD. As duas formas do Diamante analisadas permitiram desenvolvimento celular
adequado mediante os dois ensaios “in vitro”, porém as amostras de DN apresentaram
maior ndmero de células vidveis no ECI, formacgao exuberante de camadas celulares além
de ter estimulado a sintese de componentes da matriz extracelular visualizadas no ECD.

Estes resultados podem estar associados com o aspecto superficial dos materiais
analisados. Através de micrografias eletronicas sabe-se que a superficie do DM e DN
possuem caracteristicas préoprias e diferentes entre si. A superficie dos tubos de diamante
CVD € composta a partir da jungdo de pequenos graos de diamante que sdo formados
durante o processo de deposicdo quimica em reator de filamento quente. No DM estes
graos possuem formato triangular com d&pice piramidal, sendo este aspecto mantido
uniformemente por toda a sua extensdo. J4& o DN, conforme descrito na literatura, é

composto por graos de diamante com acabamento arredondado e aspecto semelhante a uma
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couve-flor, sendo este acabamento superficial ocasionado pela composi¢do gasosa contendo
Argdnio usado para sua sintese.

Diversos fatores podem influenciar as respostas celulares que sdo desencadeadas na
presenca do material de implante, tais como sua composi¢ao, propriedades fisico-quimicas,
propriedades mecanicas, rugosidade de sua superficie, técnica cirirgica e modelo do
implante [30-32].

Segundo ROSENGREN et al [33], hd relacdo entre 0 modelo do implante e as
reacOes que ocorrem aos tecidos adjacentes. Estes autores demonstraram por meio de seus
estudos que diferentes reagdes inflamatdrias sdo induzidas aos tecidos e que estas reacoes
variam de acordo com o modelo de implante utilizado. Estes achados foram evidenciados a
partir do estudo de dois diferentes modelos de implantes. O primeiro possuia a forma de
bastdo com a extremidade perfurante e, o segundo, em forma de disco, ambos compostos
por titanio. Estes materiais foram implantados na parede abdominal de ratos e apds 03, 10 e
30 dias de seguimento foram sacrificados, onde foi observado em todos os intervalos de
tempo maior nimero de células, encapsulamento e maior concentragdo de macréfagos ao
redor dos implantes perfurantes.

Quando biomateriais sao implantados dentro do tecido humano, a sua
biocompatibilidade vai depender ndo somente de propriedades fisico-quimicas adequadas,
mas também da reacdo inicial das células sobre a superficie do material. A rugosidade da
superficie estd diretamente relacionada a osteointegracao dos implantes. EISENBARTH et
al [34] estudaram a adesdo de fibroblastos sobre ligas de Ti6Al4V com diferentes graus de
rugosidade. Depois de dois dias de incubagdo celular sobre as ligas, foi observado que a
adesdo aumenta nas superficies mais rugosas. DELIGIANNI et al [35] observaram maior

concentracio de células da medula 6ssea aderidas na superficie rugosa de ligas de Ti6Al4V
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ap6s duas horas de crescimento celular e influencia significativa na resposta de células
osseas mediante ligas de Ti rugosa. ANSELME [36] afirmou que culturas de células de
osteoblastos aderem preferencialmente a superficies com rugosidade relativamente alta.

No presente estudo, onde se avaliou as intera¢des celulares com o DN e DM
mediante cultura de células do tipo fibroblastos, os resultados obtidos apresentaram maior
desenvolvimento celular, forma¢do de camadas confluentes e exuberantes, além da sintese
de matriz extracelular frente as amostras de DN. Estes achados evidenciam as diferengas
topogréficas existentes entre os materiais analisados podendo ter em seu acabamento
superficial um fator determinante para maior proliferacdo celular e indu¢do de sintese de

matriz extracelular.

5. Conclusoes

Os ensaios “in vitro” realizados de forma direta e indireta na presenca de células do

tipo fibroblastos mostraram que:

® as duas composi¢des do diamante CVD denominados de DN e DM podem ser
consideradas ndo citotéxicas por apresentaram o mesmo desempenho obtido pelas

particulas de poliestireno (CNT);

e 0s DN estimularam mais fortemente a proliferacao dos fibroblastos e inclusive a sua

producdo de matriz extracelular.
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Capitulo III

Estudo da interface ossea de tubos de diamante microestruturado e

nanoestruturado implantados na regiao femoral de ratos da linhagem

wistar

1. Introducao

Atualmente os materiais de implante empregados na pratica médica tém apresentado
falhas ao longo do periodo de sua utilizagdo. Metais e ligas t€m sido os principais materiais
utilizados na fabricacdo de préteses articulares, implantes para tratamento de fraturas e
implantes odontolégicos [1-2]. Esses materiais, em sua grande maioria ligas de titdnio e ago
inoxidavel, geram reacdes inflamatérias minimas logo apds o implante que, entretanto, nao
causam alteragcdes significativas aos tecidos, sendo este comportamento ideal para essas
aplicacdes [3]. Porém, ap6s determinado periodo de permanéncia eles apresentam sinais de
corrosdo que leva a liberacdo de particulas, deposicdo de fons metdlicos ao redor do
implante e, conseqiientemente, promocdo da reabsorcdo déssea, comprometendo
significativamente a durabilidade das préteses [4-7].

De acordo com o “National Institutes of Health Consensus Statement”, mais de
120.000 préteses sdo implantadas anualmente nos Estados Unidos (EUA), com indices de
aproximadamente 10% de revisdes cirdrgicas de todos os implantes efetuados.
Considerando o aumento de procedimentos primdrios e as revisdes de implantes realizados,
os dados anuais indicam aumento no numero de individuos com implantes e,

conseqiientemente, de problemas associados a liberagdo de particulas e reabsor¢do dssea.
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Essas ocorréncias, de acordo com os dados constatados, vém comprometendo a
longevidade das préteses, diminuindo efetivamente a sua funcao [8-10].

Devido aos problemas descritos, torna-se necessario o desenvolvimento de novos
materiais que oferecam uma 6tima interagdo com o tecido receptor a curto, médio e longo
prazo. Esses materiais devem ser totalmente inertes aos tecidos bioldgicos e fluidos
corpéreos para ndo alterar suas propriedades fisico-quimicas e, assim, manter sua
morfologia ao longo do periodo de sua utilizac@o e nao liberar nenhuma substancia nociva
a0 organismo.

Na década de 1970, um material com as mesmas caracteristicas fisico-quimicas de
um diamante natural foi produzido a partir de uma técnica denominada “Chemical Vapor
Deposition” (CVD). O diamante obtido a partir dessa técnica possui excelentes
propriedades fisico-quimicas, como extrema dureza, alta condutividade térmica, baixo
coeficiente de atrito e inércia quimica [11-12]. A partir da constatacdo de suas
propriedades, houve crescente interesse em toda a comunidade cientifica em desenvolver
produtos compostos por diamante CVD para diversas aplicacdes [13].

Desde entdo, intimeros estudos foram realizados utilizando o diamante CVD e,
gragas aos avancos obtidos, hoje em dia € possivel produzir o mesmo material com
diferentes formas e acabamentos superficiais, potencializando sua utilizagdo em diversos
seguimentos. A variabilidade de formas e a pureza do material se devem ao substrato
adotado e o acabamento superficial pode ser programado de acordo com a dilui¢do com
gases nobres empregada durante sua sintese, obtendo-se um acabamento superficial
diferenciado. Desta forma, este material pode ser sintetizado com caracteristicas especificas

para cada tipo de aplicagdo [13].
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O diamante CVD foi alvo de inimeros estudos descritos na literatura devido as suas
propriedades, que lhe assegura aplicabilidade em diferentes dreas [14-15] e, apesar de ter
sido assunto de grande interesse por muito tempo, s6 agora foram sinalizados como uteis
para aplicagdes bioldgicas [16-17].

Especificamente como material de implante, este material pode vir a oferecer
solucdes promissoras aos atuais problemas identificados na pratica médica. TANG et al
[17] descrevem que as propriedades do diamante CVD sdo superiores, quando comparadas
aos metais e ligas utilizados atualmente. Segundo os autores, o diamante CVD, quando
comparado ao titanio e ago inoxiddvel, apresenta notdvel superioridade. Esses achados
indicam que os materiais diamantiferos possuem os adjetivos necessarios para fabricacio e

revestimento de implantes, conforme pode ser visto na Tabela 02.

Tabela 02: Comparacao das propriedades entre: diamante CVD, titanio e Aco

Inoxidavel. (TANG et al, 1995)

Propriedades Diamante  Titanio Aco Inoxidavel 316
CVD

Dureza (Kg mm™) 10 000 230 210
Modulo de Elasticidade 1000 120.2 215.3
(GPa)

Modulo de Compressao 442 108.6 166
(GPa)

Condutividade Térmica 20 0.21 0.16
(Wm' K

Expansao térmica 1.1 8.8 17.2
(x10° K™

Baseado nessas evidencias, alguns estudos vém sendo desenvolvidos e visam a

utilizagdo do diamante CVD para aplicacdes biomédicas. No entanto, poucas andlises
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referentes a sua biocompatibilidade e aplicagdes como material de implante foram
demonstrados até o presente momento.

Um material adequado para o desenvolvimento de implantes ortopédicos nao deve
ser apenas biocompativel, mas também resistente ao desgaste e quimicamente estavel e, de
acordo com as propriedades do diamante CVD, ja descritas no capitulo anterior, este
material possui os adjetivos necessarios para estas aplicagcdes, sendo esta a principal razao
para o desenvolvimento de ensaios “in vivo”. Deve-se ainda considerar que o revestimento
dos implantes ortopédicos articulares com diamante CVD pode melhorar a qualidade dos
implantes, j4 que a inexisténcia de metais evita a corrosdo e problemas associados aos
implantes metélicos. Alem disso, a extrema dureza dos materiais diamantiferos pode
assegurar também baixos niveis de desgaste e, conseqiientemente, auséncia de residuos nos
tecidos adjacentes ao implante.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar e analisar a interacdo de tubos de
Diamante Nanoestruturado (DN) e de Diamante Microestruturado (DM) com o tecido ésseo

de ratos da linhagem Wistar, reconstituindo a interface implante-0sso.

2. Material e Métodos

O protocolo n° 848-1 intitulado “Avaliacdo da interface 6ssea de tubos de diamante
(CVD) implantados na regido femoral de Ratos da Linhagem Wistar” para uso de animais
estd de acordo com os principios éticos na Experimentagdo Animal regulamentados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Este protocolo foi aprovado em
08 de Junho de 2005 pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) do IB da

UNICAMP (Apéndice A).
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2.1 Material

2.1.1 Tubos de Diamante CVD

Foram utilizados tubos DN, tubos de DM e tubos de aco inoxiddvel 316L (Al) com
as dimensodes de 10mm x 1,2mm. Os tubos de diamante utilizados neste estudo foram
desenvolvidos no LANADIA do DSIF da FEEC da UNICAMP e os tubos de Al foram

fornecidos pela empresa Engiplam.

2.1.2 Animais utilizados

Foram utilizados 23 ratos machos brancos, da linhagem Wistar, com 20 semanas de
idade e com peso aproximado de 300g, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Durante o periodo de seguimento adotado
neste estudo os animais foram mantidos em gaiolas de pldstico com tampa de metal e
maravalha e alimentados com rag@o industrializada e dgua de torneira fornecida “ad
libitum”. As caixas com os animais permaneceram isoladas em drea restrita a animais de

experimentacdo, localizada no Biotério do NMCE da FCM da UNICAMP.

2.2 Métodos

2.2.1 Grupos Experimentais

Os 23 animais foram divididos em 05 grupos onde foram implantados tubos de DN,
tubos de DM e tubos Al, sendo este ultimo o grupo controle. O tempo de seguimento

estabelecido foi de 04 e 08 semanas, conforme descrito na Tabela 03.
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Tabela 03: Grupos experimentais divididos

seguimento e material implantado

em funcio do tempo de

Grupo N°de Data Data Material Tempo de
Animais Experimento Sacrificio Implantado seguimento
1 5 02/09/2005 28/10/2005 DN 08 semanas
2 5 02/09/2005 28/10/2005 DM 08 semanas
3 4 02/09/2005 30/09/2005 DM 04 semanas
4 4 02/09/2005 30/09/2005 DN 04 semanas
5 5 03/04/2006 29/05/2006 Al 08 semanas

2.2.2 Procedimento Cirdrgico

Os animais foram anestesiados via endovenosa caudal com Hypinol na concentracio

de 30ml/kg. Foi realizada tricotomia da pata posterior esquerda e anti-sepsia do local com

solugdo alcodlica de iodo. Com auxilio de bisturi um acesso de aproximadamente 1 cm foi

feito ao longo da face lateral do fémur (Figura 15).

Figura 15: Incis@o de 1 cm efetuada acima do fémur da

pata posterior esquerda

41



Os feixes musculares expostos apods a incisdo foram divulsionados pelo plano
intermuscular com auxilio de afastadores acessando a face lateral da diafise do fémur

(Figura 16).

Figura 16: A) Localizacdo do Plano Intermuscular (PI) e B) Utilizacdo de afastadores para
divulsionar os feixes musculares e expor a face lateral da diafise do fémur

Em seguida uma perfuracio obliqua a 45° aproximadamente em relagio ao longo do
eixo da diéfise foi feita utilizando uma Furadeira Bosch de baixa rotagdo com broca

helicoidal de 10mm x 1,2mm até atingir a cavidade medular (Figura 17).

k i-.{' |
Figura 17: A) Perfuracdo da face lateral da didfise do fémur com utilizagdo de furadeira de
baixa rotacdo. B) Imagem do defeito 6sseo (DO).

O local foi previamente irrigado com solugdo fisiologica para a retirada de

fragmentos 6sseos onde os tubos de DN, DM e Al com as mesmas dimensdes do defeito
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0sseo foram imediatamente implantados permanecendo a sua ponta pouco saliente na
diafise (Figura 18). Em seguida os afastadores foram removidos e os feixes musculares

recobriram a regido do implante. A pele foi suturada com fio Mononylon 3.0 Ethycon.

Figura 18: Imagem do tubo de diamante CVD sendo implantado no defeito 6sseo

2.2.3 Sacrificio

Decorrido o tempo de seguimento previsto de 04 e 08 semanas respectivamente, os
animais foram pesados e sacrificados através do aprofundamento da anestesia através da
mesma via citada no item “2.2.2 Procedimento Ciriirgico”. Para retirada dos fémures que
continham os tubos de DN, DM e Al implantados foi feita uma incis@o ao longo do fémur
onde a por¢do proximal e distal foi desarticulada com auxilio de bisturi. Logo em seguida
os fémures foram avaliados através de AM e imediatamente fixados em solug¢do de
Formaldeido a 10% por 24 horas para manter as estruturas da por¢do dssea para as analises

posteriores.
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2.2.4 Avaliacao dos espécimes

ApOs a retirada os fémures foram submetidos a AM com auxilio de maquina digital
e Lupa EstereoscOpica para captura de imagens. Apds a obten¢@o das imagens foi dado

inicio aos procedimentos histoldgicos para analise em MOC, descritos a seguir.

2.2.5 Analise Macroscopica (AM)

A AM da superficie dos fémures foi feita com auxilio de Mdaquina Fotografica
Digital Sansung Digimax 401-4.0 e de Lupa Estereoscopica Zeiss STM-11 com camera
digital Canon Power G5 acoplada disponivel no Laboratério de Anatomia Patolégica do

Hospital das Clinicas (HC) da FCM da UNICAMP.

2.2.6 Microscopia ()ptica Convencional (MOC)

Ap0s a fixagdo em Formaldeido 10% os fémures foram submetidos a um periodo de
descalcificacdo de 15 dias em Acido Nitrico 7%. Este procedimento possibilita a retirada do
calcio presente abundantemente no tecido Osseo, promovendo a perda da rigidez e
conseqiiente remocao dos tubos de DN, DM e Al para posterior andlise de sua superficie
por MEV.

Os espécimes Osseos sem os implantes foram submetidos a um processo de
desidratacdo progressiva, que consiste em banhos sucessivos de Etanol em concentracdes
crescentes (70%, 80%, 90%, 95% e 100%). Em seguida o Etanol foi substituido por Xilol e
os espécimes foram posteriormente mergulhados em parafina fundida a 60°C para a
obtencdo de blocos. Estes foram mantidos em temperatura ambiente para solidificacdo, a
fim de se obter blocos resistentes a cortes em Micrétomo Leica modelo RM 2155 com 4pum

de espessura.
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Os cortes obtidos foram tratados com corantes especificos, de modo a tornar seus
componentes visiveis e destacados um do outro, etapa esta indispensdvel para andlise em
MOC. Os métodos de coloragdes adotados neste trabalho foram os de Hematoxilina Eosina
(HE) e Tricromico de Masson (TM) para posterior analise em Microscépio Optico Leica
modelo DM500 com programa Leica Qwin para captura e andlise de imagem disponivel no
LABIMO do NMCE da FCM da UNICAMP.

A dupla coloracdo de HE € a técnica mais difundida e se presta a coloragdo dos
componentes anidnicos como os dcidos nucléicos, corados pela Hematoxilina, e
componentes cationicos como as proteinas e glicoproteinas, corados pela Eosina.

O TM € formado por trés corantes e permite distinguir nitidamente o nucleo, corado
pela Hematoxilina, o citossol, corado pela Eosina e matriz extracelular que se cora em azul

pelo corante Azul de anilina.

2.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Ap6s a retirada dos espécimes Osseos descalcificados os tubos de DN, DM e Al
foram desidratados progressivamente em banhos sucessivos de Acetona em concentracdes
crescentes (70%, 80%, 90%, 95% e 100%). Em seguida os tubos foram submetidos aos
processos referentes a secagem com utilizacdo de Equipamento de Ponto Critico Balzers
CTD-030. Apds a realizacdo do Ponto Critico os tubos foram metalizados a ouro em
Sputerr Coater SCD-050 e observados em Microscépio Eletronico Low Vacuum JEOL
5800 no LNLS para analisar a adesdo de tecidos sobre a superficie dos tubos.

Esta andlise é de fundamental importancia para verificar o crescimento e a adesao

do tecido neoformado sobre a superficie dos tubos que permaneceram em contato com o0s
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fluidos e tecidos bioldgicos presentes no local do implante apds periodo de seguimento pré-

determinado.

3. Resultados

Nos topicos seguintes encontram-se descritos os resultados obtidos a partir dos
Ensaios de Biocompatibilidade “in vivo”, na qual as duas formas do diamante, DN e DM e

tubos de Al foram submetidas a analises.

3.1 Analise Macroscépica

3.1.1 Analise Macroscépica - Maquina Digital

A Anadlise Macroscépica da superficie dos fémures foi feita inicialmente utilizando
Maiquina Fotografica Digital. A figura 19 apresenta o aspecto encontrado sobre a superficie
dos fémures dos animais com tempo de seguimento de 04 semanas (Figura 19A) e 08
semanas (Figura 19B), ambos com tubos de DN implantados. A Figura 20 apresenta os
fémures dos animais com tubos de DM e tempo de seguimento de 04 semanas (Figura 20A)
e 08 semanas (Figura 20B).

Na superficie dos fémures dos animais com tubos de DN implantados notou-se apds
periodo de seguimento de 04 semanas o recobrimento da extremidade dos tubos por tecido
biolégico neoformado, sendo este aspecto observado em todos os animais pertencentes a
este grupo (Figura 19A). Os fémures com tubos de DN implantados e periodo de
seguimento de 08 semanas apresentaram um crescimento tecidual exuberante cobrindo

totalmente a extremidade do tubo de DN (Figura 19B).
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Figura 19A: Superficie do fémur com implante Figura 19B: Superficie do fémur com implante
de DN e tempo de seguimento de 04 semanas. de DN e tempo de seguimento de 08 semanas.
Extremidade do tubo de DN apds 04 semanas ji Extremidade do tubo de DN foi totalmente
se apresentou recoberta por tecido neoformado recoberta.

Figura 20A: Superficie do fémur com implante Figura 20B: Superficie do fémur com implante
de DM apés periodo de seguimento de 04 de DM apds periodo de seguimento de 08
semanas. Extremidade do tubo DM permaneceu semanas onde notou-se o recobrimento da
exposta. extremidade do tubo

Nos animais com tubos de DM implantados notou-se que a extremidade do tubo
permaneceu exposta apds o contato com os tecidos e fluidos do organismo, apds 04
semanas de seguimento (Figura 20A). Verificou-se a auséncia de adesdo de tecido
neoformado ndo recobrindo desta forma a extremidade do tubo de DM. Nos animais com
tubos de DM implantados e periodo de seguimento igual a 08 semanas notou-se o
recobrimento da extremidade dos tubos de DM conforme pode ser observado na Figura
20B.

No grupo controle, onde foram implantados tubos de Al verificou-se, apds periodo

de seguimento de 08 semanas, adesdo tecidual moderada ndo recobrindo totalmente a

extremidade tubo. Na figura 21 notamos que a extremidade do tubo de Al se manteve
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exposta sendo esta caracteristica preservada em todos os animais pertencentes ao grupo

controle.

Figura 21: Superficie do fémur com implante de
Al apés 08 semanas de seguimento. Extremidade
do tubo permaneceu exposta.

Os animais pertencentes a todos os grupos experimentais com periodos de
seguimento de 04 e 08 semanas apresentaram, sem exce¢do, no momento do sacrificio
Otima cicatrizagdo do tecido epitelial e auséncia de processo inflamatério nos tecidos
adjacentes. Os tubos de DN, DM e Al permaneceram no local de implante ndo sendo
registrado nenhuma intercorréncia, como por exemplo, migracdo das amostras.

A partir destas andlises foi possivel constatar que os tubos de DN apresentaram, nos
dois periodos de seguimentos adotados neste estudo, o recobrimento de sua extremidade
por tecido biolégico indicando 6tima interagdo dos tubos de DN com os tecidos ao seu
redor. Esta caracteristica sinaliza uma interface implante-osso propicia a aplicagdes de DN
como material de implante. Estes resultados sugerem que a dilui¢do do diamante em 65%
de Argonio incite também no modelo animal uma remodelacdo dssea mais rapida e intensa
quando comparado aos resultados obtidos nos grupos com tubos de DM implantados e com
o mesmo periodo de seguimento. Estes achados confirmam os resultados observados no
ECD “in vitro” onde notou-se desenvolvimento celular intenso frente aos tubos de DN, com

sintese de matriz extracelular.
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Os implantes de DM apresentaram na AM O6tima interagdo, pois ndo causaram
nenhuma modificacdo significativa ao tecido receptor, caracterizando boa tolerancia dos
tecidos aos tubos de DM implantados. Estes resultados demonstram que ambos os
diamantes analisados possuem comportamento adequado para aplica¢cdes como materiais de
implante. Porém notou-se que existe uma diferenca significativa entre eles. Os tubos de DN
estimularam um crescimento tecidual ao seu redor produzindo uma camada de tecido
neoformado exuberante. Esta camada recobriu totalmente a extremidade dos tubos de DN,
sendo este comportamento observado nos dois periodos de seguimento e em todos 0s
animais pertencentes a estes grupos. O mesmo crescimento niao foi observado frente as
amostras DM que obtiveram o recobrimento de sua extremidade somente no periodo de
seguimento de 08 semanas, conforme pode ser comparado nas Figuras 20A e 20B.

O grupo controle, que contou com tubos de Al, apresentou adequada interagdo com
os tecidos adjacentes, ndo provocando alteracdes significativas no mesmo. Os animais
apresentaram no momento do sacrificio 6tima cicatriza¢do e nio foi observado processo
inflamatério. Os tubos de Al permaneceram expostos, ndo sendo identificado crescimento

ou adesdo tecidual significativa, conforme observado na Figura 21.

3.1.2 Analise Macroscopica - Lupa

A partir da constatacdo dos resultados obtidos através da AM com utilizacdo de
mdquina digital foi feita a andlise da superficie dos fémures com utilizagdo de Lupa com

sistema de aquisi¢do de imagens integrado.
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Figura 22: (A e B) Implantes de DN com tempo de seguimento de 04 semanas onde
nota-se tecido aderido em toda a extremidade do tubo. (C e D) Implantes de DN com
tempo de seguimento de 08 semanas onde observou-se recobrimento exuberante de tecido
neoformado em toda a extremidade do tubo de DN.

Nas imagens obtidas notou-se claramente nos fémures com tubos de DN
implantados e tempo de seguimento de 04 semanas adesdo de tecido neoformado sobre a
extremidade do tubo (Figura 22A e 22B). Nos fémures com tubos de DN implantados e
tempo de seguimento de 08 semanas identificou-se um crescimento tecidual intenso,
cobrindo de forma exuberante a extremidade do tubo conforme pode ser visualizado na
Figura 22C e 22D.

Os fémures que continham tubos de DM implantados e com tempo de seguimento
de 04 semanas ndo apresentaram aderéncia de tecidos sobre a extremidade do tubo que se

manteve exposta em todos os animais pertencentes a este grupo (Figura 23A e 23B).
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J4 nos fémures com tubos de DM implantados e periodo de seguimento de 08
semanas observou se um crescimento de tecido biolégico moderado préximo a extremidade
do tubo, ndo sendo este crescimento mantido por toda sua extensdo (Figura 23C e Figura

23D).

Figura 23: (A e B) Implantes de DM com tempo de seguimento de 04 semanas. (C e D)
Implantes de DM com tempo de seguimento de 08 semanas. Nota-se nos dois periodos de
seguimento a extremidade dos tubos exposta

Foi possivel através destas andlises obter informacdes referentes a regido de
implante-diamante osso e superficie dos tubos de DN e tubos de DM. Notamos claramente
a presenga de tecido de recobrimento nas amostras de DN nos dois periodos de seguimento

evidenciando a diferenga entre as duas formas do diamante CVD analisadas.
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3.2 Variacao de Massa

Avaliando-se a massa dos animais com tubos de DN e DM implantados na data do
experimento e apds o periodo de seguimento determinado por grupo, notou-se um aumento

na massa final em todos os animais conforme pode ser observado na Tabela 04.

Tabela 04: Tabela de Variacao de massa dos animais com tubos de

DN e DM apoés 04 e 08 semanas de seguimento

Animais | Tempo de Material Massa Inicial | Massa Final

seguimento | Implantado (2) (g)
R1 425 452
R2 360 482
R3 08 semanas DN 470 533
R4 410 456
RS 370 410
R6 470 530
R7 426 435
RS 08 semanas DM 428 469
R9 420 459
R10 412 432
R11 448 460
R12 400 408
R13 04 semanas bM 391 404
R14 484 493
R15 413 431
R16 DN 500 515
R17 04 semanas 506 522
R18 410 432

Notou-se um maior aumento de massa corporal entre os animais pertencentes aos
grupos com periodo de seguimento mais longo e menor indice de aumento de massa
corporal nos animais pertencentes aos grupos de menor tempo de seguimento. As
proporg¢des destas variacdes podem ser observadas na Tabela 05 onde nota-se um aumento

de massa significativa nos animais pertencentes aos grupos com tubos de DN implantados.
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Tabela 05: Valores médios das massas corporais e porcentagem de aumento apos

cada procedimento experimental

Grupo/ tempo Material Média Média % aumento de
de seguimento Implantado Massa Inicial Massa Final massa
(2) () (€9)
01 DN 407 466,6 14,65
08 semanas
02 DM 431,2 465 7,84
08 semanas
03 DM 344.6 353 2,44
04 semanas
04 DN 365,8 380 3,89
04 semanas

A partir destes achados observou-se que os animais com tubos de DN implantados e
com tempo de seguimento de 08 semanas apresentaram um aumento de massa corporal de
14,65% enquanto os animais com tubos de DM com o mesmo tempo de seguimento
apresentaram um aumento de 7,84%. Da mesma forma comparou se os animais com tubos
de DN e DM com periodo de seguimento de 04 semanas e notou-se um aumento de massa
corporal de 3,89% e 2,44%, respectivamente. Mais uma vez os animais com tubos de DN
implantados apresentaram um maior aumento de massa corporal.

Estas variacdes de massa podem ser observadas nas figuras 24, 25, 26, 27 e 28
sendo apresentado na figura 24 as variacdes de massa dos animais com tubos de DN
implantados ap6s 08 semanas de seguimento. A figura 25 apresenta as variagcdes de massa
dos animais com tubos de DM implantados apds 08 semanas de seguimento. J4 nas figuras
26 e 27 apresentam as variacdes de massa dos animais com implantes de DM e DN apds 04
semanas de seguimento, respectivamente. A figura 28 apresenta as variagdes de massa de

todos os grupos.

53



Grafico DN 08 semanas

Emassa inicial
E massa final

massa (gramas)

R1 R2 R3 R4 R5
animais
Figura 24: Valor da massa corporal inicial e final dos animais com implantes de DN e
periodo de seguimento de 08 semanas

Grafico DM 08 semanas

E massa inicial
@ massa final
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R6 R7 R8 R9 R10
animais

Figura 25: Valor da massa corporal inicial e final dos animais com implantes de DM e
periodo de seguimento de 08 semanas
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Grafico DM 04 semanas
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B massa final
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Figura 26: Valor da massa corporal inicial e final dos animais com implantes de DM e
periodo de seguimento de 04 semanas

Grafico DN 04 semanas
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Figura 27: Valor da massa corporal inicial e final dos animais com implantes de DN e
periodo de seguimento de 04 semanas



Grafico de Variacao de Massa dos Grupos
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Figura 28: Valores médios das massas corporais dos animais com implantes de DM e
DN apé6s 04 e 08 semanas

3.3 Microscopia ()ptica Convencional ((MOC)

Através da MOC pode-se observar o crescimento de tecido ésseo na interface
implante-osso. Notou-se ao redor dos tubos de DN, DM e Al a presenca de tecido 6sseo
neoformado e auséncia de tecido fibroso ou processo inflamatorio.

No grupo com tubos de DN implantado e periodo de seguimento de 04 semanas
notou-se na interface diamante-osso a presencga de tecido 6sseo neoformado e auséncia de
tecido fibroso ou processo inflamatério (Figura 29A e 29B). Nestas imagens notou se a
organizacdo do tecido 6sseo neoformado circundando inteiramente o tubo de DN apds 04
semanas de implante, sendo esta formacdo continua, espessa € bem definida ao redor dos
tubos.

No grupo com tubos de DN implantado e tempo de seguimento de 08 semanas

observou-se além do crescimento de tecido 6sseo, auséncia de processo inflamatdrio e uma
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melhor organizagdo do tecido 6sseo neoformado ao redor do tubo de DN (Figura 29C e

29D).

Figura 29: Imagens dos grupos com tubos de DN implantados. (A ¢ B) DN
com 04 semanas. (C e D) DN com tempo de seguimento de 08 semanas. De
A1l até D1 coloragdo HE. De A2 até D2 coloragdo TM.
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No grupo com tubo de DM implantado e tempo de seguimento de 04 semanas
notou-se a presenca de tecido dsseo neoformado, auséncia de tecido fibroso e processo
inflamatério. Neste grupo observou-se um crescimento desorganizado de tecido 6sseo ao
redor do tubo, ndo circundando de forma nitida o local de interface. Este crescimento se
apresentou de forma irregular quando comparado ao grupo com tubo de DN e com o
mesmo periodo de seguimento (Figura 30A e 30B).

No grupo com tubos de DM implantado e tempo de seguimento de 08 semanas
notou-se a formacao de tecido neoformado mais organizada ao redor dos tubos delimitando
nitidamente a regido de interface. Contudo, notou-se que, apesar de mais organizado, este
crescimento tecidual se apresentou fragil e irregular quando comparado ao grupo com tubos
de DN com o mesmo periodo de seguimento (Figura 30C e 30D).

O grupo controle, com tubos de Al implantado apds 08 semanas apresentou tecido
dsseo neoformado, auséncia de processo inflamatorio. Assim como no grupo de DN com o
mesmo periodo de seguimento, o tecido dsseo neoformado se apresentou bem organizado
ao redor dos tubos de Al circundando e delimitando a regido de interface implante-0sso.
Neste grupo notou-se um maior espessamento do tecido Osseo ao redor do implante

mantendo este aspecto em todo o grupo controle (Figura 31).
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Figura 30: Imagens dos grupos com tubos de DM implantados. (A ¢ B)
DM com tempo de seguimento de 04 semanas. (C e D) DM com tempo de
seguimento de 08 semanas. De Al até D1 coloracdo de HE. De A2 até D2
coloragcdo TM.
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Figura 31: Imagem do grupo com implante de Al e tempo de seguimento de
08 semanas. De A1 até D1 colora¢do de HE. De A2 até D2 coloracao de TM.
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3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Através das imagens obtidas por MEV observou-se a adesdo dos tecidos que se
encontram presentes sobre os tubos de DN, DM e Al durante os periodos de 04 e 08
semanas de seguimento.

Sobre a superficie dos tubos de DN que permaneceram implantados por 04 semanas
avaliou-se a adesdo do tecido biolégico presente em toda a superficie dos tubos. Este
aspecto foi observado em todos os tubos de DN que permaneceram nestas condi¢des
experimentais. Observou-se um crescimento intenso, exuberante e uniforme sendo este
aspecto mantido por toda a extensdo dos tubos (Figura 32). O mesmo comportamento foi
identificado sobre os tubos de DN que permaneceram em contato com os fluidos e tecidos
bioldgicos por um periodo de 08 semanas. Neste grupo, além da adesdo e crescimento
tecidual exuberante, observou-se também a sintese de material de origem fibrosa devido a
sua morfologia (Figura 33).

Sobre os tubos de DM implantados por 04 semanas notou-se apenas em alguns
pontos da superficie do tubo, preferencialmente nas extremidades, adesdo de tecido
biolégico mantendo desta forma toda a extensdo do tubo de DM exposta (Figura 34). O
mesmo aspecto foi identificado sobre os tubos de DM implantados por 08 semanas. Apds
08 semanas notou-se pouca adesdo tecidual, sendo esta adesdo irregular e
predominantemente nas extremidades do tubo (Figura 35).

Nos tubos de Al implantados por 08 semanas notou-se sobre suas extremidades
pouca adesdo de tecido. Este aspecto foi observado na maioria dos tubos analisados que
permaneceu livre de tecidos e com aspecto muito semelhante ao observado no momento do

implante (Figura 36).
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Figura 32: Microscopia Eletronica de Varredura dos tubos de Diamante
Nanoestruturado (DN) apds 04 semanas de implante.
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Figura 33: Microscopia Eletronica de Varredura
Nanoestruturado (DN) apds 08 semanas de implante

dos tubos

-

de Diamante
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Figura 34: Microscopia Eletronica de Varredura dos tubos de Diamante
Microestruturado (DM) apds 04 semanas de implante
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Figura 35: Microscopia Eletronica de Varredura dos tubos de Diamante
Microestruturado (DM) apds 08 semanas de implante
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Figura 36: Microscopia Eletronica de Varredura dos tubos de Aco Inoxidavel
(AI) ap6s 08 semanas de implante



4. Discussao

No presente estudo avaliamos o desempenho bioldgico de tubos de Diamante CVD
Microestruturado (DM) e tubos de diamante CVD nanoestruturado (DN) apés implante no
fémur de ratos da linhagem Wistar. As duas formas do diamante CVD foram sintetizadas
através da técnica de CVD onde os tubos foram produzidos com dimensdes de 10 mm x 1,2
mm e implantados em uma lesdo cirdrgica provocada na face lateral da didfise do fémur.
Objetivando a caracterizacdo do desempenho de tubos de DM e DN frente ao tecido 6sseo
observou-se a regido de interface apds periodos de implante pré-determinados de 04 e 08
semanas através de Andlise Macroscopica, de Microscopia ()ptica Convencional e de
Microscopia Eletronica de Varredura.

Através dos resultados obtidos observou-se a adesdo superficial de tecido sobre os
tubos de DM e DN. A partir das imagens da AM e de MEV notou-se a adesdo e
crescimento de tecido sobre a superficie das duas formas do diamante CVD, sendo mais
intensa nos tubos de DN. Estas apresentaram adesao tecidual mais exuberante, presente em
toda a extensao do tubo, além da sintese de material fibroso presente nos tubos com periodo
de seguimento de 08 semanas. O mesmo crescimento ndo foi observado sobre os tubos de
DM que apresentou crescimento de tecido delgado e irregular sobre o tubo.

Constatou-se maior aumento de massa corporal nos animais pertencentes aos grupos
com tubos de DN nos dois periodos de seguimento com aumentos de 14,7% e 3,89%
respectivamente. Ja nos grupos com tubos de DM notou-se uma variacdo de peso menor
nos dois periodos de seguimento com aumentos de 7,84% e 2,44%.

A partir dos resultados obtidos através da MOC notou-se nas duas formas do
diamante CVD analisadas crescimento de tecido neoformado ao redor dos tubos, auséncia

de tecido fibroso e processo inflamatério. Observou-se um crescimento menos intenso de
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tecido ao redor dos tubos de DM com 04 semanas de seguimento e crescimento de tecido
mais organizado, porém fragil, ao redor dos tubos de DM com 08 semanas de seguimento.
Observou-se mais uma vez, através desta analise, um desenvolvimento tecidual menos
intenso e irregular quando comparado aos grupos com tubos de DN e com 0s mesmos
periodos de seguimento. Estes achados corroboram com os resultados obtidos através das
AM e de MEV onde se evidenciou um maior crescimento e adesdo de tecido sobre a
superficie dos tubos de DN.

Estes resultados podem estar associados a topografia diferenciada das duas formas
do diamante CVD analisadas, pois através de MEV ¢é possivel identificar no DM um
acabamento superficial piramidal com dpice pontiagudo e, portanto pouco irregular,
oferecendo aos tecidos uma superficie mais lisa. J4 o DN possui uma topografia irregular
com aspecto superficial semelhante a uma couve-flor.

As interagdes dos tecidos e fluidos bioldgicos com os biomateriais, assim como a
qualidade destes, influenciam a capacidade de proliferacdo e diferenciacdo. A primeira fase
dessa interacdo dos tecidos com os materiais de implante € a adesdo a sua superficie, a qual
¢ influenciada pelas caracteristicas superficiais dos materiais, tais como a topografia,
energia superficial, rugosidade, entre outras.

No primeiro contato do implante com o organismo, sua superficie € imediatamente
recoberta por sangue e proteinas do soro [18]. Diversas destas proteinas, tais como a
fibronectina e vitronectina, sdo responsaveis por prover sitios de adesdo para as células [19-
20]. Um fator que afeta a adsor¢do de proteinas sobre a superficie de materiais de implante
¢ a rugosidade do mesmo. LAMPIN et al [21], descreveram a adesdo celular em
polimetilmetacrilato (PMMA) com diferentes niveis de rugosidade superficial, onde

demonstrou-se que a adesdo aumentou significantemente com a rugosidade. Nesse estudo, a
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adesdo celular aumentou com a rugosidade, pois segundo estes autores esta deve estimular
as células a secretarem proteinas extracelulares, as quais permitem uma melhor ancoragem
ao substrato.

Como as duas formas do Diamante CVD utilizadas neste estudo sdo quimicamente
semelhantes entre si, suas caracteristicas superficiais podem ter influenciado o desempenho

bioldgico dos tubos de DM e DN frente a regido de interface.

5. Conclusoes

Podemos concluir apds os ensaios “in vitro mediante AM, MOC e MEV que:

® 0s materiais analisados (DN e DM) permitiram crescimento de tecido 6sseo ao seu
redor ap6s 04 e 08 semanas de implante;

e as amostras de DN apresentaram maior crescimento de tecido neoformado em
ambos periodos de seguimento frente a AM e de MOC;

® houve recobrimento exuberante da superficie dos implantes de DN nos dois
periodos de seguimento identificada através da MEV

A partir destas andlises podemos concluir que tanto o DM quanto o DN sao

biocompativeis, sendo que o tltimo proporcionou maior adesao e recobrimento de tecido

neoformado sobre a sua superficie
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Capitulo IV

Consideracoes Finais

Demonstramos através dos ensaios adotados neste estudo as interacdes do Diamante
CVD Nanoestruturado (DN) e Diamante CVD Microestruturado (DM) em contato com
células fibrobldsticas (ensaio “in vitro”) e implantados em fémur de ratos da linhagem
Wistar (ensaio “in vivo™).

A partir dos resultados obtidos caracterizamos o comportamento das duas diferentes
formas do diamante como biocompativeis, pois ambos apresentaram Otima interacio frente
a cultura celular e tecidos associados aos implantes. Foi possivel através das analises
verificar que ha diferenca significativa no desempenho do DN, pois permitiu um
desenvolvimento celular mais intenso com sintese de matriz extracelular, crescimento de
camadas celulares exuberantes, maior adesdo e crescimento de tecido neoformado frente as
andlises “in vitro” e “in vivo”.

Estes resultados sugerem que ambos os materiais analisados sdo biologicamente
compativeis e apresentam comportamento adequado para aplicacdes como materiais de
implante, sendo indicado o DN para aplicacOes que se necessite uma resposta celular mais
intensa.

Devido aos resultados obtidos sugerimos para trabalhos futuros o desenvolvimento
de andlises mais especificas para verificar o comportamento do diamante frente a cultura de
células de osteoblastos ja que estas se encontram presentes abundantemente no local de

implante. Quanto a analise “in vivo” sugerimos da mesma forma analises especificas para
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se quantificar o crescimento de tecido dsseo na interface diamante-osso. Estes dados podem
ser obtidos através da utilizacdo de marcadores fluorocromdticos como a tetraciclina
(Tetrex) ou oxi-tetraciclina (Terramicina). Sabe-se que a tetraciclina quando introduzida no
organismo via oral ou endovenosa, se deposita no tecido 6sseo formando com este tecido
um complexo fluorescente amarelo-ouro. Desta forma serd possivel quantificar o
crescimento Osseo na regido de interface, pois a deposicdo da tetraciclina ocorre
preferencialmente em tecido Osseo em desenvolvimento podendo ser analisadas
posteriormente em microscOpio a partir da obtengdo de espécimes Osseos nao
descalcificados ja que a fluorescéncia € removida durante o processo de descalcificagdo.
Gostaria que estas consideracdes finais estimulassem outros pesquisadores a se
dedicar ao desenvolvimento de estudos voltados a esta drea, mas ndo poderia deixar de
agradecer aqui aos pesquisadores, professores e estudantes que me auxiliaram a chegar até

estes resultados.
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Apéndices

Apéndice A: Certificado da comissdo de ética na experimentacao animal

A

\\")) Universidade Estadual de Campinas
|~}
aY Instituto de Biologia

CEEA-IB-UNICAMP
TR

Comissio de Etica na Experimentagido Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 848-1, sobre "AVALIACAO DA INTERFACE

OSSEA DE TUBOS DE DIAMANTE (CVD) IMPLANTADOS NA REGIAO

INTERCONDILIANA DE RATOS LINHAGEM WISTAR" sob a responsabilidade de
Prof. Dr. Vitor Baranauskas / Willian Dias Belangero estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissé&o de Etica na
Experimentagéo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 08 de junho de 2005.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 848-1, entitled "EVALUATION OF THE INTERFACE
DIAMANTE PIPES (CVD) IMPLANTED IN RATS", is in agreement with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal

Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional Committee
for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAMP) on June 8
2005.

Campinas, 08 de junho de 2005.

/)

A L -,

N WA
Profa. Dra. Liana Verinaud Fatima Alonso
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - SP — BRASIL
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Apéndice B

Al

AM

AT

CEEA
CEMIB
CNT
COBEA
CPT
Cr-Co
Cr-Co-Mo
CVD

DM

DN

DSIF
ECD

ECI

FCM
FEEC

HE

IB
LABIMO
LANADIA
LNLS
MEV
MOC
NMCE
SFB

™
UNICAMP
XP

Lista de Abreviaturas

Aco Inoxidédvel

Andlise Macroscépica

Azul de Toluidina

Comissdo de Etica na Experimentacio Animal
Centro Multidisciplinar para Investiga¢do Bioldgica
Controle Negativo de Toxidade

Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal
Controle Positivo de Toxidade

Cromo-Cobalto

Cromo-Cobalto-Molibdénio

Chemical Vapor Deposition

Diamante Microestruturado

Diamante Nanoestruturado
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