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RESUMO

A substituicido de ossos, articulacées e dentes por biomateriais é usualmente feita
em cirurgias para aliviar a dor e recuperar a fungdo do tecido afetado. Boa
resisténcia ao desgaste, boa resisténcia a corrosdo no meio corpéreo, nao provocar
toxicidade e longa permanéncia no local sdo algumas das caracteristicas que um
biomaterial deve possuir para ter sucesso nas aplicacbes como implantes e
proteses. Porém, no corpo humano a degeneracdo Ossea, inflamacbes nas
articulagcbes, bem como o desgaste ou corrosdo das proteses e implantes,
freqientemente trazem complicacdes clinicas. No presente trabalho, amostras de
pastilhas e implantes dentarios osseointegraveis na forma de cilindro com roscas,
fabricados com titdnio comercialmente puro ASTM grau 4 foram analisados com
quatro tipos de superficies usadas comercialmente: usinada, superficie tratada com
acido, superficie anodizada e superficie tratada com fluor. Os objetivos deste estudo
foram comparar a influéncia dos tratamentos superficiais do Ti cp na deposicao de
ions apo6s a imersao em solucdo de fluido corpdreo simulado; analisar a influéncia
do tempo de imersao (10, 20 e 30 dias) das amostras de titanio na deposicao de
ions e avaliar as morfologias das amostras antes e apdés a imersdao usando
diferentes métodos de caracterizacdao das superficies (difracdo de raioX, MEV,
rugosidade e molhabilidade). Os resultados mostraram que a superficie com melhor
resultado de deposicao de ions da solucao foi a anodizada; apesar dos tempos de
imersdao terem sido relativamente baixos, observou-se um resultado
significativamente positivo no que se refere aos tratamentos anodizado, com 4cido e
com fldor; nas amostras imersas em solucdo por 10 dias ndo houve significativa
presenca de precipitados.

11



ABSTRACT

The replacement of bones, articulations and tooth, for biomaterials are usually done
in surgeries to relieve the pain and to recover the function of the affected tissue.
High-wear resistance, high corrosion resistance in the human body environment, no
toxicity and long time in the place are some the main characteristics that a
biomaterial should present to have success in the application. However, in the
human body the bone degeneration, inflammations in the articulations, as well as the
wear or corrosion of the prostheses and implants, frequently happens and brings
clinical complications. In the present work, samples of discs and screw dental
implants manufactured with commercial pure titanium ASTM degree 4 were analyzed
with four types of surfaces treatment used commercially: machined, acid etched,
anodized and imersed in fluorine. The goal of this study had been compare the
influence of the surface treatments of Ti cp in the deposition of ions after immersion
in simulated corporeal fluid solution; to analyze the influence of immersion time (10,
20 and 30 days) of titanium samples in the deposition of ions and to evaluate the
morphologies of the samples before and after the immersion in using different
methods of characterization of the surfaces (X-ray diffraction, SEM, rugosity and
wettability). The results had shown that the surface with better result of ions
deposition from solution was the anodized one; despite the immersion times having
been relatively low, a significantly positive result was observe for the treatments
anodized, with acid and with fluorine; in the immersed samples per 10 days in
solution it did not have significant presence of precipitated.
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1 INTRODUCAO

Desde o século XVI, os materiais metédlicos tém sido utilizados em aplicagdes como
implante. Metais nobres como o ouro, a prata e a platina, em fun¢do de suas propriedades
mecanicas inadequadas para a maioria das aplicacdes e devido ao custo elevado, tiveram
sérias restri¢oes.

Atualmente, existem trés grupos de materiais metdlicos em amplo uso como biomateriais,
sao eles: os acos inoxiddveis, as ligas a base de cobalto, especialmente o Vitallium com 66%
de Co, 28% de Cr e 6% de Mo e as ligas a base de titanio.

O metal titanio e suas ligas t€ém sido usados com sucesso como biomateriais, devido as
suas propriedades mecanicas, quimicas, excelente resisténcia a corrosao e biocompatibilidade
(HAMADA et al., 2002). Um biomaterial € qualquer material, sintético ou natural, que pode
ser usado como um sistema ou parte de um sistema que oferece, aumente, ou substitua algum
tecido, 6rgao ou funcdo do corpo. Ja a biocompatibilidade de um dispositivo médico
implantavel por longo periodo compreende a capacidade do dispositivo cumprir com sua
funcdo destinada, com o desejado grau de incorporagao no hospedeiro, sem provocar efeitos
local ou sistémico indesejaveis (WILLIAMS, 1999). Os biomateriais devem possuir
determinados requisitos essenciais, entre eles pode-se citar: biocompatibilidade,
biofuncionalidade (¢ a capacidade de o material cumprir com uma reagdo apropriada a um
hospedeiro especifico) (WILLIAMS, 1999), bioadesao, propriedades mecénicas e quimicas
compativeis com aquelas dos 0ssos.

Os estudos com ligas de titanio levaram a adi¢ao de diferentes componentes, tais como:
zirconio, aluminio, nidbio, tantalo e platina, surgindo entdo novas ligas. Para acelerar os
mecanismos envolvidos na osseointegracdo, os implantes de titdnio sdo freqiientemente
recobertos com hidroxiapatita e fosfatos de célcio, Ca3z(POs),, dentre outros, visando
promover uma ligacdo quimica com o osso (BARRERE et al., 2002). Entretanto, ndo esta
completamente explicada a resposta celular a camada de apatita e o titanio, especialmente as
funcdes desenvolvidas pelo cdlcio e o radical fosfato na interacdo entre as células e as
camadas (FENG et al.,, 2004). De acordo com a literatura, o osso adjacente ao implante
recoberto por hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH),, principal componente mineral do osso e do

dente, é mais organizado que o osso adjacente aos materiais empregados como implante e
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apresenta um grau de mineralizacdo mais elevado. O recobrimento com hidroxiapatita (HA)
vem sendo usado devido ao fato deste material ceramico permitir que os implantes de titanio
(Ti) ou suas ligas adquiram uma unido osso-implante superior aquelas obtidas com superficies
de implantes sem recobrimento (SOUZA, 2003).

Desde que Bridnemark et al. (1977) descreveram o mecanismo e os efeitos da
osseointegracdo, ha quase quatro décadas, diversas pesquisas biomédicas e de materiais t€ém
procurado encontrar um desenho ideal da superficie de implante dentdrio capaz de garantir
uma longa permanéncia de ancoragem ao tecido dsseo (VANZILLOTTA et al., 2006).
Segundo Brianemark et al., a osseointegracdo consiste em uma conexado estrutural e funcional
direta entre o tecido Osseo e a superficie de um implante submetido ao carregamento. O
desenvolvimento da interface osso-implante depende das intera¢des diretas da matriz dssea e
dos osteoblastos (células produtoras de tecido 6sseo) com os biomateriais. Além disso, a
ligacdo celular parece ser muito sensivel as variacdes na superficie de composicdo quimica e
topografia do titanio (forma e rugosidade) comercialmente puro grau 4 (FENG et al., 2004).
Caracteristicas superficiais como: energia de superficie, rugosidade, topografia e aspectos
quimicos, como pH, s@o condi¢des importantes para as interacdes do implante com o tecido
dsseo do hospedeiro (NAYAB et al., 2005).

O processo de crescimento de células sobre a superficie do implante se faz tdo dependente
da variacdo de rugosidade, que implantes com superficie no estado como usinada apresentam
proliferacao de células, preferencialmente, ao longo das marcas de usinagem. Trata-se de uma
rugosidade com forte direcionalidade. Em contrapartida, nas superficies submetidas ao
tratamento para mudanca da morfologia e rugosidade observou-se uma menor direcionalidade
quanto a rugosidade e, conseqiientemente uma melhor interacao das células na superficie dos
implantes. Outro aspecto a ser considerado em relagdo ao efeito da microestrutura superficial
na adesdo celular € o tipo de célula. Existem células com caracteristicas de rugofilia, cujas
superficies rugosas sdo preferidas, como osteoblastos, macréfagos, células epiteliais e
leucdcitos e, células que sdo mais atraidas por superficies lisas, como células gengivais
(fibroblastos) (ELIAS et al., 2004).

Com o objetivo de criar substitutos bioldgicos para restaurar, manter ou melhorar a fungao
de diversos tecidos, estratégias como a reposicdo através de material sintético e o uso de
substancias capazes de induzir células ou tecidos implantados em local apropriado sdo
utilizadas. O tecido 6sseo € um dos poucos tecidos com capacidade de regeneracdo. Isto se

deve a habilidade dos fatores de crescimento em direcionar as células-tronco para as vias
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condrogénica e osteogénica, e ao papel das forcas mecanicas estimulando a remodelacao
dssea (SICCA et al., 2000).

Materiais bioativos, incluindo hidroxiapatita, bioglass e vidro ceramico AW, possuem
propriedades osteocondutivas, podendo aderir diretamente ao osso vivo, via camada de
apatita. E reconhecido que biomateriais ndo tém cardter osteoindutivo na auséncia de agentes
osteoindutivos adicionais, tal como as proteinas morfogenéticas dsseas (BMP). Porém, certos
biomateriais com fosfato de calcio foram reconhecidos por serem osteocondutores por
possuirem uma estrutura especifica porosa. Eles induzem a formacgao 6ssea em sitios extra-
esqueléticos sem a necessidade de células osteogénicas adicionais ou BMP. A implantacao
em tecido mole ndo fornece prova conclusiva de inducao 6ssea pelo biomaterial. Além disso,
o mecanismo de osteoindugdo pela ceramica de fosfato de célcio (HA) nao € claro. Como os
biomateriais osteocondutores contém o ifon calcio e o radical fosfato, sdo considerados os
seguintes fatores importantes: a) composi¢do quimica do biomaterial, b) propriedades de
dissolug¢do especifica do material e c¢) a morfologia de sua superficie. Clinicamente, o
desempenho ideal do biomaterial consiste em possuir capacidades de bioatividade e
osteoconducdo, relacionadas com suas propriedades mecanicas e quimicas (FUIIBAYASHI et
al., 2004).

A osteoindugdo € uma das principais propriedades atribuidas aos enxertos dsseos. O termo
refere-se ao processo pelas quais as células-tronco mesenquimais, presentes no tecido
circunjacente ao local do enxerto, sdo induzidas ao processo de recrutamento, proliferacdo e
diferenciacdo de células, visando a regeneracdo de determinado tecido. Esse processo pode
ser desencadeado por uma série de substancias, como por exemplo, os fatores de crescimento,
considerados potentes indutores celulares (ALEXANDER, 1987; WEIGEL, 1996;
MARTINEZ, 1999 in GIORDANO, ALMEIDA, 2003). Na osteoindugdo, as células
mesenquimais sao estimuladas a se transformarem em condroblastos e osteoblastos que
produzem a matriz 6ssea mineralizada. Estas modificagdes s@o promovidas por vérios fatores,
incluindo as proteinas morfogenéticas do osso (BMP) (STEVENSON, 1998; MARTINEZ,
1999 in GIORDANO, ALMEIDA, 2003).

Por outro lado, a osteoconducdo define-se como um processo pelo qual o enxerto serve
passivamente como arcabouco para migragdo de vasos sangiiineos e deposicao de 0sso novo.
Isto €, um processo de direcionamento da formacgdo tecidual produzido por uma estrutura
fisica. Além disso, a osteoconducdo pode resultar da osteoinducio (ALEXANDER, 1987;
WEIGEL, 1996; MARTINEZ, 1999 in GIORDANO, ALMEIDA, 2003). Os materiais
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osteocondutores, geralmente inorganicos, permitem aposicdo de um novo tecido 6sseo na sua
superficie, requerendo a presenca de tecido Gsseo pré-existente como fonte de células
osteoprogenitoras (SICCA et al., 2000).

Outro termo importante para se conceituar é osteogénese. Este denota os elementos
celulares do enxerto que sobreviveu ao transplante e estdo ativamente produzindo 0sso novo
(ALEXANDER, 1987 in GIORDANO, ALMEIDA, 2003). Entretanto, segundo Weigel
(1996), embora algumas células do enxerto possam sobreviver a transferéncia, as principais
fontes de células para esta fase sdo as células osteogénicas e osteoprogenitoras do hospedeiro.
Os materiais osteogénicos, 0s quais sdo organicos, possuem capacidade de estimular a
formacdo de osso diretamente a partir de osteoblastos (SICCA et al., 2000).

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas na drea odontoldgica, para modificar a
morfologia da superficie de implantes com o intuito de modificar a rugosidade superficial,
melhorar a biofixacdo enddssea, favorecer a cinética do processo de neoformacgdo Ossea e
obter sucesso na osseointegracdo. Entre esses procedimentos pode-se citar: a) deposicdo de
uma camada de hidroxiapatita; b) ataque acido; c) jateamento com particulas de 6xido de
titanio (TiO;); d) microranhuras; e) oxidacdo anddica; f) implantacdo idnica
(VANZILLOTTA et al., 2006) e g) jateamento seguido de imersdao em 4cido (ELIAS et al.,
2004). Informagdes pré-clinica a respeito de jateamento com posterior ataque 4cido em
implantes de Ti comercialmente puros indicaram que a extensdo da formagdo Ossea nesta
superficie ¢ maior do que nos implantes comercialmente puros usinados, sem tratamento
superficial (COOPER et al., 2006). Portanto, a importancia do tratamento da superficie do
implante € comprovada a partir de estudos, os quais demonstraram que o mecanismo de
osseointegracdo de implantes apenas usinados, inicia-se ao seu redor e, nao sobre a sua
superficie. Portanto, a cicatrizacdo no local desses implantes, ocorre a partir de um processo
de mineralizacdo gradativo em dire¢do ao implante (SENNERBY e ERICSON, DELIGIANI
et al. in ELIAS, 2004). A superficie de um implante somente usinado ndo € indutora,
necessitando a deposi¢do de materiais bioativos, os quais facilitardo a formagdo de pontes de
calcio e fosforo (ELIAS et al., 2004).

Nas aplicagdes do titdnio, a implantacdo com fons de nitrogé€nio (nitretos) tem sido usada
visando melhorar a resisténcia a corrosdo e ao desgaste. fons de célcio (Ca*™) também tém
sido implantados na superficie do Ti para aumentar a bicompatibilidade, resultando em

aumento do crescimento 6sseo in vivo. No entanto, a implantagdo de Ca*™* ndo mostrou efeitos
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benéficos na viabilidade ou na atividade funcional das células 6sseas, no que diz respeito ao
aumento da resisténcia a corrosdao (NAYAB et al., 2005).

Outro processo que pode ser utilizado para verificar se houve ou nao formagao de tecido
Osseo em torno do implante dentério, é analisando o efeito do ion flior (F) na superficie do
implante jateada com particulas de TiO,. Segundo COOPER et al. (2006), o tratamento do
implante jateado com fon flior aumenta a aderéncia osteobldstica e, com isso, ocorre 0
aumento do contato osso-implante. Através da avaliagdo morfoldgica por microscopia
eletronica de varredura (MEV), observou-se uma proliferacao celular maior, em 24 horas, nas
superficies tratadas com fon flior em relacdo aquelas sem fldor. Portanto, o tratamento com
fldor tem sido utilizado para aumentar a taxa de proliferacdo das células osteoblésticas.

Além daqueles processos mais comuns de modificacdo da superficie do titanio a fim de
obter melhor osseointegracao, outros processos especiais também tem sido utilizados, como a
imersdo do titdnio ou suas ligas em solugdes aquosas, por exemplo, de NaOH (hidréxido de
s6dio) e H,O; (per6xido de hidrogénio) (HAMADA et al., 2002). Ultimamente, um método
simples para estimar o potencial de envolvimento do osso com diferentes materiais consiste
na imersao desses biomateriais no fluido corpéreo simulado (SBF). De acordo com Kokubo et
al. (2006), um requisito essencial para o crescimento dsseo in vivo no material sintético € a
formacdo de uma camada de hidroxiapatita sobre a superficie do biomaterial. Esta apatita
permite a ativacdo de sinais das proteinas e células para iniciarem a cascata de eventos que

resultam na formagao 6ssea.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo:

a)

b)

c)

Comparar a influéncia de tratamentos quimicos superficiais (ataque com é&cido,
tratamento em solucao contendo fluoretos e anodiza¢do) do Ti comercialmente puro
grau 4 na deposi¢do de fons apds a imersao em solucao SBF;

Analisar a influéncia do tempo de imersao (10, 20 e 30 dias) das amostras de titanio
na deposicdo de ions e,

Avaliar as morfologias das amostras antes e apds a imersdo em SBF usando
diferentes metodologias de caracterizagdo das superficies (difracdo de Raios-X,

microscopia eletronica de varredura, rugosidade e molhabilidade).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Pacientes podem sofrer dor e perda parcial ou completa da funcionalidade de partes do
corpo devido as doencas degenerativas e inflamatérias. Em alguns casos é aconselhdvel o
uso de implantes e enxertos. A substitui¢do de ossos, articulagdes e dentes por biomateriais
¢ usualmente feita em cirurgias para aliviar a dor e recuperar a fun¢ao do tecido afetado. A
exigéncia por uma qualidade de vida e o desenvolvimento de novos biomateriais utilizados
em cirurgias ortopédicas reduziram drasticamente a rejeicdo do organismo hospedeiro, mas
principalmente evitaram infec¢do a curto prazo, melhoraram a biocompatibilidade a longo
prazo e permitiram determinar as limitagdes dos materiais. Boa resisténcia ao desgaste, boa
resisténcia a corrosdo no meio corpdreo, ndo provocar toxicidade ao corpo e longa
permanéncia no local sdo algumas das principais caracteristicas que um biomaterial deve
possuir para ter sucesso na aplicacdo. Porém, no corpo humano a degeneragcdo Ossea,
inflamagdes nas articulacdes, bem como o desgaste ou corrosdao das préteses e implantes,

freqiientemente ocorrem e trazem complicacdes clinicas (HE e HAGIWARA, 2006).

3.1 RESPOSTA TECIDUAL DOS MATERIAIS

Antes das aplicagdes os biomateriais sdo freqiientemente analisados e testados “in vitro” e
‘in vivo” quanto as suas propriedades osteocondutivas e indutivas. Para a osteoinducdo é
necessario haver células capazes de se diferenciarem em células formadoras de osso. O
parametro mais confidvel para a diferenciacao final e formagdo dssea consiste na producao de
células intermedidrias controladas pela matriz extracelular calcificada. Nos estudos dos
biomateriais, a quantidade de matriz mineralizada formada no material s6 € confidvel quando
comparada a capacidade osteoindutiva dos materiais. Um dos métodos empregados para
avaliar a capacidade osteoindutiva do biomaterial é através do emprego de solucdes
simuladoras do meio corpdéreo. Nestes ensaios € importante estar certo que a deposi¢ao de
minerais ndo € conseqiiéncia de precipitacdes espontianeas devido aos altos niveis de fons de

calcio e fosfato existentes na solu¢do empregada no estudo, mas sim, um processo de células

intermedidrias ocorrendo sob condig¢des fisioldgicas que t€m sido equivalente a “ossificacdo
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in vivo”. Calcificacdo distroéfica do biomaterial deve ser distingiiidda da mineralizagdo
metabdlica de células intermedidrias. Diferentes parametros de expressdes precoces
(avaliagdo de niveis de fosfatase alcalina e formacdo de coldgeno tipo 1 (um)) e tardias
(osteocalcinas) de osteoblastos foram correlacionados. Segundo Declercq (2005), um meio
deve ser criado para atrair o potencial de formacdo de células dsseas. Essas células devem
receber a correta estimulagdo para sintetizar e mineralizar a matriz extracelular organica
controlada durante o percurso. Nas avaliacdes da capacidade osteoindutivas dos biomateriais
executadas “in vitro” freqiientemente sao usadas linhas de células osteoblésticas, bem como
células primérias. Como parametros para o potencial osteoindutivo de biomateriais, células
sdo analisadas nos niveis de expressao de fosfatase alcalina, sintese de coldgeno e potencial de
mineralizacdo. A base da diferenciacdo final das células em osteoblastos € a formagdo da
matriz extracelular calcificada. Entretanto, a deposi¢do de sais de cdlcio ndo ocorre somente
no processo de ossificagdo, mas também em tecidos degradados e necréticos (calcificagdao
distréfica ou ndo-metabdlica). Especialmente, quando cultivam-se células diferenciadas.
Normalmente, a cultura pode vir acompanhada por precipitagdes de sais de célcio, os quais
nido sdo representativos para a formagdo dssea. Além disso, os altos niveis de fosfatase
alcalina criam a possibilidade de ocorrer secrecdo, resultando na clivagem de B-glicerofosfato

e subseqiientemente na precipitacao nao especifica do mineral (DECLERCQ et al., 2005).

3.2 BIOMATERIAIS E TITANIO

Diversos biomateriais tém sido utilizados em cirurgias ortopédicas e odontoldgicas.
Outras aplicagdes incluem dispositivos de fixa¢do de vértebras, discos vertebrais, além de
stents cardiovasculares. As listas dos biomateriais incluem os acos inoxidaveis, ligas Co-Cr-
Mo, ligas de titanio e outras ligas com aplicagdes especificas, como Au-Pd. O titanio e as
ligas a base de titanio possuem biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo, baixo médulo de
elasticidade e baixa densidade. Devido a estas qualidades, o titanio € o material de escolha
para as cirurgias de implantes odontoldgicos e ortopédicos. A forma do implante é outro
fator importante a ser considerado para a substituicdo do tecido duro, pois havendo
concentracdo de tensdo, o fendmeno de reabsor¢do do osso natural pode acontecer,
promovendo o enfraquecimento da interface osso-implante, esta é a causa principal do

insucesso da osseointegracdo. Quando isso ocorre é necessario realizar uma cirurgia de
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reparo e reavaliar toda a metodologia aplicada. Uma causa bem documentada de insucesso
de préteses ortopédicas € a necrose Ossea, esta tem sido associada a degradagdo da prétese e
liberacio de fragmentos dos componentes articulares para o meio. Alguns desses
fragmentos migram para a regido do implante e, com isso facilitam a morte de células
dsseas (osteoblastos) (RACK e QAZI, 2006).

O titanio comercialmente puro e as ligas de Ti, como Ti-6Al-4V, sdo freqiientemente
usadas em cirurgias ortopédicas. O médulo de elasticidade do titdnio e da liga Ti6Al4V
varia entre 100 e 120GPa e do osso entre 10 e 30GPa. A diferenca do médulo de
elasticidade da prétese e do osso € desfavoravel para a saide do osso e seu remodelamento.
Para resolver este problema e melhorar as propriedades mecanicas e bioldgicas, novas ligas
de titanio t€m sido desenvolvidas para aplicagdes biomédicas. O método normal para se
conseguir um melhor desempenho das ligas de titdnio quanto as propriedades mecanicas e
bioldgicas é modificar sua composicdo. Alguns elementos que formam a fase 3, como Nb,
Ta, Mo e Zr e, outros que estabilizam a fase P, como Fe, Cr e Sn sdo usualmente
adicionados nas ligas de titanio para formar completa ou parcialmente a estrutura-f3, a qual
possui baixo médulo de elasticidade e contribui para diminuir a diferenga entre o médulo de
elasticidade da liga e do osso. Além disso, certos elementos de liga como Cu, Co, Ni e Si
sdo utilizados para aumentar a resisténcia mecanica das ligas.

As ligas biomédicas de Ti modificadas também exibem alta resisténcia ao torque.
Quando o tamanho do grao € reduzido em escala nanométrica, a resisténcia a deformacgao
aumenta significativamente. Por outro lado, a fracdo volumétrica do contorno de grao ird
também aumentar significativamente e alterar outras propriedades. Para as ligas com
tamanho de grao em escala nanométrica, devido a alta quantidade de defeitos (como
vacancias, discordancias) € esperado ter no contorno do grao menor médulo de elasticidade
do que nos interiores dos graos. Portanto, o contorno de grao também contribui para reduzir
o mdédulo de elasticidade da liga. A fase B-dendritica contribui com a plasticidade e o baixo
modulo de elasticidade, enquanto a matriz (constituinte de fases eutéticas) contribui para
aumentar a resisténcia mecanica. Em ligas de Ti livres de niquel (como Ti-Cu-Fe(Co)-Sn-
Nb) € possivel obter uma microestrutura bimodal, a qual também exibe resisténcia ao torque
e baixo médulo de elasticidade, revelando que essas ligas possuem potencial para aplicacdes
biomédicas (HE e HGIWARA, 2006).

Os efeitos dos métodos de passivacdo no comportamento da dissolu¢do do Ti-6Al-4V

foram estudados e observou-se que hd reducao significativa da taxa de dissolucao do fon, a
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que foi atribuida a presenca da fase de transicdo anatdsio-rutilo na superficie do 6xido.
Chang e Lee estudaram os efeitos quimicos da liga de Ti e caracteristicas nanosuperficiais
(caracteristicas quimicas da nanosuperficie dos 6xidos, grupo hidroxila anfétero adsorvido
nos Oxidos e espessura dos 6xidos) na biocompatibilidade “in vitro” do Ti-6Al-4V em
termos de adsor¢do de calcio (Ca) e fosforo (P), assim como a dissolucao de ion em SBF. O
estudo mostrou que as amostras modificadas possuiam menor percentual de Aluminio e
Vanddio nos 6xidos da nanosuperficie em comparacdo com a liga Ti-6Al-4V e, também
indicou que os elementos quimicos cobre (Cu) e niquel (Ni) ndo mudaram a capacidade de
adsor¢do de Ca e P, quando comparadas com amostras imersas por 16 dias em solucao Hank
EDTA. No entanto, a diferenca na espessura nido pareceu exercer uma influéncia
significativa na adsor¢do de Ca e P apds 16 dias imersos em SBF.

O titdnio comercialmente puro com baixo teor de ferro (Fe) minimiza as interacdes
adversas entre o implante e o corpo humano. Apesar desses atributos positivos, a resisténcia
mecanica do Ti cp permanece abaixo do limiar normal considerado para substituicdo de
tecido duro. Na verdade, o desejo de aumentar a resisténcia mecanica dos implantes tem
levado ao aumento do uso de Ti cp grau 4 para biodispositivos, pois o titdnio grau 4 tem
maior resisténcia mecanica do que o grau 2 devido a maior quantidade de oxigénio e ferro
em soluc¢do sdlida.

Yao et al. mostraram que a estrutura de granulagdo ultrafina do titdnio comercialmente
puro grau 2, influencia na funcionalidade das células “in vitro” cultivadas na superficie do
implante. Esse resultado fornece evidéncia do aumento da adesdo osteoblastica apds 4 horas
exposta no titdnio cp com grao ultra-fino, comparado ao titdnio convencional grau 2. Os
autores sugeriram que esses resultados podem ser relatados pelo aumento do ndmero de
contornos de graos em locais de materiais com granulagdo ultra-fina ou para um aumento na
atividade local reativa promovendo adesao celular (RACK e QAZI, 2006).

Os implantes removidos do organismo humano apresentam clara correlacdo entre a
corrosdo do metal e a resposta tecidual. Além disso, os ions liberados pela degradacdo da
prétese podem afetar a resposta celular em locais sadios do corpo humano. O efeito da
dissolucdo dos ions depende da taxa de difusdo, através da camada de 6xidos do metal e da
dissolu¢@o dos 6xidos. A resisténcia superior a corrosdo do Ti em relagdo a outros metais
tem sido atribuida pela existéncia de uma fina e estavel camada de 6xido passivante de TiO,

(6xido de titanio). Apesar das caracteristicas dos 6xidos dos metais em termos quimicos,

22



presenca de grupo hidroxila anfétero adsorvido e a espessura da camada de 6xidos serem
importantes na biocompatibilidade dos materiais, elas ndo sao totalmente compreendidas.

A camada de TiO, hidratada € conhecida por possuir no minimo dois tipos de grupos
hidroxila. A hidroxila acidifera com oxigénio duplamente coordenado com o Ti e o grupo
Ti-OH bésico, simplesmente coordenado. O grupo OH acidifero tende a agir como um
cation no local da troca, enquanto o grupo bésico da OH pode agir como um anion no local
da troca. Healy e Ducheyne sugeriram que o Ti ndo possuia contato direto com o sistema
bioldgico, ao contrdrio, ele tinha uma transi¢do gradual de volume do metal: 6xido
estequiométrico, Ca e P substituidos por Oxido hidratado, lipoproteina adsorvida,
glicolipideos, proteoglicanas, filamentos de coldgeno e feixes para células. Alguns trabalhos

detectaram o aumento de espessura do 6xido com o tempo de implantagao.

3.3 TRATAMENTOS DA SUPERFICIE DO TITANIO

Titanio e hidroxiapatita sd@o largamente usados na odontologia como biomateriais. O
titdnio possui resisténcia a corrosdo em fluidos fisioldgicos, enquanto a hidroxiapatita
possui a capacidade de interagir quimicamente com o tecido 6sseo humano. No entanto, os
materiais ceramicos apesar de possuirem superficie bioativa ndo podem ser usados como
implantes devido a sua fragilidade. Por outro lado, o titdnio tem boas propriedades
mecanicas, porém sua interacdo com os tecidos ndo € tdo alta como a hidroxiapatita e
fosfatos de cdlcio. O titanio forma espontaneamente uma camada de fosfato de Ca durante a
exposi¢do em SBF, porém a espessura da camada € muito fina, apds 30 dias em solugdo de
fluido corpéreo (SBF), a espessura dessa camada € de aproximadamente poucos
nanometros. Modificando-se a superficie do titanio, a formagdo de hidroxiapatita pode ser
aumentada. Um dos métodos usados para a modificacdo da superficie do titdnio é a
implantacdo i6nica. A técnica de implantagdo idnica € ttil para produgcdo de camadas
superficiais mais reativas, as quais sao integradas no substrato e possuem uma composi¢ao
especifica. Hanawa et al. constataram que a implantacdo de cdlcio melhora a capacidade do
titnio induzir a formacao de precipitados de fosfato de célcio. Porém, as avaliacdes da

resisténcia a corrosdo apds a implantacdo de célcio na superficie do titdnio mostraram que

ha formacao de “pites” de corrosao durante a polariza¢do anddica.
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3.3.1 TRATAMENTO COM CaO E FOSFATOS

A capacidade de alguns materiais ceramicos, entre eles os fosfatos de Ca, de se ligarem
aos tecidos Osseos € atribuida as propriedades de seus componentes CaO e P,Os. Por
conseguinte, pode-se esperar que com o enriquecimento da camada de 6xido da superficie
do titanio com CaO e P,0Os € possivel aumentar a capacidade de haver a nucleagdo do
fosfato de cdlcio. Na anélise de espectroscopia de fotoelétron de raio X do calcio implantado
no titanio revelou que o cdlcio implantado possui a forma de CaO, enquanto o fésforo
implantado no titanio estd parcialmente oxidado. Espera-se que a implantacio em dois
passos, a primeira implantagdo com célcio e a segunda com fésforo, permita formar uma
superficie mais bioativa.

Wieser et al. avaliaram o efeito da implantacdo de célcio e fésforo, em duas etapas, na
composi¢do quimica da camada da superficie do titdnio e constataram que na camada havia
formado 6xido de célcio, porém ndo tinha fosfato de cédlcio. Pham e colaboradores
estudaram a bioatividade do titanio sujeito a implantacdo de cdlcio e fésforo seguido de
aquecimento a 500°C em atmosfera de oxigénio. A camada de superficie obtida foi
enriquecida com CaO e P,0Os e, quando imersa em solu¢do simulada de fluido corpéreo
mostrou maior capacidade de nucleacdo da hidroxiapatita, em relacdo ao titdnio nao
modificado. A implantacdo em dois passos de fons célcio e fosforo sobre o titanio tem sido
bem combinada com vérios tratamentos de implantacdo com o objetivo de produzir camadas
continuas de hidroxiapatita.

Pham e colaboradores submeteram o titdnio implantado com fons ao aquecimento
hidrotérmico, enquanto Baumann e colaboradores realizaram a implantagdo de calcio a uma
temperatura de 600°C. As camadas de hidroxiapatita obtidas nos experimentos mostraram
uma boa adesdo ao substrato. Além disso, na andlise de difracdo de raios X os anéis ndo
definidos indicaram que a camada superficial era amorfa e, pela observacio no MEV,
constatou-se que as superficies das amostras foram cobertas com precipitados, os quais nao
formaram uma camada continua. Apés imersdao em SBF, as amostras apresentaram aumento
no nimero e tamanho dos precipitados e também observou-se a presen¢a de oxigénio além
de céalcio, fosforo e titanio.

A profundidade de penetracdo do oxigénio € menor do que dos elementos implantados.

Enquanto a profundidade de penetracdo do cdlcio é de aproximadamente 100nm, a do
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fosforo é de 60nm e a do oxigénio é menor. A concentragdo maxima de cdlcio encontra-se
na superficie e € constante até a profundidade de 30nm, o que sugere o local onde se realiza
a reacdo quimica com o titdnio. Os perfis de concentragdo dos elementos presentes na
camada de superficie depois de expostos a solu¢do SBF indicou que a composicdo da
superficie da amostra foi alterada. As concentragdes dos principais elementos (Ti e Ca)
diminuiram, o contrdrio ocorreu com as concentracdes do fésforo e oxigénio. Essas
mudancas podem ser atribuidas a formacao de precipitados de fosfato de célcio (KRUPA et
al., 2005). Portanto, € provavel que a modificagdo da camada de superficie pela implantagcao
dos ions de cdlcio e de fésforo melhore a resisténcia a corrosdo e a bioatividade do titanio.
Embora as doses de calcio e fosforo fossem as mesmas (1017 ions/cm2), a concentragdo de
calcio na superficie foi quatro vezes maior do que a do fésforo. A concentragao de célcio €
constante abaixo da profundidade de aproximadamente 20nm; isso sugere que o calcio
presente na camada estd na forma de composto quimico. Através das andlises em XPS
(espectroscopia fotoelétron de raio X), mostrou-se que este composto era CaO (6xido de
célcio) e, que durante a implantacdo, parte do fésforo resistiu a oxidacdo e outra parte
ocorria em forma de fosfatos. Espera-se que a presenca de CaO e PO,~ ou P,0s estimule a
precipitacdo de fosfato de célcio pela solugao SBF.

As avaliagdes da capacidade de nucleacao da hidroxiapatita na superficie do titdnio tém
mostrado que a nucleacdo depende da quantidade de grupos hidroxila presentes na
superficie do titdnio. Hanawa et al. observaram que a quantidade de grupos hidroxila na
superficie do titdnio com cdlcio implantado € maior que no titdnio nao-implantado. O
mecanismo de formacdo de fosfatos de calcio na superficie metalica de titanio ocorre em
dois estdgios: primeiro, ha a adesdo do ion fosfato da soluc¢do ligado ao grupo hidroxila
através do envolvimento com o hidrogénio e, entdo os fons fosfatos atraem os fons de calcio
da solu¢do. A maior quantidade de grupos hidroxilas na superficie, 0 maior nimero de
fosfato adsorvido e, por sua vez, o maior nimero de fons cdlcio atraidos da solucdo t€ém
como conseqiiéncia, o aumento do nimero de precipitados. Quando hé presenca de célcio na
camada implantada, gradativamente ocorre difusdo na regidao ao redor da solugdo, levando
ao aumento do pH e da concentracdo de cdlcio na superficie do titanio e, com isso ocorre a
nucleacao dos fosfatos de calcio (KRUPA et al., 2005).

Por outro lado, pesquisadores também constataram que a aplicagdo de potenciais acima
de 2,5 V o célcio implantado no titanio fica sujeito a “pite” de corrosdao. Por essa razdo,

comegou-se a implantar fésforo, o qual € um constituinte dos fosfatos.
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Ferdjani e colaboradores avaliaram a distribui¢do do fésforo na camada implantada com
dose de 5x10'® P*/cm? e energia de 130 keV. Os dtomos de fésforo ocupam os sitios
intersticiais nessa camada. O efeito da implantacdo do ion fésforo na superficie do titanio
sobre a composi¢do quimica da camada implantada foi avaliado através de amostras
implantadas com doses de 1x10" a 3x10"” P*/cm” com uma energia de 20 keV. Observou-se
que em doses abaixo de 10'°, o fésforo ndo apresenta reacdo quimica com o titinio,
enquanto que em doses equivalentes e acima de 10'” P*/cm?, hé formacdo de uma nova fase
TiP. A quantidade da fase TiP aumentava de acordo com o acréscimo da dose de fosforo. Os
efeitos da energia do ion fosforo e a dose de fosforo na composicdo quimica, além da
estrutura da camada implantada na superficie foram analisados por Wieser et al. Os
pardmetros que eles usaram para a implantacdo foram de 3x10'’ P*/cm?® com energia de 30
keV e 5x10"7 P*/cm® com uma energia de 195 keV. A espessura da camada implantada era
de 60nm com uma energia de 30 keV e, 250nm com uma energia de 195 keV. Pela andlise
de difracdo de raio X, ndo se identificou compostos quimicos de fésforo, mas sim uma

camada superficial parcialmente amorfa (KRUPA et al., 2002).

3.3.2 TRATAMENTO COM FLUOR

A presenca da camada de 6xido de titanio estdvel e densa formada na superficie do Ti é
responsavel pela resisténcia a corrosdo do metal em relacdo aos fluidos corpéreos. Os fons
de fldor sdo agressivos a camada de 6xido protetora do titanio e suas ligas (LIN eYEN,
2006). Por isso, os fluoretos contidos nos cremes dentais comerciais e géis profilaticos
usados oral e topicamente para prevenir cdries dentais ou aliviar a sensibilidade devem ser
limitados a 0,1-2% (1000-20000 ppm). A presenca de ions fldor tépicos pode iniciar uma
severa degradacdo do Ti e suas ligas através do processo de corrosdo. No entanto, outro
método usado para aumentar a biocompatibilidade do Ti € o contato de sua superficie com o
ion fldor e seus compostos (Huang, 2003).

Turpin et al. in Huang (2003) estudaram a influéncia dos cimentos fluoretados
acidificados (como os cimentos de iondmero de vidro) na passivacio do Ti. Observaram que
os cimentos de iondmero de vidro fluoretados aumentavam a suscetibilidade do Ti a
corrosao. Quando o fldor estd presente na saliva artificial, o tempo para ocorrer a falha por

fadiga do metal € significativamente reduzido, provavelmente por causa da ocorréncia de
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“pites” de corrosdo provocados por reacdes superficiais. Em uma drea em que os ions de
fldor ndo estdo presentes, o Ti resiste ao processo de corrosdao na forma de fendas e “pites”
para valores baixos de pH. Acrescentando flior na solug¢do faz-se com que o Ti possua
maior potencial ativo e menor resisténcia a corrosao.

Segundo Di Carlo et al. in Huang (2003), as préteses dentdrias poderiam ser atacadas
topicamente por gel contendo fldor em solu¢des Ringer neutra e dcida. Isso foi comprovado
a partir de uma solug@o contendo mais do que 20ppm de flior, o que pode levar a destruicao
da camada de 6xido protetora formada na superficie do titdnio. Bosker et al. relataram que
20ppm de fldor poderia causar corrosdo por desgaste na superficie do metal e, apresentar
“pites” de corrosdo apds imersdo em cremes dentais contendo flior e maior extensdo de
corrosao pos-imersdo em gel fluoretado. De acordo com Nagakawa et al. in Huang (2003),
quando a concentragdo de fluoreto de sédio (NaF) na solucdo é maior do que 30ppm, a
passivacdo do filme de 6xido de titanio € destruida. Horasawa e Marek in Huang afirmaram
que hé descoloragdo do titdnio em solucdo com 1% de cloreto de sdédio (NaCl), bem como
em baixas concentracdes (5-15mg/cm?) de fons de flior liberados pelo uso de cimentos de
iondmero de vidro dental.

Sabe-se que logo apds a cirurgia ha a formacdo de uma camada de proteinas adsorvida
na superficie do implante dentdrio quando o material desse implante € introduzido na
cavidade oral. A presenca dessa camada de proteina pré-adsorvida € muito importante para a
biocompatibilidade do implante. Portanto, as proteinas que naturais da saliva humana
podem ter influéncia significativa na resisténcia a corrosdo dos implantes de Ti e suas ligas
(Huang, 2003).

Segundo Cook et al. in Huang (2003), em relag¢do ao Ti cp, Til3Nb13Zr e Ti6Al7Nb, a
liga Ti-6Al-4V apresenta menor perda de peso pela degradacao por corrosao quando testada
em uma solucdo salina contendo albumina em relacdo a solu¢do somente salina. A proteina
albumina bovina em fosfato no estado-tampao (PBS) aumenta a resisténcia a corrosdo do
Ti-6Al-4V, no entanto induz maior corrosdao nas ligas Ti-13Nb-13Zr e Ti-6Al-7Nb. A
adicdo da proteina albumina na solucdo PBS reduz a influéncia do pH na corrosdo da liga
Ti-6Al-4V. Quando se lava a cavidade oral, apds o uso de creme dental ou gel profilatico
contendo flior, o teor de proteinas naturalmente presentes na saliva reduz e a resisténcia a
corrosdo das ligas odontoldgicas nos meios orais € alterada. Observa-se que as curvas de
polarizacdo potenciodinamicas da liga Ti-6Al-4V na saliva artificial contendo flior, com e

sem adi¢ao de albumina, exibem comportamento de transi¢do de ativo para passivo, exceto

27



quando a concentragdo de NaF é aumentada acima de 0,5%. Aumentando a concentragcdo de
NaF entre 0,01% e 0,5% h4 redugdo na resisténcia a corrosio, isto €, ocorre maior corrosao,
especialmente em alta concentracdo de NaF (>0,15%). A adicdo de albumina entre 0,01 e
0,2%, aumenta a resisténcia a corrosao no meio fluoretado e independe da concentracdo de
F. Além disso, a protecdo do filme passivo de TiO; na liga Ti-6Al-4V € destruida pelos ions
de fldor através da formacao de Na,Ti Fg, quando a concentracdo de NaF € superior a 0,1%.
Este comportamento é evitado pela adsor¢do de albumina dentro da superficie do metal
através do mecanismo de ligacao do cdlcio (HUANG, 2003).

E desejdvel a liberagdo de fldor pelos materiais usados em aplicacdes odontoldgicas,
como anteriormente citadas. Isso porque, materiais que liberam grande concentragdo de
fldor possuem também grande potencial de prevencao das cdries. O iondmero de vidro € um
material largamente aceito e que satisfaz bem os requisitos para a aplicacao odontolégica.
No entanto, possuem a desvantagem de ter baixa resisténcia a fratura. Por isso, seu uso €
limitado em &4reas com baixas tensdes. J& o iondmero de vidro modificado com resina
(RMG]I) € um material semelhante a resina compdsita, com propriedades fisicas aceitdveis e
a liberagdo de flior é compardvel ao do iondmero de vidro convencional. Uma maneira de
atingir isso € incorporar fldor inorganico, como NaF, no sistema de mondmero. Este método
depende, sobretudo, da difusdo de dgua a partir da dissolucdo da matriz do polimero do
composto de flior, com subseqiiente migracao externa do fldor. Porém, essa migracao pode
provocar vazios na matriz e, com isso, enfraquecer a estrutura do material. Outro caminho
seria pela dispersdo na matriz polimérica, de agentes soliveis em dgua. A difusdo da dgua
na matriz polimérica pode resultar na liberacdo de ifon de flior. Mas, devido a baixa
solubilidade ocorre perda de volume e, através da porosidade é possivel ocorrer a liberacao
de fldor. Para impedir a saida do fldor, este deve ser encapsulado em material insoldvel e
preencher a matriz polimérica. Mesmo em materiais com trincas, a liberacao de flior ocorre,
porém ao longo do tempo a concentragdo de flior liberada serd menor se comparada com a
do iondmero de vidro convencional. O fldor organico vem sendo avaliado como aditivo para
matrizes poliméricas (Glasspoole, Erickson e Davidson, 2001).

Kadoma et al. in Glasspoole (2001) descreveram o uso de co-polimeros de fldor
metacrilol (MF)-metil metacrilato (MMA), nos quais a hidrélise do grupo de 4cido
fluoridrico resulta na liberacdo de fluor. Esta € baseada no sal acrilico-amino-HF, pelo qual
o fldor pode ser liberado pelo ataque de outro fon negativo ao redor dos fluidos. As taxas de

liberagdo do fldor variam entre 6 e 9ug/g/dia e sdo detectadas nos compostos contendo t-
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butilamino etil metacrilato acido fluoridrico (t-BAEMA/HF). Hamer e Suh estenderam o
trabalho de Rawls para substituir o fldor com morfolinoetil metacrilato dcido fluoridrico
(MEM/HF) com a libera¢do de fldor do co-mondmero. Observaram que este mondmero
possui aproximadamente liberacdo de flior duas vezes maior. Aasen et al. in Glasspoole
(2001) exploraram a influéncia de baixas concentragdes do composto flior nos sistemas de
mondmero e observaram liberacdo de flior inferior a dos iondmeros de vidro convencionais.
Ja, Glasspoole, Erickson e Davidson usaram altos niveis do composto fldor com duas
formulacdes de mondmero. A liberacdo de fldor pelos dois sistemas de mondmeros, cada
um contendo 15% em peso de flior orgdnico foi medida por 13 dias. Os valores
cumulativos em 13 dias foram de 3,08 e 4,36ug/cm2. A solubilidade inicial e os testes de
liberacdo de fldor indicaram claras vantagens do sistema de mondmero mais hidrofilico,
BisGMA/HEMA, em relacio ao sistema BisGMA/TEGDMA. As vantagens estio na
capacidade de incorporar mais fldor organico e aumentar a taxa de liberacdo desse fluor.
Com isso, espera-se uma reducdo nas propriedades fisicas devido a necessidade de um
cruzamento de agentes eficiente como o TEGDMA. Além disso, foi esperado que as
propriedades fisicas se adequassem as aplicagdes odontoldgicas. A primeira diferenca entre
o composto experimental e os iondmeros de vidro € que o composto tem uma taxa de
liberagdo de fldor linear, enquanto o iondmero de vidro apresenta uma taxa de liberacdo alta
e precoce, a qual diminui com o passar do tempo. As taxas de liberagao de flior t€ém sido
analisadas em sistemas poliméricos utilizando aditivos de flior organico, assim como pelo
fluoraluminio silicato de vidro adicionado a matriz resinosa. A quantidade liberada de fldor
cumulativa pode ndo ser a melhor medida da eficiéncia de liberacdo de flior pelo material,
ao contrdrio, o melhor indicativo sdo as taxas de liberacao de fldor. Para as primeiras duas
semanas, a taxa de liberagao de fldor pelo iondmero de vidro excede aquela do composto
experimental. J4, ap6s duas semanas, o composto experimental apresentou liberacdo
semelhante ou maior que os iondmeros de vidro avaliados. Portanto, para uma longa
protecdo contra a desmineralizacdo, o composto experimental forneceu protecdo compardvel
ou melhor do que aquela apresentada pelos iondomeros de vidro. A queda precoce da
liberacdo do flior pelos iondmeros de vidro pode também fornecer beneficios ao longo do
tempo, desde que as lentas liberagdes sejam mantidas. Uma aplicacdo desse material € usa-
lo ao redor dos bracktes ortoddnticos com o objetivo de controlar a desmineralizacdao

proxima a eles. A alta taxa de liberacdo de fldor acima de um ano ajusta-se com o tempo de
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tratamento ortodontico e as propriedades fisicas sdo adequadas para determinadas

aplicagdes (GLASSPOOLE, ERICKSON e DAVIDSON, 2001).

3.3.3 BIOATIVIDADE E TRATAMENTOS SUPERFICIAIS

Na ultima década, diferentes modificacdes na superficie do titanio foram empregadas
para obter implantes com maior capacidade de envolvimento com o osso. A alta
bioatividade do titdnio deve-se basicamente ao tratamento de superficie e,
conseqilentemente a formacdo da camada de oOxido de titanio, a qual favorece o
envolvimento do titdnio com o osso natural apds a imersdo em solucdo de fluido corpéreo
simulado. Diversas técnicas para a preparacdo do filme de titania TiO,, como oxidacdo
anddica, oxidagdo térmica, tratamento quimico, sol-gel e deposicdo de feixe acrescido de
ion (IBED) tém sido pesquisadas (Lin e Yen, 2006).

O sol-gel convencional é usualmente obtido pelo método de recobrimento por imersao.
O qual consiste de vérios ciclos de sinterizacdo para obter a espessura necessdria. A
deposi¢ao eletrolitica catédica € um método importante no processamento ceramico, o qual
fornece um processo em baixa temperatura, baixo custo e assegura alta pureza. Portanto,
esse método pode ser utilizado para empregar camadas uniformes no titanio e suas ligas,
além de outros materiais para aplicacdes que envolvem o osso. Lin e Yen prepararam a
camada de anatdsio TiO, preparada por deposi¢do eletrolitica (EDT) e realizaram
caracterizacdes por difracdo de raio X (XRD), espectrometro fotoelétron de raio X,
microcopia eletronica de varredura (SEM), microscopia de forca atdbmica (AFM), testes de
imersao, polarizacdo ciclica dindmica e cultura de células. As imagens tridimensionais e as
andlises da microscopia de forca atdmica permitiram analisar a nanoestrutura superficial do
filme bioceramico. Para a analise da resisténcia a corrosao, as amostras nido tratadas e
tratadas com deposicao eletrolitica foram recozidas a 300°C (EDT 300) e as com deposi¢ao
eletrolitica em 700°C (EDT 700) foram polarizadas potenciodinamicamente em solucio de
saliva artificial e 1000ppm de solucdo de saliva contendo flior. Além disso, as amostras
EDT 300 e EDT 700 foram imersas em 35ml de SBF por 1, 3, 7, 14 e 21 dias, em pH 7,4 a
36 + 1°C, respectivamente. O precipitado e a taxa de dissolu¢do durante a imersao foram
medidos pela variagdo do peso por unidade de drea. Observou-se que a intensidade de

difracdo do anatdsio aumentou com a temperatura de recozimento e, gradativamente
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transformou-se em rutilo a 500°C. Quando a temperatura atingiu 600°C, a intensidade de
difracio do anatdsio diminuiu e a do rutilo aumentou. A partir da férmula Scherer
identificou-se a camada de deposicdo eletrolitica da estrutura nanocristalina. O tamanho
cristal de anatdsio aumentou com o acréscimo da temperatura, de 11,25nm (EDT 300) para
18,12nm (EDT 700). Enquanto o tamanho do cristal do rutilo aumentou de 27,62nm (EDT
600) para 39,46nm (EDT 700). Através das imagens de microscopia de forca atdmica, a
rugosidade (R,) da amostra EDT 300 foi de 3,587nm e, foram identificados nanocristais.
Nas amostras EDT 500 foram observadas nanotrincas, assim como nas amostras EDT 700,
porém esta apresentou maior nimero. A rugosidade aumentou para 10,158nm, e observou-
se o aumento do tamanho do cristal com o aumento da temperatura. Por outro lado, sabe-se
que as nanotrincas sdo atribuidas as tensdes térmicas, as quais aumentam a probabilidade de
exposi¢ao do substrato titdnio, quando a temperatura ultrapassa 500°C.

O comportamento “in vivo” das ceramicas bioativas (biovidro e hidroxiapatita), as
quais envolvem-se ao 0sso vivo espontaneamente através de uma camada de apatita
biologicamente ativa e conectada ao osso, pode ser estimado utilizando testes “in vitro” com
a imersdo em fluidos corpéreos simulados. Para os testes de imersdo, a perda de peso das
amostras EDT 300 foi maior do que nas amostras nao tratadas e EDT 700.

O decréscimo nas concentragdes de Ca e P da solu¢do SBF, determinadas por difracao
de raioX é correlacionado com a formacdo de apatita nas amostras, o que significa que o
cristal de apatita cresce com o consumo de Ca e P da solugdo SBF. Além disso, a
bioatividade “in vivo” da titania € atribuida ao grupo hidroxila e a carga negativa do
anatasio TiO,. Portanto, a superficie do anatdsio apresenta carga negativa e combina-se
efetivamente com a carga positiva dos fons de Ca na solugdo. Novas combinagdes com
cargas negativas de fons de P foram formadas para produzir fosfato de célcio amorfo, este
transforma-se espontaneamente em apatita devido a uma fase estdvel no meio corpéreo que
a apatita possui. A nanofase ceramica (EDT 300) possui maior 4rea superficial para fornecer
adsorcdo de Ca e P, aumentando a nucleacdo da apatita. Por isso, a eficiéncia da deposicdo
de apatita ndo é somente devido ao grupo funcional Ti-OH, mas por uma complexa forma
atribuida a sua nanoestrutura e cristalografia (LIN e YEN, 2006).

Ao contrario da hidroxiapatita, que possui propriedades mecanicas indesejiveis para

aplicacdes em substituicdo a tecidos duros ou dispositivos ortopédicos, a fluorapatita [FA,
Ca;o(POq4)eF2] possui maior estabilidade térmica do que a simples hidroxiapatita e

permanece intacta nas temperaturas de sinterizagdo. A fluorapatita, ligada a hidroxiapatita,
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também € um material biocompativel. O flior € pesquisado para estimular a formagdo da
matriz extracelular “in vitro” e aumentar a unido 6ssea “in vivo”. A hidroxiapatita que
contém fldor [FHA, Ca;o(PO4)s(OH),2xF2«] tem o fon fldor parcialmente substituido por
hidroxila na hidroxiapatita ou pode ser considerada uma solucdo sélida de fluorapatita e
hidroxiapatita. O efeito do comportamento de sinterizacdo nas propriedades mecanicas da
hidroxiapatita tem sido largamente estudado. Ruys e colaboradores in Qu e Wei (2006)
obtiveram densidade de sinterizagdo de 95% e resisténcia a flexdo biaxial de
aproximadamente 80MPa apds a sinterizacdo da hidroxiapatita comercial a 1150°C. A
maior densidade de sinterizacdo (99%) e a resisténcia a flexdo de 200MPa foram obtidas
por Jarcho et al. in Qu e Wei (2006) utilizando p6 de hidroxiapatita ndo-calcinada. O
comportamento durante a sinterizagdo e as propriedades mecanicas da hidroxiapatita
fluoretada foram investigados por Gross e Rodriguez-Lorenzo e Gross ¢ Bhadang. Apds
estudos com as hidroxiapatita fluoretadas (FHA) sinterizadas entre 1150 e 1250°C
observou-se que a concentracdo de flior (0,2~0,8 mol F/mol de apatita) ndo é favoravel
aos materiais a serem usados como biomaterial devido propriedades mecanicas
inadequadas (Qu e Wei, 2006).

Qu e Wei (2006) analisaram por difracdo de raio X discos de hidroxiapatita contendo
fldor e PB-tricdlcio (B-TCP) compactados isostaticamente a frio (IPM) e usinados. As
amostras de hidroxiapatita fluoretadas (IPM FHA-O e IPM FHA-1) foram parcialmente
decompostas para B-TCP em 1200°C, as outras amostras permaneceram com suas
estruturas intactas. Apds a sinterizacdo em temperaturas maiores (1300 e 1400°C) foi
detectada a presenca da fase B-TCP nas amostras de FHA-O e FHA-1. Aparentemente, a
estabilidade das amostras melhorou com o aumento da concentracdo de fldor nas amostras.
Em temperaturas de sinterizac¢do relativamente altas também ocorreu a decomposicao das
amostras que nao foram submetidas a pressdo isostdtica a frio e moagem. Para permitir a
incorporacdo dos fons de flior na estrutura da hidroxiapatita todas as amostras contendo
fldor foram preparadas a partir da hidroxiapatita pura (FHA-0) através do processo de pH
ciclico. O tamanho das particulas das amostras contendo flior foi significativamente
reduzido. O tamanho da particula do p6 de FHA foi igual a metade do tamanho daquele da
hidroxiapatita pura e, a densidade a verde foi aproximadamente 15% maior. Apds 20h no
moinho de bolas, foi possivel a redu¢do aproximada de 20% no tamanho das particulas
contendo fldor. Porém, a reducdo de 65% no tamanho da FHA-O foi devido ao maior

tamanho inicial da particula. Densidades a verde semelhantes foram obtidas para todas as
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amostras IPM, inclusive pela IPM FHA-0, além de terem sido maiores do que aquelas sem
moagem e compactacdo isostdtica a frio. A compactacdo isostitica a frio (CIP) é um
método de compactacdo de p6 para obter corpos verdes com densidade uniforme, o
processo pode eliminar as fraturas e formagao de defeitos detectados na pressdo uniaxial.
Além disso, a pressdo isostdtica a frio reduz o tamanho dos poros, melhorando assim a
densidade sinterizada e as propriedades mecéinicas das amostras cerdmicas. Tanto o
moinho de bolas quanto a pressao isostatica a frio favorece o aumento na densidade apds a
sinterizacdo das amostras de hidroxiapatita contendo flior. Portanto, a concentracdo de
fldor possui um impacto significativo na estabilidade térmica e na sinterizacdo das
amostras de FHA, sendo extremamente afetada a tensdo de flexdo biaxial das amostras.
Com o aumento da concentragdo de flior, as amostras ficaram termicamente estaveis, mas
com a sinterizacao a estabilidade reduziu. Por outro lado, a baixa concentracdo de flior das
amostras (FHA-0 e FHA-1) decompostas em altas temperaturas de sinterizacdo apresentou
estabilidades térmicas inferiores, resultando em microestruturas porosas, baixa densidade
apos sinterizagdo e menor resisténcia a tensao de flexao biaxial. Somente as amostras com
média concentragdo de flior como FHA-2 e FHA-3, apresentaram comportamento de
sinterizacdo e propriedades mecanicas balanceadas (QU e WEI, 2006).

Os implantes metdlicos com a camada de hidroxiapatita obtida com tratamento de
“plasma-spray” exibem propriedades desejaveis, como biocompatibilidade e bioatividade
e, por isso sdo usados nas aplicagdes clinicas. No entanto, a falha mecanica na interface
entre a camada de hidroxiapatita e o substrato metélico € indesejavel, o qual pode levar a
invalidade do implante recoberto por hidroxiapatita. Por esse motivo, t€ém sido feitas
tentativas para melhorar a adesdo e a estabilidade a longo prazo da camada. A melhora da
estrutura da camada de hidroxiapatita e composi¢ao sao obtidas através do uso adequado
dos parametros que controlam o spray ou por tratamento térmico. Outra alternativa efetiva
¢ formar camadas compostas.

Pesquisas recentes mostram que a adesdo da camada depositada e a forca coesiva dos
implantes com o organismo podem ser aumentadas pela combinacao da hidroxiapatita com
o titdnio e com o emprego da titania TiO,, da zirconia ZrO, ou da alumina Al,Os;, como
aditivos de refor¢o. Além disso, a transformacdo de fase induzida pela tensdo na zirconia,
de tetragonal para a fase monoclinica pode ocorrer durante o tratamento de plasma-spray, o
que pode resultar no aumento da resisténcia da camada e da tenacidade a fratura. Devido a

adicdo da segunda fase, mudancgas de fase na camada obtida em alta temperatura sio
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provéveis de acontecer. Por isso, faz-se necessdrio compreender a influéncia da adi¢do do
titanio e da titania nas propriedades da camada depositada.

Por outro lado, a otimizacdo dos parametros do “plasma-spray” para produzir camadas
de hidroxiapatita sdo usualmente baseados na relagdo entre parametros de “spray” e as
caracteristicas da camada. O titinio e a titania foram incorporados ao p6 de hidroxiapatita e
depositados por “plasma-spray”. Nao somente o titdnio, mas também o rutilo foram
simultaneamente detectados nas particulas compostas, as quais indicam que o titanio é
severamente oxidado durante o “plasma-spray”.

A camada de TiO, formada pelas particulas compostas parece ter uma boa
biocompatibilidade e induz a nucleac¢do da apatita na camada superficial apds imersao em
SBF. Entretanto, a transformacdo de fase do titanio para 6xido de titdnio pode resultar em
uma adesdo inferior entre o titdnio e a hidroxiapatita. A oxidacdo do titdnio pode ser
extremamente reduzida pelo uso atmosfera protetora. A particula de HA pura contém mais
fases amorfas que particula composta HA/Ti. A adicdo de titanio a hidroxiapatita pode
levar a uma transformacdo de fase do titdnio para TiO, durante o ‘“plasma-spray”,
principalmente com o uso de “plasma-spray” com alta energia. J4 a adicdo de TiO, pode
influenciar a decomposicdo de HA, porém nao ha produto da reacdo quimica entre eles
(como CaTiOj). No entanto, a andlise em MEV com EDS mostrou a ocorréncia de
interdifusdo de elementos entre HA e TiO,, os quais sdo favordveis ao aumento da forca
coesiva de particulas na camada composta. Quando comparada com a camada HA/ TiO;, a
camada HA/HA+ TiO; possui maior percentual de fases decompostas, como tricdlcio e
6xido de cdlcio. O tratamento térmico a 650°C por 2 h, melhora a cristalinidade da camada

pela transformacao de fase amorfa na hidroxiapatita (SUN et al., 2006).

3.4 SBF

3.4.1 HISTORIA DO SBF

Em 1980, Hench e colaboradores mostraram que quando o biovidro era implantado no
meio corporeo havia formacdo de uma camada rica em SiO, e um filme de fosfato de célcio

na superficie do biovidro, a qual permitiu o desenvolvimento do osso vivo. Os estudos foram
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complementados por outras pesquisas, as quais concluiram que a formacao “in vivo” do filme
de fosfato de cdlcio poderia ser reproduzida em solucdo no estado-tampdao de
trishidroximetilaminometano e dcido hidroclérico em pH 7,4.

Por outro lado, Kitsugi et al. mostraram que a camada rica em SiO; ndo se formava no
vidro ceramico. Neste caso, ocorria a formacdo de uma camada de fosfato de cdlcio na
superficie do biovidro colocado no corpo vivo, permitindo o envolvimento com 0 0Sso.
Subseqiientemente, Kokubo e colaboradores usando microdifracao de raioX, identificaram
essa camada de fosfato de cdlcio como apatita cristalina. Além disso, em 1990, eles
demonstraram que a formagao de apatita “in vivo” na superficie do vidro ceramico poderia ser
reproduzida em SBF acelular com concentra¢des semelhantes a do plasma sanguineo humano,
porém ndo em solugao-tampao de tris.

Em andlises da apatita formada na superficie do biovidro imerso em SBF, por meio de
difracdo de raioX de filme fino (TF-XRD), espectroscopia de infravermelho de transformacado
Fourier, microscopia eletronica de varredura e microscopia eletronica de transmissao
mostraram que a composicao e estrutura era semelhante ao osso mineral. Com isto, esperava-
se que os osteoblastos possuissem capacidade para induzir a proliferacdo e diferenciacdo e
produzir apatita e coldgeno na superficie. Assim, a apatita formada pode envolver a superficie
e formar osso ao redor. Conseqiientemente, ha reagdo quimica entre o material € 0 0sso vivo
através da formacgao da camada de apatita. Baseado nesses resultados, em 1991 foi proposto
que para o material ser envolvido por osso vivo € essencial que ocorra a formagao de apatita
sobre a sua superficie, além da formacdo de apatita “in vivo” poder ser reproduzida em SBF.

Em 2003, Oyane et al. identificaram a diferenca que ocorre com o uso do SBF-
convencional (TAB. 3.4.1) e do SBF-revisado. No SBF revisado, as concentracdes dos ions
CI foram diminuidas para os niveis de plasma sanguineo humano e, a concentracao de HCO3
foi aumentada. Porém, o bicarbonato de cdlcio tem forte tendéncia a precipitar-se do SBF
supersaturado, ndo somente em relagdo a apatita, mas também a calcita. Em 2004, Takadama
e colaboradores propuseram modificacdo no SBF (SBF-n), mediante a diminuicdo da
concentracdo dos ions CI' e HCOj3™ para o nivel do plasma sanguineo humano, esta proposta
era igual aquela do SBF-convencional (SBF-c). Esse SBF melhorado foi comparado com o
convencional quanto a estabilidade e a reprodutibilidade na formac¢ao de apatita nos materiais
sintéticos. Os SBF foram testados em 10 institutos de pesquisa. Como resultado foi
confirmado que o SBF-convencional ndo € diferente do SBF melhorado quanto a estabilidade

e reprodutibilidade. Através desses testes, o0 método para preparacao do SBF-convencional foi
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cuidadosamente checado e refinado de modo que ele pudesse ser facilmente preparado. Em
2003, foi proposto ao Comité Técnico ISO-TC150 o SBF-convencional com composi¢dao
refinada como uma solugdo para a capacidade de formagdo “in vitro” da apatita nos materiais

de implante (Kokubo e Takadama, 2006).

TAB. 3.4.1-Composicao quimica do SBF proposta por Kokubo e Takadama (2006).

Reagentes | Quantidades | Pureza (%)

NaCl 8,055g 99,5
NaHCO; 0,355¢g 99,5
KCl 0,225¢g 99,5
K,P0O4.3H,0 0,231g 99,0
MgCl,.6H,0 0,311g 98,0

1,0M-HCI 39ml .
CaCl, 0,292¢g 95,0
Na;SO4 0,072¢g 99,0
Tris* 6,118¢g 99,0

1,0m-HCI 0-5ml .

* Hidroximetil aminometano

3.4.2 CUIDADOS PARA A PREPARACAO DO SBF

Visto que o SBF € uma solucdo supersaturada em relacdo a apatita, um método de
preparagdo inapropriado pode levar a precipitacio da apatita durante o ensaio. Deve-se
sempre verificar que no preparo da solucdo, esta permanecga transparente € que nao haja
nenhum depdsito de precipitado na superficie do recipiente. Se alguma precipita¢do ocorrer, a
preparacao do SBF deve ser paralisada, a solucdo deve ser descartada, a vidraria lavada e,
entdo faz-se nova preparacao do SBF.

Apo6s a dissolucdo de cada reagente, o pH da solucdo deve ser igual a 2 ou 3, o que

serd alterado quando o reagente tris for dissolvido na solu¢@o. Neste momento, a temperatura

encontra-se na faixa 36,5°C e o pH aumenta para 7,4.
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3.4.3 CONFIRMACAO DAS CONCENTRACOES IONICAS DO SBF

Preparado o SBF, as concentra¢des dos ions devem ser equivalentes as mostradas na
TAB. 3.4.3. Para confirmar essas concentracdoes sdo recomendadas andlises quimicas da
solucdo. Quando um material é imerso em SBF por 12, 24 e 120 h, uma camada de apatita

pode ser detectada por difracdo de raio X e ou microscopia eletronica de varredura.

TAB. 3.4.3
Concentragdes i6nicas (mM)
fon Plasma sanguineo SBF
Na+ 142,0 142,0
K+ 5,0 5,0
Mg+2 1,5 1,5
Ca+2 2,5 2,5
Cl- 103,0 147,8
HCO3- 27,0 4,2
HPO4-2 1,0 1,0
SO4-2 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,40

KOKUBO, TAKADAMA (2006)

3.4.4 PRESERVACAO DO SBF

O SBF deve ser armazenado em recipiente plastico com tampa e colocado em refrigerador
com temperatura de 5 a 10°C. O SBF deve ser usado no prazo de 30 dias apds a preparagao.

Em alguns casos a apatita € precipitada uniforme e homogeneamente no SBF e pode ser
depositada na superficie da amostra. Por isso, é recomenddvel que as amostras sejam
colocadas em uma posi¢do que nio ocorra a precipita¢do, mas que haja a formacao da apatita

através do processo de adsor¢do de ions na superficie da amostra.
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Ap06s a imersdao em 36,5°C por diferentes periodos e tempo méximo de quatro semanas no
SBF, as amostras sdo lavadas cuidadosamente em dgua pura e secas com secador sem calor.
As amostras, uma vez retiradas do SBF e secas, ndo podem ser novamente imersas (Kokubo e

Takadama, 2006).

3.4.5 MODELOS DE FLUIDOS BIOLOGICOS E ESTERILIZACAO

Serro e Saramago (2003) investigaram o efeito dos processos de esterilizagdo na
mineraliza¢iao dos implantes de titanio induzidos pela incubacido em varios modelos de fluidos
bioldgicos. Amostras de titdnio foram submetidas a varios processos de esterilizacdo usados
por materiais de implantes: autoclave a vapor, tratamento com plasma de Ar, descarga de
calor e irradiacdo-y. A modificacdo das superficies foi avaliada pelas determinacdes de angulo
de contato, espectroscopia fotoelétron de raioX (XPS), perfilometria a laser e difracdo de
raioX. As modificagdes mais significantes foram detectadas na molhabilidade: enquanto as
amostras tratadas com plasma Ar mostraram-se altamente hidrofilicas (angulo de contato em
agua~0°), a irradiacdo-y e a esterilizagdo a vapor induziram um aumento na hidrofobicidade.
Depois de esterilizadas, as amostras foram imersas por uma semana em trés diferentes fluidos
bioldgicos: Solugao salina balanceada de Hank (HBSS), Fluido corpéreo simulado de Kokubo
(SBF) e um fluido designado por SBFO, com a mesma composi¢cdo do SBF, porém sem o
TRIS. O nivel de mineralizacdo das amostras de Ti imersas, avaliadas pela anélise do angulo
de contato dindmico, microscopia eletronica de varredura, espectroscopia dispersiva e XPS,
indicaram que os estdgios precoces de mineralizacdo sdo essencialmente independentes do
método de esterilizacdo. Ao contrério, a incubag¢do em fluidos atua como papel determinante,
SBFO é o meio mais eficiente para a biomineralizacdo do titdnio. A TAB. 3.4.5 mostra as
composi¢oes i0nicas das solucdes de HBSS e SBF junto com a composi¢do do plasma
sangiiineo humano. O pH de ambas as solu¢des SBF foi ajustado para 7,25 pela adicao de

HCl em temperatura ambiente.
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TAB. 3.4.5: Composicdo idnica (mM) de HBSS, SBF e Plasma sanguineo. Serro e Saramago (2003)

Na* K* Ca™t | Mg™ | HCO5 CI | HPO,” | SO,
HBSS 141,5 5.8 1,3 0,8 4,2 144.9 0,8 0,8
SBF 141,8 5,0 2,5 1,5 4,2 148,0 1,0 0,5
Plasma | 142,0 5,0 2,5 1,5 27,0 103,0 1,0 0,5
sanguineo

As mudancas nas amostras hidrofilicas avaliadas através da medida do angulo de contato
estatico da dgua ocorreram devido aos métodos de esterilizagao. Enquanto a hidrofobicidade
de ambas as amostras autoclavadas e irradiadas diminuiu, em relagdo as amostras originais, as
amostras limpas por plasma mostraram-se altamente hidrofilicas. A rugosidade média da
superficie, Ra, dos substratos foram determinados usando um perfilometro. Os resultados
obtidos pelas amostras esterilizadas foram comparados com aquelas nao-esterilizadas.

A deteccdo de precipitados de fosfato de calcio na superficie das amostras de Ti, aps uma
semana de imersdo em modelos de fluidos bioldgicos, é uma tarefa dificil devido a
irreprodutibilidade dos resultados. De fato, uma observacdo visual simples das amostras
depois de incubadas leva a conclusao que hd diferentes graus de mineralizacdo e/ou diferentes
tipos de precipitados usando as mesmas condi¢des experimentais (Serro e Saramago, 2003).

Nas FIG. 3.4.5(a) e (b) sdao mostradas micrografias da superficie do Ti antes e depois da
imersdao em SBFO, respectivamente. A andlise com maior aumento, € possivel observar pontos
brancos na FIG. 3.4.5(b), e constata-se a existéncia de depdsitos com varias formas de acordo
como mostrado nas FIG. 3.4.5(c) e (d). Usando um maior aumento da area ao redor do
depdsito, € possivel observar uma cobertura de filme cuja superficie € mostrada na FIG.
3.4.5(e). Na mesma amplificacdo, a superficie de titanio antes da imersao é mostrada na FIG.
3.4.5(f). Alguns tipos de depdsitos, rodeados por um filme, foram detectados na superficie de
todas as amostras incubadas em SBFO0, independente do tratamento de esterilizacdo. O
espectro de EDS obtido nas amostras imersas exibiu picos de cdlcio e fésforo e contaminacao
por magnésio. Entretanto, a taxa de Ca/P variou de acordo com a regidao analisada. A
observacao em MEV das amostras imersas em HBSS e em SBF nao revelou a presenca de
depdsitos. O espectro de EDS mostrado na FIG. 3.4.5.1(b), do Ti imerso em SBF, ndo permite
a identificacdo de superficie contendo calcio ou fésforo. Além disso, a andlise em XPS das
amostras imersas em HBSS e SBF revelou a existéncia de pequena quantidade de célcio e

fésforo.
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FIG. 3.4.5: Micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura: A) Ti antes da incubagdo, B) Ti apds a
incubacdo em SBFO0, C) e D) depdsitos com diferentes morfologias na superficie do Ti apds a incubagdo em
SBFO0, E) filme na superficie do Ti apds incubacdo em SBFO e F) Ti antes da incubag@o. Serro e Saramago
(2003)
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FIG.3.4.5.1: Espectro EDS. a) depdsito na superficie de Ti depois de imerso em SBF0 e de b) Ti depois

de imerso em SBF. Serro e Saramago (2003)

No trabalho de Serro e Saramago foi estudada a influéncia dos métodos de esterilizagdo e
da composicao quimica de fluidos biolégicos na mineralizacdo de materiais de implante de Ti.
As modificacdes das caracteristicas de superficie, isto € a hidrofilicidade, rugosidade e
composi¢cdo quimica induzidas por diferentes métodos de esterilizacdo apresentaram
concordincia com os resultados de outros trabalhos da literatura. Enquanto, as amostras
autoclavadas a vapor e irradiadas—y mostraram-se mais hidrofébicas devido ao aumento da
contaminacdo com carbono, as amostras limpas com plasma foram altamente hidrofilicas,
rugosas € menos contaminadas. Além disso, as diferencas observadas na superficie ndo
sugerem significativamente diferentes comportamentos de mineralizacdo.

Ao contrario, comparando a mineralizacio das amostras de Ti imersas durante uma
semana em HBSS, em SBF e em SBF0O, mostrou que a mineralizagcdo aumenta no SBFO,
independentemente do método de esterilizacdo. Comparando HBSS com SBFO, foi possivel
observar que este possui maior grau de supersaturacdao em célcio e fésforo. A Unica diferenca
entre SBF e SBFO ¢ a auséncia do reagente tris no SBF0, o qual permite aumento espontaneo

do pH e evita os fons de Ca ** livres.
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3.4.6 MODIFICACOES NA PREPARACAO DO SBF

3.4.6.1 PROPOSICAO DE MULLER

Miiller, L. e Miiller, F.A. (2006) estudaram cinco tipos de SBF com composi¢do de 142
Na*, 5 K%, 2,5 Ca**, 1 Mg”™, 1 SO,*, 1 HPO,> e 136 (CI" + HCO3") mmol/l, os quais foram
preparados com concentragdes de HCOs™ entre 5 e 27 mmol/l. As solu¢des de SBF foram
preparadas misturando solugdes concentradas estdveis, as quais aumentam a reprodutibilidade
dos testes “in vitro” devido as mudangas insignificantes de pH durante a preparacdo. A alta
estabilidade do SBF neste modo de preparagdo permite a avaliagdo da formagdo de
hidroxiapatita na superficie do material bioativo sem o efeito negativo da precipitacao
espontanea. Portanto, o uso de solugdes concentradas oferece um método fécil de preparacao
do SBF com quantidades idnicas diferentes e, assim modificando a composicao da camada de
Ca-P precipitada na superficie do material bioativo exposto as solucdes de SBF. Estas
solucdes sdo supersaturadas em relagdo a apatita ligeiramente carbonatada.

O objetivo do estudo de Miiller foi desenvolver um novo método para o preparo do SBF e
aumentar a reprodutibilidade do procedimento de teste do SBF. Por isso, a influéncia da
quantidade de HCO3;na formagdo da apatita e a supersaturacdo em relacdo a diferentes
fosfatos de célcio foram avaliadas.

Cinco solucdes de SBF com quantidade variando de 5 a 27 mmol/l e quantidade constante
de 136 mmol/l de CI' + HCOj3™ foram preparadas a partir de produtos concentrados de KCI
(59,64 g/1), NaCl (116,88 g/l), NaHCO; (45,37 g/1), MgS04.7H,O (49,30 g/l), CaCl,
(preparado de Ca(OH),), tris (121,16 g/1), NaN; (100 g/1) e KH,PO4 (27,22 g/1). A preparacao
¢ feita com dgua destilada para prevenir a precipitagdo de fosfatos de cdlcio homogeneamente
nucleados ou outras fases e, para minimizar mudancas no pH durante a preparacdo das
solucgdes.

Os volumes das solugdes salinas concentradas para o preparo de llitro do SBF estao
listados na TAB. 3.4.6.1. O pH do plasma sangiiineo corpéreo varia de 7,3 a 7,4 em 37°C. Ja

o pH do SBF depende da temperatura e diminui linearmente com o aumento da temperatura.
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TAB. 3.4.6.1 — Solucdes SBF propostas por Miiller (2006).

Solugao SBF5 | SBF10 | SBF15 | SBF20 | SBF27
KCl 5 5 5 5 5
NaCl 60 59 56 53,5 50
NaHCO3 10 18 27,8 37 50
MgS04.7H,0 5 5 5 5 5
CaCl, 25 25 25 25 25
Tris+HCl 50 50 50 50 50
NalNj3 10 10 10 10 10
KH,PO,4 5 5 5 5 5

As amostras de titdnio comercialmente puro foram atacados com &cido cloridrico (HCI) e,
subseqiientemente foram imersas em 10 mol/l de solucdo aquosa de NaOH em 60°C por 24h,
lavadas em dgua destilada e secas a 100°C. A seguir, as amostras tratadas foram imersas em
solucdes de SBF sob condicdes estdticas em 37°C por 2 semanas.

A estabilidade das solugdes de imersdo foi avaliada monitorando o tempo dependente do
pH, bem como as concentragdes do fosforo e do célcio durante a exposi¢ao em 37°C. Pode-se
presumir que, ao diminuir as concentragdes dos componentes, ocorre uma precipitacao
espontanea e, com isso a instabilidade da solucdo supersaturada. As mudangas nas
concentracdes de P e Ca foram insignificantes e ndo excederam o erro analitico (+ 5%) depois
de 14 dias de exposicao a 37°C.

As mudancas de pH com o tempo das solucdes de SBF armazenadas a 21°C foram
menores do que 0,15. Por outro lado, o pH variou de 7,3 a 7,62 nas solucdes de SBF que
foram expostas a 37°C por diferentes tempos. O aumento mais pronunciado em relacao ao pH
ocorreu no SBF-20 e no SBF-27 com a maior quantidade de HCO5’

Foi observada a formagdo de camadas biomiméticas na superficie da amostra, duas
semanas apds a imersdo em SBF. As camadas com tamanho da ordem de nandmetro
apresentaram a morfologia na forma de agregados esféricos com didmetro acima de 10 pm,
caracteristica da camada precipitada do SBF. Cilcio, fésforo e uma pequena fracdo de
magnésio e sédio foram encontrados por andlises em EDX. fons Mg”* e Na* podem substituir

s 2 . . ~ .~ .
os fons de Ca™" nas apatitas, as quais estdo no agregado com a composi¢do de apatitas
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bioldgicas dos ossos humanos, que ndo sdo estequiométricas com indicios de componentes
como Mg2+, Na™, COZZ', HPO42', F ou CI'. A propor¢do molar Ca-P da camada precipitada no
titanio tratado quimicamente em SBF5 foi medida como 1,35. Com o aumento da
concentracdo de HCO; em SBF, a propor¢ao molar de Ca-P foi de 1,46.

Por meio da difracdo de raio X identificou-se que na superficie do titanio pré-tratado e
imerso em SBF na temperatura fisiolégica (37°C) hd formacgdo de hidroxiapatita de baixa
cristalinidade.

Miiller e colaboradores concluiram que: a) € possivel usar as solucdes de SBF com
diferentes quantidades de ions cloro e bicarbonatos para simular a parte inorgéanica do plasma
sanguineo humano; b) as solucdes de SBF foram preparadas pela mistura de solugdes
concentradas estaveis, a reprodutibilidade da preparacao de SBF e, portanto, os resultados dos
testes “in vitro” puderam ser aperfeicoados; c) os graus de supersatura¢do indicaram que €
mais provavel ocorrer a formacao de apatita contendo carbonato do SBF do que a formagao
da hidroxiapatita estequiométrica; d) as andlises com difragdo de raioX da camada
precipitada, indicaram que a quantidade de HCOs; em SBF influencia a composi¢dao e
estrutura dos fosfatos de cdlcio obtidos. Com isso, pode-se supor que, ao longo do tempo a

concentracdo de HCOj3™ nas solucdes de teste € menor que 20 mmol/I.

3.4.6.2 PROPOSTA DE BARRERE

Barrere et al. (2002) investigaram a cinética da libera¢do de CO, em relacdo a composi¢cao
de SBF fator 5 (SBFx5) e a formagao da camada Ca-P. Quanto a intensidade i6nica ou os ions
anféteros sdo consideragdes que afetam a solubilidade do gés, influenciam as quantidades de
cloreto de sédio e bicarbonatos na liberacio de CO,. Depois mudou-se individualmente a
concentracdo de NaCl ou HCO; em relacdo a formagdo de Ca-P imersa em solu¢do e nas
amostras da liga de Ti (Ti-6Al-4V).

Barrere e colaboradores prepararam diversos fluidos corpéreos simulados, mudando as
concentracdes salinas conforme mostrado na TAB. 3.4.6.2. Todas as solugdes foram
derivadas da solucao classica proposta por Kokubo, na qual as concentra¢des idnicas foram

multiplicadas por 5. O ponto inicial do experimento ocorre quando o CO, para de borbulhar
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(t=0 h). Todos os experimentos foram avaliados em um reator com termostato a 37°C com

imersdo de 24 h. As soluc¢des foram agitadas com ima@ magnético.

TAB. 3.4.6.2 — Composi¢do (mM) do plasma sangiiineo humano (HBP), fluido corpéreo simulado regular

(SBF), solucdes de referéncia (REF) e SBF experimentais (SBFXS5). BARRERE (2002)

NaCl | MgCl,.6H,0 | CaCl,.2H,O | Na,HPO4.2H,0 | NaHCO;

HBP 146,7 1,5 2,5 1,0 27,0

SBF 146,7 1,5 2,5 1,0 4,2
SBFx5 733,5 7,5 12,5 5,0 21,0
REF1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
REF2 0,0 0,0 0,0 0,0 21,0
REF3 733,5 0,0 0,0 0,0 0,0
REF4 733,5 0,0 0,0 0,0 21,0
SBFx5 (HCO;x0) | 733,5 7,5 12,5 5,0 0,0
SBFx5 (HCO;x3) | 733,5 7,5 12,5 5,0 12,6
SBFx5 (NaClx0) | 0,0 7,5 12,5 5,0 21,0
SBFx5 (NaClx3) | 440,1 7,5 12,5 5,0 21,0

A formacgdo da camada de Ca-P nas solu¢des SBF altamente concentradas, depende dos
mecanismos de liberacdo do CO, (REF1, 2, 3 e 4), a qual depende da quantidade de HCO; e
da intensidade i0nica na solu¢do devido a quantidade de NaCl. Na TAB. 5, encontram-se as
composi¢oes dos meios usados como referéncia (REF).

Com base nas curvas de pH x tempo para as vdrias solu¢des, observou-se que no caso da
solucdo REF1 e REF3, o pH inicial foi de 4,06 e 3,75 respectivamente, enquanto que nos
casos da solu¢ao REF2 e REF4, o pH inicial foi maior, sendo de 6,29 e 5,99 respectivamente.
Essa diferenca de pH foi devido a capacidade do HCOj; “borbulhar”. Aumentando a
quantidade de HCO3', os valores iniciais e finais de pH foram maiores. Portanto, o pH inicial
foi ligeiramente menor quando a solu¢do continha mais NaCl. Com isto, houve maior
solubilidade do gas CO, para alta intensidade iOnica.

A precipitacdo de Ca e P indica o limite de solubilidade ou saturag¢do das solu¢cdes SBFxS5,
as quais possuem diferentes concentragdes de NaCl e NaHCOs, de acordo com a TAB. 3.4.5.
Com a observagao visual da precipitacdo em vdrias solugdes SBFx5, pode-se definir trés
grupos. Primeiro, no caso da solugdo livre de NaCl, a precipitacdo ocorre imediatamente no

final da adi¢ao de CO, em pH igual a 6. Segundo, a precipita¢do ocorre em pH igual a 6,8 no
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caso de menor percentual de NaCl e solu¢des contendo HCO3;  SBFx5 (NaClx3) e SBFx5
(HCO3'x3) e, no caso de solugdo SBFx5 regular. Terceiro, no caso da solugdo ser livre de
HCOj', a precipitagcao ocorre em pH igual a 6,2.

As quantidades de NaCl e HCO; afetam a cinética da precipitacdo e a estrutura
precipitada. A respeito da influéncia de NaCl, isto é, a intensidade iOnica, as solugdes
referéncia mostraram que a quantidade de CO; € quase igual a intensidade i6nica. Portanto, no
inicio dos experimentos, as solugdes gasosas SBFx5 (NaClx0) possuem maior concentracao
de NaCl que as outras solucdes calcificantes. Em outras palavras, com menor intensidade
i0nica, o nimero de sitios de nucleacdo presentes na solu¢do é maior. O aumento no nimero
de sitios de nuclea¢gdo obviamente aumenta a precipitagdo de Ca-P na solucdo.

Barrere e colaboradores concluiram que o uso de géas acidifero CO, em solu¢do de fluido
corpoéreo simulado altamente concentrado permite a formag¢do de uma camada de Ca-P no Ti-
6Al-4V em tempo inferior a 24 h. Esse método biomimético impede o tratamento da
superficie do titanio. A cinética da deposicdo da camada € influenciada pela intensidade
ionica da solugdo e, por isso controla a liberacio de CO, e perfil do pH. Portanto, a
intensidade i0Onica e a precipitagdo lenta de Ca-P na solu¢do SBFx5 favorece a nucleagdo de
Ca-P no Ti-6Al-4V. Além disso, a presenca de HCO3™ reduz o tamanho do cristal de apatita da
camada, permitindo um melhor ataque ao substrato Ti-6Al-4V. Apds experimentos, dois
importantes parametros podem ser realcados no processo de formag¢do do Ca-P biomimético
das solu¢des SBFx5. Primeiro, a precipitacdo na solucdo deve ser demorada para favorecer a
nucleacao heterogénea no Ti-6Al-4V. Segundo, particulas de Ca-P depositadas no substrato

devem ter tamanho nanométrico para permanecer fisicamente aderida no Ti-6Al-4V.

3.5 EFEITOS DOS TRATAMENTOS DE SUPERFICIE NA BIOATIVIDADE DO
TITANIO

Vanzillotta et al. (2006) determinaram a influéncia dos tratamentos da superficie de
amostras de titdnio cp na bioatividade “in vitro”. Chapas de titdnio foram submetidas a trés
tratamentos de superficie, incluindo em todas as amostras o ataque com solucdo de
HCI/H,SO,4. As amostras foram divididas em quatro grupos. Grupo A foi o grupo controle,

sem tratamento de superficie; grupo B, C e D foram submetidos ao ataque quimico com
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solucdo de HCI/H,SO,4 para alterar a morfologia da superficie. Os grupos C e D foram
adicionalmente submetidos ao tratamento de oxidag¢do da superficie. Para o grupo C, foi
empregada a oxidag¢do anddica com solu¢ao HsPOy, e, para o grupo D, foi realizada a oxidagdo
térmica seguida pela estabilizacdo do filme com solu¢cdo de NaF. O objetivo da combinagao
quimica de ataques com oxidacdo foi para melhorar os tratamentos individualmente (devido
ao comportamento bioativo do 6xido) e juntamente, a osseointegracdo devido a rugosidade
trazida pela dissolucdo do 4cido.

A bioatividade das superficies do titanio foi avaliada através da imersdo das amostras em
tubos de polipropileno contendo 30 ml de SBF, a 37°C durante 1, 2 e 7 dias. Apds cada
tempo, a quantidade de célcio em SBF foi determinada usando espectroscopia de absor¢dao
atomica (AAS) e, um histograma com a quantidade de cdlcio x tempo de imersdao foi
construido. A espectroscopia de fotoelétron de raioX (XPS) foi usada para caracterizar a
camada externa de uma amostra de cada grupo, apds a imersao em SBF por 7 dias.

Foi observado que a quantidade de cdlcio na solu¢do tem a tendéncia de diminuir
regularmente quando comparados ao primeiro e sétimo dias de todos os tratamentos. A
diferenca entre as quantidades inicial e final de cdlcio no SBF € devido a precipitacao do
fluido da fase rica em cdlcio na superficie do titanio. A menor quantidade de cdlcio no SBF e
a maior precipitacdo da fase rica em célcio sdo consideradas um bom indicativo da
bioatividade. A quantidade de célcio decresce lentamente quando a solucdo estd em contato
com as amostras nao-tratadas (grupo A), enquanto que a queda maior no nivel de cdlcio
ocorre depois de 7 dias para todas as amostras tratadas. Diferengas significantes foram
encontradas entre cada tratamento e o grupo A, porém nenhuma diferenca foi encontrada
entre as amostras tratadas do grupo B ao D.

Os autores concluiram que os resultados obtidos usando diversas técnicas de
caracterizacao indicaram um comportamento semelhante para todas as amostras de Ti com os
tratamentos empregados. Uma camada de pequenos glébulos de fosfato de célcio precipitou
nas superficies do titanio apds 7 dias imersos em SBF. Além disso, para as amostras de titanio
nao-tratadas, a precipitacdo da apatita ligada ao osso ndo foi observada, revelando que o
tratamento da superficie parece ter um papel importante na melhora da bioatividade do titanio

“in vitro”.
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3.6 OSTEOINDUCAO

Fujibayashi et al. (2004) classificam o titdnio como um material osteoindutivo que possui
a capacidade de induzir a osteogénese. Apds tratamentos quimicos e térmicos, o titdnio pode
tornar-se bioativo e induzir a formacdo dssea sem a necessidade adicional de células
osteogénicas ou agentes osteoindutivos. Quatro tipos de implantes de titdnio foram
implantados por Fujibayashi et al., nos miusculos dorsais de cachorros e foram examinados
histologicamente apds periodos de 3 e 12 meses. Além disso, o titanio tratado quimica e
termicamente, assim como o titdnio puro foram implantados como blocos porosos ou como
malha de fibras cilindricas. A formacao 6ssea foi encontrada somente nos implantes de blocos
porosos tratados quimica e termicamente e, removidos depois de 12 meses. O estudo mostrou
que um metal liso ndo solivel e ndo contendo célcio ou fosforo pode ser um material
osteoindutivo quando tratado de forma apropriada.

Fujibayashi e colaboradores observaram que apds a imersao dos blocos de Ti em SBF, é
possivel identificar a deposi¢@o de apatita apds 7 dias. Por outro lado, mudangas morfoldgicas
na superficie ndo foram observadas nos implantes de titdnio ndo tratados apds imersdo em
SBF por um periodo de 7 dias. Esses resultados indicam que os implantes tratados quimica e
termicamente possuem a capacidade de formar apatita “in vitro” e capacidade osteocondutiva
“in vivo”. Com base nos resultados obtidos, Fujibayashi e colaboradores concluiram que um
metal sem nenhum tratamento, que nao possui propriedades de dissolucdo e nido contém
calcio nem fésforo, pode transformar-se em um material osteocondutivo quando tratado para
possuir micro e macroestruturas especificas. Todos os materiais osteocondutivos que induzem
a formacdo de camada de apatita no corpo podem ter o potencial de serem materiais
osteoindutivos quando possuirem estrutura porosa especifica. Essa observacdo pode ajudar a
elucidar a natureza da osteoinduc¢do e levar ao advento dos biomateriais osteoindutivos para a

regeneracao tecidual.

3.7 OSTEOCONDUTIVIDADE DO TITANIO BIOATIVO

Takemoto et al. (2005) analisaram a influéncia da estrutura porosa, das propriedades

mecanicas dos implantes de titdnio bioativos e dos tratamentos quimico e térmico na
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capacidade osteocondutiva dos implantes inseridos no osso de coelhos. Os implantes de
titanio bioativos porosos (porosidade de 40%) foram produzidos com o método de “plasma-
spray” e submetidos aos tratamentos quimico e térmico em imersao em solu¢do SM de NaOH
a 60°C por 24h, imersao em 4gua destilada a 40°C por 8h e aquecimento em 600°C por 1h. A
porcentagem de contato osso-implante (indice de afinidade) dos implantes bioativos (BGs) foi
significativamente maior do que para os implantes nao-tratados (CGs) em todos os tempos
pos-implantagdes (13,5x10,5; 16,7x12,7; 17,7x10,2; 19,1x7,8 em 2, 4, 8 e 16 semanas,
respectivamente). A porcentagem de drea dssea aumenta significativamente nos implantes
bioativos (BGs), enquanto que com os implantes nao-tratados (CGs) houve decréscimo apds 4
semanas (10,7x9,9; 12,3x13,1; 15,2x9,8; 20,6x8,7 em 2, 4, 8 e 16 semanas, respectivamente).
Os resultados sugerem que o titdnio bioativo possui propriedades mecanicas e
biocompatibilidade adequadas ao uso clinico.

A avaliag@o da bioatividade “in vitro” do titdnio com porosidade foi realizada através da
imersdo em solucdo de fluido corpdreo simulado (SBF) com pH de 7,40. As amostras foram
imersas em 30 ml de SBF por 3-7 dias em 36,5°C. As amostras foram examinadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Foi identificada a presenca de apatita na
superficie das amostras, a qual € uma caracteristica da bioatividade “in vivo”.

A avaliacdo das amostras no MEV antes da implanta¢do revelou que na superficie hd uma
macroestrutura porosa complexa. Em aumentos elevados os poros da superficie dos implantes
de titdnio ndo-tratados eram pequenos (FIG.3.7a). Além disso, foram identificados
microporos nos implantes de Ti tratados quimica e termicamente (FIG.3.7b).

Com a imersdao de blocos de titdnio fraturados em SBF, foi identificado depdsito de
apatita nas superficies apds 3 dias (FIG.3.7¢), a qual indica que os implantes de titdnio
bioativos porosos possuem uma camada de superficie bioativa homogénea por todo o interior
dos poros do implante. Por outro lado, ndo houve mudancas morfoldgicas na superficie dos

implantes de Ti ndo-tratados ap6s a imersao em SBF por 7 dias.
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FIG. 3.7-(A) Superficie de titdnio poroso ndo-tratado. B) Superficie de uma porcéo central de titdnio poroso
fraturado e tratado quimica e termicamente. C) Formacdo de apatita no implante de titdnio bioativo poroso
depois da imersdo em SBF por trés dias. Takemoto et al (2005)

Apods 4 semanas, foi observado 0sso novo no centro de ambos implantes, bioativo e nao-
tratado. Foi encontrado osso novo préoximo ao implante. Os implantes bioativos
freqlientemente apresentam mais contato osso-implante do que os implantes nao-tratados.

Entre 8-16 semanas apds a implantacido, foi observada a presenca de 0osso novo nos implantes
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bioativos, enquanto nos implantes ndo-tratados uma quantidade pequena de osso foi detectada
nos poros. Células osteoclésticas multinucleadas foram encontradas ao redor do 0sso novo e
da superficie do implante nos implantes bioativos.

A liga de titanio porosa pode ser coberta com fosfato de cdlcio pelo método biomimético,
com sucesso, para aumentar a osteocondutividade e a osteoindutividade “in vivo”. Os
tratamentos quimico e térmico sao processos simples e econdmicos. Outra vantagem € que 0s
implantes sdo imersos em solu¢do de NaOH, cujo efeito se estende por toda a estrutura
irregular do implante. Devido ao tratamento, os implantes de Ti bioativos porosos possuem
superficies bioativas homogéneas por todo o interior dos poros do implante. Isto é
considerado uma vantagem em relagdo ao método convencional de tratamento com fosfato de
calcio por “plasma-spray”, no qual a camada tende a ser aplicada o mais superficial possivel e
resulta em um tratamento inadequado e nao-uniforme. Além disso, os tratamentos quimico e
térmico ndo reduzem o espaco dos poros disponiveis para o crescimento do 0sso, por causa de
sua pequena mudanca da morfologia da superficie do implante, afetando somente 1 um da
superficie.

Os tratamentos quimico e térmico que produzem superficies bioativas nos poros dos
implantes e aumentam a aposi¢do de osso em todo o tempo pds-implantacdo. J4 € bem
conhecido que a camada bioativa melhora a aposi¢do de osso. Entretanto, o material coberto
com fosfato de célcio, que possui aposicdo de osso tende a diminuir com o tempo como
resultado de remodelamento dsseo. Por outro lado, o indice de afinidade do titdnio poroso
bioativo aumentou durante os periodos examinados pds-implantag¢do. Isto confirma a maior
estabilidade da camada bioativa dos implantes porosos tratados quimica e termicamente e
assegura um periodo longo de fixagao 6ssea. Nao houve diferenga significativa na drea sem
crescimento e na profundidade sem crescimento nos periodos de tempo de 2 e 4 semanas.
Com o passar do tempo, os implantes bioativos aumentaram a osseointegracdo, enquanto os
implantes nao-tratados ndo o fizeram. A osseointegracdo dos implantes ndo-recobertos tende a
se perder com o tempo, enquanto que com materiais bioativos cobertos a osseointegracio se
manteve durante o experimento.

Takemoto e colaboradores (2006) investigaram o efeito do tratamento dos implantes com
HCI na osteocondutividade dos implantes de titanio bioativos porosos. A osteocondutividade
foi avaliada pela implantacdo “in vivo”. Em estudos prévios foi observado que o titanio
poroso tratado quimica e termicamente por ‘“‘plasma-spray” possuia osteoindutividade

intrinseca e que a formagdo de osso ocorria apds 12 meses “in vivo”. Neste trabalho
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otimizaram o tratamento da superficie e aceleraram a osteoindutividade. Foi desenvolvido um
tratamento para 4cido cloridrico (HCI) diluido pelo titanio poroso, o qual removia sédio de
uma estrutura porosa formada complexamente e, mais efetivamente do que o tratamento
convencional de 4gua quente. Trés tipos de tratamentos superficiais foram aplicados: a)
tratamento térmico e alcalino (AH); b) tratamento alcalino, d4gua quente e térmico (AH-4gua);
c) tratamento alcalino, HCl diluido, 4gua quente e tratamento térmico (AH-HCI). A
osteoindutividade dos materiais implantados “in vivo” foi avaliada em 3, 6 e 12 meses. O
implante de Ti bioativo poroso tratado por AH-HCI apresentou maior osteoindutividade, a
qual induziu a maior quantidade de formacao dssea durante 3 meses. O tratamento com HCI
diluido foi realizado para oferecer efeitos tanto quimico, quanto alteracdo topografica na
superficie do titdnio, embora ndo se pode determinar qual € o fator predominante. Contudo,
adicionando o tratamento de diluicdo de HCl aos tratamentos quimico e térmico
convencionais tem-se a possibilidade de um melhor tratamento superficial dos implantes de
titdnio poroso.

Na FIG. 3.7.1 mostra-se as micrografias das superficies dos implantes apds a imersao em
SBF. A capacidade de formacao de apatita foi alta em todos os grupos e uma ilha esferulitica
representando o depdsito de apatita pode ser reconhecida na superficie de todos os implantes
um dia apds a imersdo dos blocos de titanio fraturados em SBF. O tamanho das esferulites €
maior no grupo AH-HCI, ja o nimero de esferulites é maior no grupo AH-4dgua. Entre 3 e 7
dias, a superficie foi quase inteiramente coberta por uma camada de apatita em todos os
grupos. A capacidade de formacgdo de apatita ndo difere entre as dreas periférica e central de

alguns implantes.
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AH group

Water-AH group

HCI-AH group

FIG. 3.7.1 Mlcrograflas de MEV das superflcles dos implantes apds imersao em SBF por 1, 3 e 7 dias.
Notar o maior tamanho de esferulites em grupo AH-HCI e o maior nimero de esferulites no grupo AH-dgua. De
3 a7 dias quase ndo houve cobertura com uma camada de apatita em todos os grupos. Takemoto et al (2006)

O interior dos poros dos implantes de titdnio e o osso formado foram avaliados pela
observagdo das superficies fraturadas dos implantes (FIG.3.7.2 a-c). Os implantes do grupo
AH-HCI com 3 meses pds-implantacdo apresentaram osso induzido com uma estrutura tri-
dimensional, o qual parecia crescer ao longo das paredes dos poros e em todas as dire¢des
(FIG.3.7.2 a). Em algumas 4reas ao redor do osso induzido foi identificada a presenca de
depdsito de apatita contendo picos de Ca e P (FIG.3.7.2 b). Em outras 4reas afastadas do osso
induzido, ainda que depdsito de apatita possa ndo ser observado, andlises em EDS mostraram
pequenos picos de Ca e P na superficie da camada tratada (FIG.3.7.2 c). Esses pequenos picos
de Ca e P também foram detectados na superficie dos implantes AH e AH-4gua em 3 meses

quando ndo houve ocorréncia de inducao dssea.
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FIG. 3.7.2-Avaliacdo em MEV dos poros do grupo AH-HCI trés meses apds implantacdo “in vivo”. A)
Observacdo do interior da superficie e o osso induzido. A imagem mostra a estrutura tridimensional do osso
induzido crescendo ao longo da superficie do implante em todas as dire¢des. B) Observacdo do interior e ao
redor do osso induzido. * depdsito de apatita contendo picos de Ca e P em andlise de MEV-EDX. C) Observacio
do interior da superficie do osso induzido. * 1-Camada tratada; 2- Superficie fraturada do substrato titanio.
Pequenos picos de Ca e P na andlise de MEV-EDX aparecem na superficie da camada tratada. Notar que os
picos de Ca e P aparecem na superficie de fratura do substrato titdnio (controle negativo). Takemoto et al. (2006)

Os implantes AH-HCI] possuiam superficie mais complexa comparada aos outros
implantes, a qual pode ter sido causada pelo ataque com HCI. Os implantes AH-HCI exibiram
maior osteoindutividade e induziram o crescimento de osso ectdpico “in vivo” durante 3
meses. Os resultados do estudo de Takemoto e colaboradores indicaram osteoinducdo nos

materiais, embora ndo se pode determinar o fator predominante para melhorar essa
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osteoindutividade seguindo o tratamento de superficie quimica (formacao de titania e remocao
de s6dio) com HCI ou mudancas de topografia superficial (ataque).

Tas (2000) preparou particulas de hidroxiapatita com tamanho nanométrico (aprox.
50nm), homogénea, p6 ceramica de sais de nitrato de célcio tetrahidratado com alta pureza e
di-amonio fosfato de hidrogénio dissolvido em solu¢@o de fluido corpéreo sintético (SBF) a
37°C e 7,4 usando técnica de precipitacdo quimica.

Dois procedimentos de precipitagdo foram estudados durante a sintese de p6 de HA via
solucdo de SBF. O primeiro processo envolveu a adi¢cdo de volumes pré-determinados de
solucdes diluidas de NH4OH na reagdo, para o ajuste de pH, comecando do periodo de
precipitacao. Este foi chamado de experimento com “adicao inicial”. O segundo procedimento
constitui em continuas adi¢des de hidroxido de amonio durante o processo de precipitacao.

Tas considerou que o SBF é uma solu¢do metaestavel estado-tampao semelhante ao
plasma sangiiineo, saturado em relacdo a formacdo e a precipitacdo de uma fase de fosfato de
cdlcio amorfo (ACP), devido a alta taxa de 2,5 de Ca/P. As pequenas variagdes na
temperatura das solucdes de SBF foram também conhecidas por causa da precipitagdao
espontanea “in situ” de diferentes fosfatos de calcio como fun¢ao do pH da solucdo. Portanto,
a adicdo de reagentes externos como Ca(NO3)4H,O e (NH4),HPO4 ao SBF também pode
induzir a precipitagdo. Os resultados quimicos acrescidos na variacio da taxa de solugdes de
Ca/P e, com isso a formacgao de fosfato de calcio origina-se de diferentes composi¢des.

P6 de hidroxiapatita (HA) quimicamente homogénea e de tamanho nanometro tem sido
sintetizado e apresentado bom comportamento ao ser imerso em solucdo de fluido corpéreo
simulado modificado. Os melhores resultados tém sido obtidos com a imersdo em solucdo que
apresenta as condi¢des fisioldgicas e biomiméticas de pH 7,4 e 37°C, contendo sais de nitrato
de cdlcio e di-amodnio fosfato hidrogenado em quantidades apropriadas pela técnica de

precipitacao quimica.

3.8 SUPERFICIE DE TITANIO OXIDADA ANODICAMENTE

Yang et al (2004) estudaram o efeito da oxidacdo anddica do titanio em solugdo de H,SOy4

combinada com tratamentos térmicos na capacidade de formar apatita. A oxidac¢do anddica foi
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empregada para mudar a estrutura e a bioatividade do titanio, formando anatasio e rutilo na
superficie metalica. As amostras foram caracterizadas por difracdo de raio X e microscopia
eletronica de varredura. Os resultados mostraram que as superficies metdlicas do titdnio foram
cobertas por anatésio e/ou rutilo. No fluido corpéreo simulado (SBF), o titdnio anodicamente
oxidado sob certas condi¢Oes induz a formacao de apatita na superficie. Durante o periodo de
indu¢do da formagdo de apatita a quantidade de anatdsio ou de rutilo aumenta devido a
oxidagao anddica. Posteriormente, o metal foi submetido ao tratamento térmico em 600°C por
1h, para induzir a formacdo de apatita em SBF. A quantidade de anatdsio ou rutilo foi
aumentada pelo tratamento térmico. Os resultados mostraram que a capacidade de indugdo
para formar apatita no titdnio podera ser obtida pela oxida¢do em conjunto com o tratamento
térmico.

No trabalho realizado por Yang et al., apés a oxidac@o anddica e subseqiiente tratamento
térmico, o titdnio foi imerso em 30 ml de SBF com concentracdes i0nicas aproximadas ao do
plasma sangiiineo humano, por 3 e 6 dias.

Os resultados obtidos por Yang e colaboradores mostraram que quando o titdnio &
oxidado anodicamente em 1M de solu¢do de H,SO., as superficies tornam-se porosas em
voltagens de 90 a 180V e a descarga elétrica ocorre quando a voltagem € maior do que 105V.
A porosidade e o tamanho dos poros aumentam com o aumento da voltagem de 155 para
180V (FIG. 3.8). Depois do titanio ser oxidado em 1M de solucdo de H,SO4 em voltagem de
90 a 180V e apds o tratamento térmico, comparou-se a morfologia da superficie com titanio
sem tratamento térmico e, com isso a morfologia da superficie do material ndo teve mudancga

apos o tratamento térmico.
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FIG. 3.8-Morfologia da superficie do titdnio e oxidados anodicamente em (A) sem tratamento, (B) 90V, (C)
155V, (D) 180V em 1 M H,SO, por 1 min. Yang et al. (2004)

Quando as amostras de titdnio foram oxidadas anodicamente em 155V em solucdes de
H,SO4 com concentragdes de 0,5-3,0M, a superficie apresentou poros e a descarga elétrica
ocorreu em todos os casos. O tamanho dos poros e a porosidade da estrutura aumentaram com
o aumento da concentracdo de 0,5 a 1,0M e, ndo mudaram com o aumento da concentragdo de
1,0 para 3,0M (FIG. 3.8.1). Em todas as superficies dos materiais anatdsio e rutilo foram
formados.

Ap6s a oxidacdo das amostras de titanio em solucdo 1,0M em diferentes voltagens, elas
foram imersas em SBF por 3 dias. A apatita foi encontrada nas amostras oxidadas em 155 e
180V, enquanto que em 90V nido houve formacao de apatita. Apds a imersdao das amostras em
SBF por 6 dias, ndo foi observada apatita na superficie oxidada em 90V, ao contrério, as
superficies de Ti oxidadas em 155 e 180V apresentaram-se recobertas completamente por
apatita (FIG. 3.8.2).

Apds o tratamento térmico e a imersdo em SBF por 3 dias, todos as amostras de Ti
induziram a formacdo de apatita na superficie. Ao comparar com as amostras sem tratamento,
o Ti oxidado em 90V também induziu a formacdo de apatita, apés tratamento térmico. Os

resultados sdo mostrados na FIG. 3.7.5.
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FIG. 3.8.1-Superficie das amostras de Ti oxidadas anodicamente em H,SO, com voltagem de 155V: (A) 0,5M,
(B) 1M, (C) 3M por 1 min. Yang et al. (2004)
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FIG. 3.8.2-Morfologia da superficie das amostras de Ti imersas em SBF por 6 dias apés serem oxidadas
anodicamente em 1M H,SO,4 (A) 90V, (B) 155V, (C) 180V por 1 min. Yang et al. (2004)

Yang e colaboradores concluiram que a oxidac¢do anddica com solu¢do de H,SO,4 é um
processo eficiente para preparar o Ti bioativo, o qual é conveniente para os casos em que ha
necessidade de aplicagdo de cargas logo apds a cirurgia. Uma determinada quantidade de Ti
de anatdsio e/ou rutilo na superficie oxidada foi requerida para a formacao da apatita.

Strnad et al. (2000) estudaram a formacdo da camada de fosfato de célcio nas superficies
das amostras de Ti com deposicao de hidroxiapatita por “plasma-spray” (PSHA) e jateadas.
As amostras foram imersas em fluido corpéreo simulado com concentracdo de ions
semelhante ao do plasma sangiiineo humano. A superficie PSHA induziu a formagdo de
camadas de superficies de fosfatos de célcio, enquanto a precipitagdo do fosfato de cédlcio no
Ti cp jateado ndo foi detectada. A avaliacdo histologica apds testes “in vivo” demonstrou que
os implantes com uma camada de PSHA permitiu o crescimento de tecido dsseo nas
reentrancias com profundidade acima de 1mm sem formacdo significativa de fibras teciduais
intermedidrias.

Strnad e colaboradores selecionaram reentrancias de 0 a lmm em amostras de Ti para
investigar o crescimento de tecido dsseo. As amostras de implantes cilindricos de Ti ndo

revestidos e implantes de Ti com camada de PSHA foram implantados em tibia de caes.
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Procurou-se no estudo obter estabilidade priméria e contato direto do osso a superficie do
implante. As interfaces foram histologicamente avaliadas. Os implantes com a camada de
PSHA e os implantes de Ti cp imersos em SBF foram avaliados em testes “in vitro”, mediante
andlise da superficie de discos de implantes e pela determinacdo das mudancas nas
concentracdes dos ions do SBF com respeito ao periodo de exposi¢ao.

As amostras imersas em SBF foram usinadas com titanio cp, grau 3, em forma de discos
com diametro de 10mm e espessura de Imm. As amostras ndo-cobertas foram jateadas com
particulas de alumina (tamanho de 100um). As amostras cobertas foram preparadas com
deposicdo plasmatica de hidroxiapatita na superficie do titdnio cp jateado mencionado
anteriormente. Foram avaliados os pardmetros de rugosidade de ambas as amostras, jateadas e
PSHA.

As amostras foram imersas em SBF com pH 7,40 e em 36,5°C. As mudangas na
concentracdo das amostras foram determinadas por espectroscopia de adsorcao atdmica e com
um pHmetro. Apds a imersdo em SBF, a superficie das amostras foram analisadas em
microscopia eletronica de varredura com EDS e por difracao de raioX.

Os implantes recobertos com PSHA foram imersos em SBF. Verificou-se a transferéncia
de fons de cdlcio e fosfato da solucdo, bem como a deposi¢do de cristais esferuliticos de
fosfato de cdlcio na superficie. Durante os primeiros dias houve queda nas concentra¢des dos
ions de cdlcio e fosfato na solucdo e, o processo apresentou estabilidade ap6s 10 a 12 dias. 10
dias apés a imersdo observou-se que a superficie da amostra havia sido coberta por uma
camada de aglomerados de fosfato de cdlcio. A natureza da camada cristalina precipitada foi
determinada pela andlise em difracdo de raioX.

As amostras de titanio cp jateadas ndo exibiram decréscimo na concentragao de cdlcio
e fosfato apds exposi¢do ao SBF, mesmo depois de 50 dias. Nas andlises das superficies das
amostras com microscopio eletronico nao foi possivel identificar a presenca de célcio ou
fosforo.

Strnad e colaboradores concluiram que implantes cobertos com PSHA exibem maior
tolerancia do que os implantes de Ti cp para condi¢des desfavordveis durante a cicatrizagao,
como na interface das reentrancias ou na instabilidade primaria do implante. Os implantes
cobertos com hidroxiapatita por plasma-spray mostraram uma alta porcentagem de contato
0sseo quando as reentrancias foram menores do que Imm. No caso dos implantes de Ti
jateados, o preenchimento das reentrancias com fibras teciduais foi observado em grande

parte da superficie das reentrancias com profundidade de 0,3mm.
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3.9 SUPERFICIE DE TITANIO TRATADA COM SOLUCAO DE CALCIO

Hamada et al. (2002) pesquisaram o efeito da modificacdo da superficie do titdnio com
solucdes de célcio e tratamento hidrotérmico em autoclave. Os efeitos do tratamento
hidrotérmico na estrutura da superficie do Ti foram estudados por difratometria de raio X de
filme fino (TF-XRD) e espectroscopia de fotoelétron de raio X (XPS). Além disso, os efeitos
na precipitacdo de apatita na superficie do Ti em solugdo de Hank, assim como em fluido
corporeo simulado (SBF) foram investigados.

Hamada e colaboradores modificaram as superficies de Ti utilizando 4dgua destilada,
solucdo aquosa de CaO e solucdo aquosa de CaCl,. Apds a imersao durante 30 dias, os discos
foram rinsados com dgua destilada, secos e pesados. Foram determinadas as mudancas nas
massas por unidade de superficie de drea antes e apds a imersdo. Foram preparadas quatro
chapas para a medida da mudanga de massa. A microscopia eletronica de varredura foi usada
para analisar a morfologia dos precipitados apds a deposicdo de ouro. As amostras foram
tratadas em 600°C por 30 min sob condi¢des a vicuo de aproximadamente 10Pa para
aumentar a cristalinidade dos precipitados na superficie do Ti e analisados usando TF-XRD.

Os difratogramas obtidos por Hamada e colaboradores das amostras de Ti ndo-modificado
e Ti modificado em 4dgua, imersos em solucdes de CaO e CaCl, com e sem tratamento

hidrotérmico sao mostrados na FIG. 3.9.
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FIG. 3.9-Difratograma das amostras de Ti ndo-modificada e Ti modificada em dgua e solu¢des de CaO
e CaCl, com e sem tratamento hidrotérmico. Autoclave indica modificagdo com tratamento hidrotérmico.
Hamada et al.(2002)
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Picos do TiO, (anatasio) foram detectados nas amostras de titdnio modificadas em
solucdes de CaO e CaCl,. Esses picos ndo foram observados no titanio modificado em dgua.
Isto €, o titanio reagiu com as solug¢des contendo ions de cdlcio, resultando na formacgao de
TiO,; o qual reagiu com 4dgua em menor grau. O pico fraco detectado no espectro obtido foi
da superficie de titanio modificada em solu¢do de CaCl, sem tratamento hidrotérmico, o qual
indica que a superficie de 6xido era fina.

Os resultados indicaram que o tratamento hidrotérmico aumenta a sintese do titanato de
calcio durante a modificacdo e forma uma camada espessa na superficie modificada contendo
titanato de cdlcio. Por outro lado, picos foram detectados no espectro da superficie modificada
do titanio em solucao de CaCl, sem tratamento hidrotérmico e, picos fracos foram observados
com tratamento.

A andlise em MEV das amostras de Ti imersas na solucdo Hank mostrou significativa
precipitacdo na superficie do Ti modificada com tratamento hidrotérmico em solugdo de CaO
ap6s imersdo em solucdo de Hank por 30 dias. Mostrou também precipitagcdo nas amostras
imersas em 4gua com tratamento hidrotérmico e, em solu¢des de CaO e CaCl, sem o
tratamento, o qual ndo tinha diferenca morfolégica daquele com tratamento hidrotérmico em
CaO, mas houve diferenca na area coberta pela precipitagdo. Observou-se também que ndo
houve precipitagdo nas amostras em &agua sem tratamento hidrotérmico e ndo houve
precipitacao em solucao de CaCl, com tratamento hidrotérmico.

Apds a imersdo em solucdo de Hank, a massa do titdnio modificado com tratamento
hidrotérmico em 4gua e em solucdo de CaO aumentou mais do que as sem tratamento. Além
disso, com tratamento hidrotérmico em solucdo de CaCl,, a massa aumentou menos do que a
sem o tratamento hidrotérmico. Isto €, a camada de superficie modificada foi dissolvida em
solucdo de Hank.

Os possiveis efeitos do tratamento hidrotérmico na superficie modificada sdo os seguintes:
a) a modificacdo em dgua mostrou um ligeiro aumento na espessura da camada da superficie,
em ambos os casos, com e sem tratamento hidrotérmico e, o aumento da espessura no caso
com tratamento hidrotérmico foi menor do que aqueles sem o tratamento; b) a modificag¢ao da
superficie das amostras em solu¢do CaO também mostrou um ligeiro aumento de espessura
no caso com tratamento hidrotérmico; c¢) modificagdo em solucdo de CaCl, mostrou
significativo aumento da espessura no caso sem tratamento, porém houve aumento da

espessura com tratamento.
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Com relacdo aos dados de mudanca de massa antes e depois da imersdo em solugcdo de
Hank, a precipitacdo da apatita foi melhorada pelo tratamento hidrotérmico em solucdo de
CaO. Esta melhora pode ter sido causada por 3 fatores: 1) o aumento na espessura da camada
de superficie modificada; 2) o aumento na camada sintetizada de titanato de cdlcio e 3)
aumento no 6xido de cdlcio contido na camada modificada de superficie. Embora, ndo haja
uma explicagdo clara sobre a causa da precipitacio pela espessa camada de superficie,
presume-se que a camada de superficie mais espessa pode conter mais ions de célcio, os quais
podem ser percebidos na solu¢cao de Hank.

Hamada e colaboradores concluiram que o tratamento hidrotérmico da superficie
modificada do Ti € mais efetivo para induzir a precipitacdo “in vitro” do que naquelas sem o
tratamento hidrotérmico e, a superficie modificada hidrotermicamente tratada pode apresentar
melhor resultado em termos de condugdo éssea. Portanto, a otimizacdo do tratamento
hidrotérmico com temperatura e pressdo pode levar ao desenvolvimento de outras

microestruturas da superficie com grande condutividade ssea.

3.10 EFEITOS DA IMPLANTACAO DE FLUOR NO TITANIO

Cooper et al. (2006) determinaram o efeito da modificacio do teor de fon fldor na
diferenciacdo osteobldstica em implantes de Ti cp jateados com TiO; e a formacdo dssea
interfacial por pesquisas “in vitro” e “in vivo”. Células mesenquimais humanas foram
cultivadas em discos de Ti cp jateados por TiO, tratadas em solugdes com e sem ion fldor. A
adesdo celular, proliferacdo e expressao gé€nica osteobldstica foram medidas em microscopia
eletronica de varredura. Apds 24h, ndao houve diferenga na adesao celular entre as superficies
testadas. Além disso, a superficie tratada com fldor apresentou grande proliferacdo e
crescimento da expressao de proteina 6ssea e morfogénica BMP-2.

O contato osso-implante formado nas amostras jateadas com TiO; e tratadas com solu¢do
contendo flior e a superficie apenas jateada com TiO, foi de 55,45% e 34,21%,
respectivamente. O tratamento com incorporacdo de fon flior na superficie jateada por TiO;
aumentou a diferenciacdo osteobldstica “in vitro” e a formacdo dssea interfacial “in vivo”.
Semelhante investigacdo “in vitro” e “in vivo” demonstra que a modificagdo com fldor

aumenta a diferenciagcdo osteobldstica e a formacao dssea interfacial.
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O objetivo do trabalho de Cooper et al. foi determinar o efeito da modificacdo da
superficie do Ti jateada com TiO; e tratada com solucdes contendo ions flior na osteogénese
medida no ensaio de cultura de célula e identificar o grau de formagdo 6ssea na interface do
implante enddsseo. O tratamento do implante jateado com TiO, com fon fldor aumentou a
adesdo e diferenciacdo osteobldstica das células mesenquimais humanas e aumentou
significativamente o contato osso-implante em relacdo aos implantes de Ti cp jateados com
TiO,.

A avaliagdo morfolégica no MEV da superficie do implante modificada com {fon fltor,
nao indicou mudanca morfologica da superficie em relacio a submetida ao tratamento
convencional de jateamento com TiO,. Na caracterizacio com MEV observou-se um
empacotamento denso de “pites” uniformemente distribuidos na superficie. Apds 24h, a
adesdo das células na superficie dos grupos tratados com flior exibiu maior proliferacdao
celular do que nas superficies que ndo receberam tratamento com flior. Apds 72h, a adesdo
celular na superficie jateada apresentou pouca atividade proliferativa em relagcdo a superficie
jateada com ou sem modificagdo do fon fldor. Uma tendéncia de menor proliferacdo com
aumento do tratamento com fldor foi notada em 24h e pode refletir precocemente a
diferenciacdo.

Cooper et al. concluiram que a superficie de Ti cp jateada com TiO, modificada com
solucdo contendo fon flior aumentou a diferenciacdo osteobldstica, aumentou a expressao
génica osteobldstica em meio de cultura e, apresentou maior formagao dssea na superficie do
implante modificado com fldor, durante o periodo de cicatrizagdo. Os resultados indicaram
vantagens potenciais com a modificacdo da superficie dos implantes de Ti cp tratados com

solucdes contendo fluoreto e houve aumento da drea ativa.

3.11 EFEITOS DA TITANIA NA FORMACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Lee e colaboradores (2006) estudaram os efeitos das caracteristicas da titdnia na formacgao
da apatita bioativa, para melhorar a nucleacdo preferencial do fosfato de cdlcio pela interacdo
entre o ion cdlcio no fluido corpdreo e a superficie de 6xido carregada negativamente. O filme
de oxido de titdnio poroso carregado negativamente para aplicagdes por implantes foi

sintetizado por processo eletroquimico em solu¢do de 4cido sulfurico contendo acido
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fosférico como um aditivo. Caracterizagdo microestrutural, identificacdo de fase e andlise das
condi¢Oes quimicas do filme de TiO, anddico foram executadas e avaliagdes bioldgicas foram
realizadas em fluido corpéreo simulado.

O resultado do processo de anodizagdo é mostrado na FIG. 3.11. Para a fabricacdo da
camada de TiO,, uma corrente constante anddica de 35mA/cm? foi aplicada na amostra de
titdnio, onde o potencial anddico foi aumentado gradualmente com o tempo. Na FIG. 3.11A, a
camada de TiO; foi menos porosa do que aquela do filme anddico formada em potenciais
altos e, a estrutura celular ndo foi nucleada quando se iniciava a anodiza¢do. Mas, em
potencial maior do que 90V, a formacao da estrutura celular inicia-se e cresce com a evolugao
do gis e com o inicio da chama. O aspecto da estrutura celular é mostrado na FIG. 3.11B. Sob
potencial constante de 180V, o tamanho do poro e a espessura aumentou gradativamente com

o tempo anddico, como pode ser visto na FIG. 3.11C.
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FIG. 3.11-Curva corrente x voltagem com tempo para transformar a anodizag@o sob controles galvanoestatico e
potencioestatico, mostrando variacdo de morfologias de superficies (A, B, C) durante anodiza¢cdo em mistura de
1,5 M H,S0O4/0,3 M H;PO,. Lee et al. (2006)

No processo de anodizacdo, a estrutura e a morfologia dos 6xidos anddicos podem variar
através do controle dos parametros processo, como as composicdes eletroliticas. Para
observar os efeitos da concentracao do acido fosférico com aditivo na microestrutura do filme
anddico de TiO,, a anodiza¢do foi executada em 180V por 30 min em vdrias solugdes
eletroliticas. As variagdes de morfologia com concentra¢des de dcido fosférico sdo mostradas
na FIG. 3.11.1. Como comparacdo, a morfologia do Ti puro atacado € mostrado na FIG.
3.11.1a. Do resultado na FIG. 3.11.1, fica claramente sugerido que a morfologia da superficie
da camada anddica de TiO; é dependente em composi¢do eletrolitica e também os tamanhos

de célula e de poro foram gradativamente aumentados com a concentragdo de dcido fosférico
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em eletrdlise. Essa diferenca em morfologias na titdnia anddica pode ser afetada pela

compatibilidade bioativa.
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FIG.3.11.1 - Imagen de MEV das spefl’ci das amostras apos ataque em HF/HNO; (a), e anodizagdo em 1,5
M H,S04/0,3 M (b), 1,5 H,SO4/ 0,6 M (c) e mistura de 1,5 M H,SO,/ 0,9 M H;PO, (d). Lee et al. (2006)

Mostra-se na FIG. 3.11.2 o difratograma do filme de TiO, anddico formado em varias
concentracdes de dcido fosférico. O espectro de difragdo de raio X mostrou picos relativos as
fases de anatdsio e do substrato de titdnio. O filme anddico formado em mistura de
H,S04/H3PO, apresentou reducio gradativa dos picos de difracdo de anatdsio e do titdnio com
a concentracdo de acido fosférico. Esse dado indica que durante a anodizagdo com acido
fosférico com maior concentragdo, a camada anddica cresce mais rapidamente e facilmente
incorpora espécies quimicas da eletrdlise. Os anions incorporados podem agir como
interruptores da formacao de anatdsio. Portanto, as intensidades dos picos de raio X do titanio

e do anatdsio apresentam pequena reducao.
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FIG. 3.11.2 - Modelo de difrac@o de raio X dos filmes de titdnia anddica com concentrag@o de 4cido fosférico.
Lee et al. (2006)
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A avaliacdo da bioatividade dos filmes de TiO, anddicos formados em mistura de H;SO4 e
H3PO, foi analisada em solugdo de fluido corpéreo simulado. Apds a imersao em SBF a 37°C
por 20 dias, a superficie do filme anddico foi observada em MEV com espectroscopia de
energia dispersiva (EDS) e foi comparada com a amostra somente atacada em mistura de
HNO3/HF e imerso em SBF. A FIG. 3.11.3 mostra as morfologias do titanio atacado e a
superficie anddica de TiO, apds imersdo em SBF por 20 dias. As imagens de MEV mostram
os precipitados de hidroxiapatita na superficie de todas as amostras. Os precipitados
apareceram em todos dos filmes de 6xido anddico. Porém, na camada formada na mistura de
H,SO4+/0,9M H3PO4, como pode-se observar na FIG. 3.11.3 d, existe maior nimero de

particulas do composto de Ca-P.
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FIG. 3.11.3 - Micrografias das amostras imersas em SBF por 20 dias apds ataque somente em HF/HNO; (a),
anodizacdo com mistura de solugdes de 1,5 M H,SO,/ 0,3 M H;PO, (b), 1,5 M H,SO,/ 0,6 M H;PO4 () e 1,5 M
H,SO0,/ 0,9 M H;PO, (d). Lee et al. (2006)

O filme de 6xido anddico formado em alta concentracdo de dcido fosférico apresentou
maior precipitacdo de compostos bioativos Ca-P do que o filme anddico formado em acido
fosforico diluido. Para examinar os elementos quimicos das particulas precipitadas na camada
de TiO, durante o teste de imersdo em SBF, foram realizadas andlises em EDS. Apds a
imersdo por 30 dias em SBF, os compostos precipitados no filme anddico obtido com a
mistura de H,SO4/0,9M H3;PO,; sdo mostrados na FIG. 3.11.4. Com as analises de EDS
(FIG.3.11.4), pode-se constatar que as particulas precipitadas com didmetro aprox. de 10um
sdo compostos ricos em Ca-P-O. Esses resultados indicaram que mais ions fosfato sdo

incorporados no filme de 6xido durante a anodizacdo com alta concentracdo de dacido

68



fosforico, e como estas particulas possuem caréter i6nico sobre o filme anddico, hd aumento

do potencial para ocorrer a precipitacao de compostos ricos em Ca-P-O no filme anddico.

FIG. 3.11.4-Micrografias e perfis lineares de particulas precipitadas na superficie da camada anddica formada
em mistura de H,SO,/0,9MH;PO, e imersas em SBF por 30 dias. As andlises de EDS sugerem que os
precipitados sdo compostos ricos em Ca. Lee et al. (2006)

As camadas de TiO, anddicas para aplicacdes em implantes podem ser fabricadas por
método eletroquimico. As caracteristicas da superficie e as propriedades bioativas dos filmes
de TiO, influenciam na bioatividade. A morfologia da superficie do filme anddico de TiO, é
dependente da composi¢do e concentracdo do eletrdlito usado na anodizacdo, e a estrutura
celular do filme anédico aumenta com a concentracao de acido fosfoérico do eletrdlito. O filme
de 6xido anddico obtido no tratamento eletroquimico com o &cido sulfirico contendo alta
concentracdo de dcido fosférico, a quantidade de espécies de fosfatos incorporadas na camada
de 6xido anddico € maior em comparagdo a baixa concentracio de dcido fosférico na solugio.
Nas andlises quimicas com XPS, as espécies com fosfatos incorporados apresentaram sob a
forma de HPO4, POs, POs". Os locais carregados negativamente na superficie anddica do
oxido de titanio agem como locais preferenciais de nucleagdao de fosfato de calcio devido a
atracdo do fon cdlcio do fluido bioldgico, o 6xido anddico formado na maior concentracio de
dcido fosférico representou maior capacidade de precipitacdo do composto bioativo Ca-P do
que o filme anddico formado em dcido fosférico diluido. Os resultados da andlise de EDS

mostraram que os precipitados em SBF sdo compostos ricos em célcio.

69



3.12 RUGOSIDADE E MOLHABILIDADE

3.12.1 RUGOSIDADE

Desde que Brianemark et al. descreveram o mecanismo e os efeitos da osseointegracao, ha
quase quatro décadas, diversas pesquisas biomédicas e de materiais t€ém procurado encontrar a
morfologia ideal da superficie de implante dentdrio capaz de garantir uma longa permanéncia
de ancoragem ao tecido dsseo (VANZILLOTTA et al., 2006). Segundo Brinemark et al.,
(1977), a osseointegrag@o consiste em uma conexao estrutural e funcional direta entre o tecido
Osseo e a superficie de um implante submetido ao carregamento. O desenvolvimento da
interface osso-implante depende das interacOes diretas da matriz 6ssea e dos osteoblastos
(células produtoras de tecido 6sseo) com os biomateriais. Além disso, a ligacao celular parece
ser muito sensivel as variacdes na superficie quanto a composi¢do quimica e topografia do
titanio (forma e rugosidade) comercialmente puro (FENG et al., 2004). Caracteristicas
superficiais como: energia da superficie, rugosidade, topografia e composicao quimica e pH
sdo condi¢des importantes que devem ser analisadas nas interagdes do implante com o tecido
dsseo do hospedeiro (NAYAB et al., 2005).

O processo de crescimento de células sobre a superficie do implante depende da variacao
da rugosidade, por exemplo, nos implantes com superficie no estado como usinada
apresentam proliferacdo e crescimento das células, preferencialmente, ao longo das marcas de
usinagem. Trata-se de uma rugosidade com forte direcionalidade. Em contrapartida, nas
superficies submetidas ao tratamento para mudanga da morfologia e rugosidade observa uma
menor direcionalidade quanto a rugosidade e, conseqiientemente uma melhor interagdo das
células na superficie dos implantes. Outro aspecto a ser considerado em relacdo ao efeito da
microestrutura superficial na adesdo celular é o tipo de célula. Existem células com
caracteristicas de rugofilia, cujas superficies rugosas sao preferidas, como osteoblastos,
macréfagos, células epiteliais e leucécitos e, células que s@o mais atraidas por superficies
lisas, como células gengivais (fibroblastos). Quanto menor € a direcionalidade da rugosidade,
melhor o comportamento das células na superficie dos implantes (ELIAS et al., 2004).

Diversas pesquisas t€ém sido desenvolvidas na &4rea odontolégica, para modificar a
morfologia da superficie de implantes com o intuito de melhorar a rugosidade superficial,

aumentar a biofixacdo enddssea, favorecer a cinética do processo de neoformacdo dssea e
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obter sucesso na osseointegracdo. Entre esses procedimentos pode-se citar: a) deposicdo de
uma camada de hidroxiapatita, b) ataque acido, c) jateamento com particulas de 6xido de
titanio (TiO;), d) microranhuras, e) oxidacdo anddica, f) implantacdo idnica
(VANZILLOTTA et al., 2006) e g) jateamento seguido de imersao em acido (ELIAS et al.,
2004). Informacodes pré-clinica a respeito de jateamento com posterior ataque 4cidos em
implantes de Ti comercialmente puros indicaram que a extensdo da formacdo dssea nesta
superficie ¢ maior do que nos implantes comercialmente puros usinados, sem tratamento
superficial (COOPER et al., 2006). Portanto, a importancia do tratamento da superficie do
implante € comprovada a partir de estudos, os quais demonstraram que o mecanismo de
osseointegracdo de implantes apenas usinados, inicia-se ao seu redor e, ndo sobre a sua
superficie. Por isso, a cicatriza¢io no local desses implantes ocorre a partir de um processo de
mineralizacido gradativo em direcdo ao implante (SENNERBY e ERICSON, DELIGIANI et
al. in ELIAS, 2004). A superficie de um implante somente usinado ndo € indutora,
necessitando a deposi¢do de materiais bioativos, os quais facilitardo a formagdo de pontes de
calcio e fésforo (ELIAS et al., 2004). Durante a cicatrizagdo, mudancas bioldgicas ocorrem na
interface osso-implante sendo dependentes das propriedades da camada de 6xido inicial
(ELIAS, LIMA e FIGUEIRA, 2005).

No estudo realizado por Elias, Lima e Figueira (2005) implantes usinados foram
submetidos aos tratamentos de superficie através de imersdao em tipos diferentes de acidos;
jateamento seguido de dcido; oxidacao e tratamento com laser. As amostras foram observadas
no MEV antes e apds os tratamentos e, as morfologias das superficies comparadas aos
implantes com tratamentos semelhantes. O nimero de implantes usinados que sdo
comercializados tem sido reduzido drasticamente nos ultimos anos, pois possuem superficies
heterogéneas e sulcos orientados provenientes das ferramentas de usinagem. Isto ndo favorece
a adesao de células na superficie do biomaterial e, conseqiientemente, reduz a ligacdo
satisfatoria osso-implante. O objetivo do tratamento da superficie dos implantes € aumentar a
rugosidade da superficie para induzir a proliferacio de células responsdveis pela
osseointegracdo. A empresa Conexao Sistema de Protese produz o implante Master Screw
Porous com essas caracteristicas de superficie anisotrépica.

No tratamento com 4cidos, a rugosidade do implante torna homogénea, ocorre aumento da
area superficial ativa e, com isso melhora a bioadesdo das células. A essas caracteristicas
damos o nome de superficie isotrépica, pois ndo € possivel identificar uma orientacdo

preferencial das microcavidades, porosidades e sulcos. Esse tratamento consiste em imergir as
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amostras em banhos de solu¢des contendo HCI/H,SO4, HF/HNO3; e HNO;3;. Um exemplo de
implante comercial com este tratamento € o Master Porous , da empresa Conexao Sistemas de
Préteses. Outro tratamento € por jateamento de particulas sélidas na superficie do implante.
Essas particulas podem ser constituidas de 6xido de aluminio, 6xido de titanio, 6xido de
silicio, cloreto de sédio e hidroxiapatita. A rugosidade obtida com o jateamento depende do
tamanho das particulas, a distancia de jateamento, velocidade de rotacdo da peca, pressdo do
equipamento, tempo de jateamento, resisténcia mecanica das particulas e da peca. A empresa
Conexao fornece o implante Master Porous, com esse tratamento superficial.

No tratamento eletroquimico (oxidagdo), solugdes dcidas e bdsicas sdo empregadas em
diferentes temperaturas, as quais permitem a incorpora¢do de ions de célcio, fldor e fésforo. O
objetivo deste processo é aumentar a espessura da camada de 6xido e simultaneamente
modificar a morfologia, composi¢ao quimica, cristalinidade e rugosidade superficial. Com
este tratamento mudancas na espessura, estrutura de microporos e cristalinidade ocorrem,
melhorando assim, o comportamento biomecanico dos implantes. Portanto, a formagdo dssea
e, conseqiientemente a osseointegracdo serdao influenciadas por essas mudancas relacionadas
as caracteristicas da superficie do 6xido (Sul in Elias, Lima e Figueira, 2005). Os implantes
comercializados atualmente com essas caracteristicas sao o TiUnite produzidos pela empresa
Nobel Biocare, Gotemborg — Suécia e o Master Vulcano produzido pela Conexdo. A
rugosidade € influenciada pelos parametros envolvidos no tratamento de oxidag¢do, como tipo
de solucdo, concentracdo e temperatura do processo (Elias et al. e Sul in Elias, Lima e
Figueira, 2005).

No tratamento com laser observa-se macrorugosidades na superficie do implante e, nao ha
a formacdo de microrugosidades. A superficie tratada com laser apresenta caracteristica tipica
de estrutura bruta de fusdo, os cristais possuem a superficie lisa e ocorre unido entre eles. A
desvantagem desse processo € a criacdo de regides com baixa rugosidade, dificultando a
adesdo das células mecanicamente. Os implantes que possuem superficie como usinada ou
tratadas com laser apresentam caracteristicas morfoldgicas anisotrépicas.

Os valores dos parametros de rugosidade sdao importantes para analisar a adesdo, a
adsor¢do e o espalhamento das células. Os parametros de rugosidade mais utilizados s@o os
nimeros de picos por unidade de comprimento (P.); o valor médio aritmético dos desvios do
perfil da rugosidade em relacdo a uma linha média (R, ou S;); o valor médio quadrético da
rugosidade (Rq ou Sy); o valor médio de cinco rugosidades unitdrias medidas entre o ponto

mais baixo e o mais alto do perfil (R,); rugosidade méaxima (Rp;x); distdncia média entre
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sulcos (Sp); o valor da rugosidade média dos picos que estdo acima da drea de contato minima
do perfil (Rpi) € o valor da rugosidade média dos valores que estdo abaixo da drea de contato
do perfil (Ry).

De acordo com Wennerberg e Albrektsson in Elias, 2005 os implantes como usinados
possuem rugosidade entre 0,5 e 1,0mm; os implantes tratados com é&cido apresentam
rugosidade média entre 0,54 e 1,97mm; os jateados possuem valores de rugosidade variando
entre 0,84 e 2,12mm e os implantes com a superficie oxidada apresentam R, acima de
2,00mm. Além disso, implantes tratados superficialmente com acidos t€ém sua rugosidade
modificada e a superficie torna-se isotropica. Isto, j4 ndo ocorre com implantes tratados com
jateamento, no qual ha mudanga simultdnea na rugosidade e na energia superficial devido as
tensdes residuais compressivas.

A rugosidade estd associada a um importante fator que € a osseointegragdo, a qual pode
ser medida pelo torque de remocdo. Por isso, quanto mais adequada a rugosidade, maior € a
resisténcia a remocao do implante (Elias et al., 2005).

De acordo com Oshida e Lim (2001) a ligacdo de células as superficies de titanio
biocompativeis € um importante pardmetro na drea clinica de implante médico e
odontoldgico. Uma importante consideracdo reservada aos implantes tem sido a producao de
superficies que promovem respostas desejdveis nas células e tecidos em contato com o0s
implantes. Esses pesquisadores estudaram trés materiais de titanio (titAnio comercialmente
puro-Ticp; Ti6Al4V e TiNi), os quais foram tratados mecanicamente, quimicamente, mecano-
quimicamente e termicamente para formar superficies concavas com diversas rugosidades.
Usando quatro meios diferentes (dgua destilada; 1% de solucdo aquosa de NaCl; uma
suspensdo de neutréfilos humanos e uma suspensao de células de ligadas a osteoblastos MG-
63), foram medidos angulos de contato iniciais. Seis leituras (trés gotas de cada medida por
dois observadores) foram coletadas de cada material e para cada meio. A correlacdo de
coeficientes foi usada para comparagdes pelos grupos. Como resultado, observou-se que,
estatisticamente, o titdnio cp ndo obteve diferencas significativas nos angulos de contato entre
0s quatro meios; o angulo de contato aumentou linearmente com a rugosidade média, isto
quando os angulos foram maiores que 45° e, o angulo de contato diminuiu linearmente com a
rugosidade, quando os angulos foram menores que 45°.

A unido das células a superficie do titanio € uma considera¢do importante na drea clinica
odontoldgica. O principal fator dos responsaveis pelo desenho dos implantes € a producao de

superficies que promovem desejaveis respostas nas células e tecidos em contato com os
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implantes. Comportamentos celulares, tais como adesdo, mudang¢a morfoldgica, alteragdao
funcional e proliferacdo sdo extremamente afetadas pelas propriedades da superficie, como a
hidrofilicidade, rugosidade, carga, energia livre e morfologia. A resposta tecidual ao implante
dental pode envolver fatores tais como tamanho, forma, topografia da superficie e relativo
movimento interfacial, bem como fatores quimicos associados com a composicao e estrutura
do implante. O primeiro fator deve ser considerado como a compatibilidade morfoldgica. Os
segundo e terceiro fatores sdo bem documentados como compatibilidade mecanica e
compatibilidade bioldgica, respectivamente. Essas trés compatibilidades sdo exigidas para se
obter com sucesso um sistema de implante funcional.

As propriedades da superficie dos biomateriais atuam como papel fundamental no
processo de adesdo das células adjacentes. A adesdo celular e seu espalhamento no
biomaterial sdo, entre outros fatores, dependente da molhabilidade da superficie do material.
Medidas de molhabilidade do material, expressa pelo angulo de contato na presenca de
diferentes liquidos, é um indice de citocompatibilidade. A modificagdo da superficie do
titanio tem sido muito estudada a fim de melhorar a aposicdo dssea, adesdo tecidual e
migracdo de células osteoblasticas. Com a superficie quimica do titdnio modificada,
diferentes taxas de ligacdo celular foram observadas. Porém, respostas bioquimicas das
células em relacdo a outras propriedades superficiais, como espessura do 6xido, topografia da
superficie ou mudancas dindmicas podem ocorrer apds a implantagdao do implante.

Os biomateriais usados dentro do organismo devem entrar em contato com células
relacionadas aos tecidos. Por esta razdo, eles devem ser naturalmente inofensivos ao
organismo. Além disso, eles devem possuir um efeito bioldgico capaz de fornecer
circunstancias favoraveis as propriedades e fungdes das células no local do implante.

A superficie atua com um papel fundamental nas interacdes bioldgicas por quatro razoes.
Primeira, a superficie do biomaterial € a Unica parte em contato com o meio. Segundo, a
regido superficial do biomaterial é quase sempre diferente na morfologia e na composicao do
volume. Diferencas surgem do rearranjo molecular, reacdo de superficie e contaminagdo.
Terceiro, para biomateriais que nao liberam substancias toxicas, as caracteristicas da
superficie comandam a resposta bioldgica. Quarto, algumas propriedades superficiais como
topografia afetam a estabilidade mecanica da interface tecido-implante.

Portanto, os métodos de preparacdo de superficie de implante pode significativamente
afetar a resultante das propriedades da superficie e subseqiientemente as respostas bioldgicas

que ocorrem nessa superficie. Recentes pesquisas mostraram que o sucesso ou o fracasso de
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implantes odontolégicos podem ser relacionados nao somente as propriedades quimicas da
superficie do implante, mas também a natureza micro-morfolégica. Do ponto de vista “in
vitro”, a resposta de células e tecidos em superficies de implantes pode ser afetada
macroscopicamente pela topografia ou geometria da superficie, bem como pela superficie
morfoldgica ou rugosidade microscopicamente.

Essas caracteristicas afetam, incontestavelmente, a resposta de células e tecidos a vdrios
tipos de biomateriais. De todas as respostas celulares, considera-se a adesao celular a mais
importante reposta necessaria para o desenvolvimento de uma interface rigida osso-implante.

Macroscopicamente (rugosidade >10um), a rugosidade € influenciada pelas propriedades
mecanicas da interface osso-titanio, bloqueio mecanico da interface e a biocompatibilidade do
material. Microrugosidades superficiais promovem significativamente melhor aposicdo dssea
do que superficies lisas resultando em maior porcentagem de 0sso em contato com 0O
implante. Essas microrugosidades superficiais podem influenciar as propriedades mecanicas
da interface, a distribui¢do de tensdo e também o remodelamento 6sseo. Aumentando a drea
de contato e o bloqueio mecanico do osso em relacdo a superficie microrugosa, pode haver
diminui¢do de concentragao de tensdo resultando em reducao da reabsorcdo dssea.

Diversos estudos de implantes odontolégicos clinicos tém focalizado o sucesso dos
implantes enddsseos na variedade de caracteristicas superficiais. Na tentativa de melhorar a
quantidade e a qualidade da interface osso-implante, inimeras modificacdes na superficie dos
implantes foram realizadas. Para se obter compatibilidade morfolégica a superficie do
implante de titdnio necessita ser alterado. Essas superficies podem ser tratadas com métodos
aditivos (criando uma textura convexa na superficie), assim como no processo de “spray” de
plasma que aumenta a drea superficial. Elas também podem ser modificadas através de
métodos subtrativos (criando uma textura concava na superficie), assim como imersao em
acido, ataque 4cido, jateamento de particulas para alterar a textura, bem como aumentar a drea
superficial. O desenvolvimento e o uso dessas modificagdes na superficie t€ém sido baseados
na teoria de que a osseointegracdo satisfatoria pode ser obtida com o aumento da topografia e

da rugosidade da superficie do implante (LIM e OSHIDA, 2001).
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3.12.2 MOLHABILIDADE

A molhabilidade mede a energia das superficies através do angulo de contato de liquidos
com a superficie. Os valores do angulo de contato indicam se a superficie € hidrofilica ou
hidrofébica. Elias et al., (2005) observaram que as superficies oxidadas em contato com dgua
destilada ou solugdo salina sao mais hidrofilicas do que as superficies tratadas com 4cido ou
jateadas. Nos testes “in vitro” e “in vivo” foram observados que a drea da superficie de
titanio, onde ocorre o espalhamento de osteoblastos humanos, aumenta com a molhabilidade
da superficie (Georgi, Grinnel e Groth in Elias, 2005).

Outros estudos mostraram que quanto maior a molhabilidade da superficie maior é a
proliferacao de células, principalmente de osteoblastos. Além disso, os fibroblastos possuem
maior adesdo e espalhamento na superficie hidrofilica que na hidrofébica (Webb, Hlady e
Tresco in Elias, 2005).

Kamei e Mitsuhashi (2000) estudaram as superficies hidrofébicas e hidrofilicas de um
unico cristal de diéxido de titdnio em relacdo ao controle da molhabilidade de sua superficie
pelo tratamento mecanico-quimico. O controle da molhabilidade em uma superficie com
posicdes arbitrarias de superficies solidas € extremamente interessante no ponto de vista da
ciéncia e da tecnologia. Recentemente, foi descoberto que uma posi¢ao controlada com alta
velocidade de transic@o hidrofilica para hidrofébica era possivel em superficies de um tnico
cristal de anatdsio-TiO,, aplicando um novo método de “friccdo molhado”. Esse novo modelo
de tratamento de superficie mecanico-quimico proporcionou a troca da superficie hidrofilica
com angulo de contato de 3° para uma superficie com angulo de 80° durante 1 minuto, em
posicdes arbitrarias na superficie. Conseqiientemente, comportamentos hidrofébicos podem
ser realizados em superficies hidrofilicas.

O filme de anatdsio TiO, mostrou um angulo de contato de 81° antes da irradiacdo de UV.
Esta irradiac@o foi realizada utilizando uma lampada de 200W de Hg-Xe com fibra 6tica
associada e 20 min. de irradiacdo UV, que resultou em uma superficie homogénea hidrofilica
do filme. Duas goticulas de dgua foram difundidas no filme, ambas mostrando idénticos
angulos de contato de 3°.

A difusdo da dgua com angulo de contato de 3° e a goticula de dgua com angulo de
contato de 80° foram observadas lado-a-lado na mesma superficie. Isso foi previamente

avaliado ao periodo de armazenagem de duas a trés semanas no escuro, o qual era necessario
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para uma completa reconversdo de superficies de TiO, de hidrofilico para hidrofébico. Porém,
esse novo método “friccio molhado” fornece posi¢do controlada, bem como reconversao na
superficie hidrofébica. O angulo de contato inicial do filme era de 81°, durante 20 min. de
irradiagdo UV voltada para a superficie hidrofilica com angulo de contato de 3°.

A mudancga da superficie hidrofobica para hidrofilica no TiO; foi atribuida a formagao e
extingdo do grupo hidroxil da superficie. Precisamente, a irradiagdo UV causou reducdo de
fons Ti de Ti** para Ti’* e a producdo de vacancias de oxigénio nas superficies TiOs.
Subseqiiente adsor¢ao dissociativa de vapor de 4gua ambiente nessas vacancias de oxigénio
resultou na formacdo de um grupo hidroxil na superficie (transi¢cdo hidrofébica para
hidrofilica). A remocdo desses grupos hidroxis da superficie defeituosa de TiO, (transi¢dao
hidrofébica para hidrofilica) pode ser atribuida a reoxidacdo de TiO;" na superficie durante a
armazenagem no escuro. A forca mecanica usada no processo de “friccio molhado” foi em
torno de 5000 N/m?, muito forte para causar defeitos superficiais na superficie TiO,, a qual
pode facilitar a adsor¢do do grupo hidroxil.

O método de “friccdo molhado” apresenta potencial para desenvolvimento da nova
tecnologia. Através desse processo consegue-se o controlar localmente o angulo de contato da
dgua na superficie doTiO,.

Molhabilidade constitui-se o angulo de contato entre um liquido e um substrato. A
molhabilidade de uma superficie ¢ amplamente dependente da energia de superficie e
influencia o grau de contato com o meio fisiol6gico; aumentando a molhabilidade, aumenta a
interagdo entre a superficie do implante e o meio bioldgico.

A molhabilidade na superficie de biomateriais é avaliada para atuar sobre a ligacdo de
células. Essa ligacao celular no estdgio inicial € afetada pelas propriedades fisicas e quimicas,
incluindo a molhabilidade. Com isso, pode-se concluir que a ligagao celular ao material esta
intimamente relacionada a molhabilidade da sua superficie. Por essa razao que o foco do
desenvolvimento dos biomateriais tem encontrado meios de controle da molhabilidade da
superficie do material e a ligacdo com tecidos do local do implante. Portanto, com baixo
angulo de contato (maior a molhabilidade), a taxa de ligacdo celular serd alta, enquanto que
com menos ligacdo celular, o angulo de contato € alto e, conseqiientemente a molhabilidade
serda menor (LIM e OSHIDA, 2001).

Oshida e colaboradores investigaram as mudancas de angulos de contato em alguns
biomateriais pré-oxidados incluindo Titdnio comercialmente puro, Ti6Al4V, NiTi, Ni puro,

aco inoxidavel 316L e liga Co-Cr. Todos os materiais foram oxidados a 300°C por 30 minutos
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em puro oxigénio. Utilizando 1% de solucao NaCl, um método de gotejamento foi empregado
para medir os angulos de contato e, mudancas nestes em funcdo do tempo foram medidas.
Alteragdes nos angulos de contato em funcdo do tempo indicam que todos os materiais
testados podem ser classificados dentro de trés grupos; (i) baixo angulo de contato inicial com
baixa taxa de alteracdo para o Ni puro e a liga Ti6Al4V, (ii) alto angulo de contato inicial com
baixa taxa de alteracdo para o aco inoxidavel 316L e a liga Co-Cr e (iii) alto angulo de contato
com alta taxa de alteragdo para o Ti cp e NiTi. Com isso, pode-se dizer que a energia de
superficie, determinada pelas medidas de angulos de contato, estd relacionada a estrutura
cristalina do filme de 6xido da superficie.

O objetivo do trabalho de Lim e Oshida era elucidar a relagdo entre a superficie rugosa e
a medida de angulo de contato em diversas superficies de titdnio trabalhadas mecanica e
quimicamente. Além disso, esclarecer o efeito da molhabilidade dos materiais de titdnio em
culturas de células, com a molhabilidade sendo expressa pelos angulos de contato na amostra
através de quatro meios diferentes (dgua destilada, 1% de solucdo de cloreto de sédio, uma

suspensdo de neutr6filos humanos e uma suspensao de células MG-63 ligadas a osteoblastos).
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi dividido nas seguintes etapas:

1) Preparacdo da solucao Kokubo antecedida pela andlise bibliografica das diferentes
composi¢oes das solugdes propostas, inclusive a importancia da dgua Milli-Q obtida por
osmose reversa, praticamente isenta de fons metélicos que agiriam como agentes nucleantes
de precipitacdo. A pratica da preparacdo adequada desta solugdo tem-se mostrado de
fundamental relevancia.

2) Determinacdo da rugosidade e da molhabilidade das superficies antes da imersdo na
solugdo SBF. A rugosidade e a tens@o superficial tém forte influéncia na nucleagdo e no
crescimento dos cristais precipitados. A molhabilidade foi medida com &gua destilada
(controle) e solucao de fluido corpéreo simulado (SBF).

3) Imersdao das amostras de implantes de titdnio com a incorporagao de calcio, fosforo e
fldor na superficie. E importante a busca continua de informacdes sobre a influéncia e o
comportamento dos fons cdlcio e flior e do radical fosfato na superficie dos implantes
dentdrios, bem como, nas pastilhas e discos de titanio.

4) Caracterizagdo das superficies dos corpos de prova pela observacio no MEV, antes e
apos a imersdo na solu¢do Kokubo.

5) Caracterizagdo das amostras apds imersdo, precipitacdo e secagem, por Difracdo de

raios X e microanalise com EDS.

4.1 PREPARACAO DA SOLUCAO SBF

A solu¢ao SBF usada no presente trabalho foi a convencional, proposta por Kokubo, com
composi¢do quimica mostrada na TAB. 4.1 (KOKUBO e TAKADAMA, 2006), pois € a mais
utilizada segundo a literatura.

Os reagentes utilizados para a preparacdo da solucdo Kokubo foram adquiridos na
representante MERCK-Hexdgono Quimica e Equipamentos Ltda-Rio de Janeiro. A vidraria
usada para a producdo e armazenamento da soluc¢do, assim com o pHmetro de mesa e um

termOmetro para ser colocado em estufa foram obtidos da Elzividros- Rio de Janeiro.
TAB. 4.1-Quantidades e purezas dos reagentes para preparacio de 1000 ml de SBF. Kokubo e Takadama (2006)
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Reagentes | Quantidades | Pureza (%)

NaCl 8,055¢ 99,5
NaHCO; 0,355¢g 99,5
KCl 0,225¢g 99,5
K,P0O,.3H,0 0,231g 99,0
MgCl,.6H,0 0,311g 98,0

1,0M-HCI 39ml .
CaCl, 0,292¢ 95,0
Na;SO4 0,072¢g 99,0
Tris* 6,118¢g 99,0

1,0M-HCI 0-5ml .

* Hidroximetil aminometano

Antes da preparacdo da solu¢dao SBF, toda a vidraria utilizada foi lavada com detergente
Extran 5% v/v e rinsada com dgua Milli-Q. O detergente Extran foi adquirido na MERCK-
Hexédgono Quimica. Apds a pesagem dos reagentes mostrados na TAB. 4.1, em uma balanca
analitica com precisao de 0,0001g fez-se a dissolu¢ao dos reagentes em um litro de solugdo. A
dissolucdo foi realizada a temperatura de 37° C e com agitacdo moderada. A dgua usada em
todas as etapas do processo foi proveniente do sistema de filtros e osmose reversa Milli-Q.
Neste processo purifica-se a dgua até o grau ultrapura (praticamente “livre de fons”). E
importante o monitoramento do pH durante toda a dissolu¢do dos constituintes, evitando
assim precipitacdes prematuras. Um pHmetro calibrado foi usado. O pH até a dissolucdo do
sulfato de s6dio foi mantido em 1,25 e, ap6s a adi¢do lenta do reagente tris, o pH foi elevado
para 7,65. A seguir fez-se o gotejamento de HCI para ajustar o pH em 7.,4. O reagente (tris)
também foi adicionado para o ajuste do pH. Um importante indicativo do sucesso da
preparacao da solucdo Kokubo é a manutencdo da limpeza e auséncia de cristais ou
precipitados em suspensdo apds encubac¢do em estufa a 37°C. A solu¢do de SBF preparada foi
armazenada em frascos de polietileno previamente limpos, de acordo com o padrdo de
lavagem para todo o material e sua conservacdo foi feita em geladeira. Para testar o
desempenho da solu¢do, um cilindro de titdnio com a superficie tratada (por anodizacao) foi
mantido imerso em SBF a 37°C, durante 21 dias. Apds lavagem e secagem foi analisado no
MEV para verificar a ocorréncia de precipitacdo na sua superficie. Havendo precipitagao,

conclui-se que a solugdo preparada estd apta a ser usada, como mostrado na FIG. 4.1. A
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preparacdo da solucdo de SBF foi realizada no laboratério de ceramica do Centro Brasileiro

de Pesquisas Fisicas (CBPF-Rio de Janeiro).

IME L 1Bt

FIG. 4.1-Precipitado de SBF no cilindro de titanio anodizado.

4.2 PREPARACAO DAS SUPERFICIES DOS IMPLANTES E PASTILHAS DE TITANIO

Foram usados 48 implantes, que foram divididos em quatro grupos:
12 usinados sem tratamento da superficie (usinada);
12 com ataque acido convencional;
12 com tratamento de anodizagdo e
12 tratados com Fluor (NaF).

Foram usadas 30 pastilhas com 2,0mm de espessura: 6 unidades sem tratamento (usinada)
com a superficie semelhante ao implante dentdrio comercial (Conexdo Sistema e Proteses,
Sao Paulo); 9 tratadas com ataque 4cido (Conexao Sistema e Prétese); 9 com tratamento

obtido por anodizacido (Conexao Sistema e Protese) e 6 tratadas com NaF.

81



4.3 CARACTERIZACAO DA RUGOSIDADE, MORFOLOGIA E MOLHABILIDADE

Nesta etapa duas amostras de cada grupo foram analisadas no microscépio eletronico de
varredura, Jeol JSM-5800 LV (IME-Rio de Janeiro). A rugosidade foi determinada na lateral
das pastilhas, pois no centro existem marcas profundas das ferramentas de usinagem que
podem fornecer valores dos parametros da rugosidade sem significancia em relacdo ao corpo
dos implantes. O rugosimetro usado foi Perthometer Concept com apalpador mecanico de

capacidade de 50 um e apalpador a laser com capacidade de 250 um (UFF-Volta Redonda).

A rugosidade ou textura primdria pode ser definida como o conjunto de desvios ou
irregularidades na superficie do material. Os parametros determinados para a quantificacio da
rugosidade foram: Ra, Rq, Rz, Rmax, Rt, Rsz, Pt.

i) Ra representa a rugosidade média aritmética (um), cuja medida é a média aritmética
das dreas acima da linha média do perfil, dentro do percurso de medicao lp,.

i1) Rq € a rugosidade média quadrética, cuja medida é a média quadratica das dreas acima
da linha média do perfil, dentro do percurso de medi¢ao l,.

iii) Rz € a rugosidade média total, a qual compreende a média aritmética das alturas das
asperezas Zi medidas em cada comprimento amostral do perfil. Corresponde a média
aritmética dos 5 valores de rugosidade parcial, sendo que rugosidade parcial (Zi) é a soma dos
valores absolutos das ordenadas dos pontos de maior afastamento, acima e abaixo da linha
média, existentes dentro de um comprimento de amostragem (cutoff).

iv) Rmax € a rugosidade maxima, a qual € a altura maxima dos picos, ou 0 maior valor
das rugosidades parciais (Zi) encontrada dentro do comprimento de avalia¢do (I,).

v) Rt é a profundidade total da rugosidade, a qual corresponde a distancia vertical entre o
pico mais alto e o vale mais profundo dentro do comprimento de avaliagdo,
independentemente dos valores de rugosidade parcial.

vi) R3z € a rugosidade média do 3° pico e vale, define-se como a média aritmética dos
valores de rugosidade parcial (3Zi) correspondentes a cada um dos cinco médulos (cutoff).

vii) Pt € a fracdo de contato determinada na profundidade do vale, estd definida como a
porcentagem da 4rea de contato gerada pelo truncamento dos picos para uma certa
profundidade que também pode ser expressa em porcentagens considerando o valor de

percurso (1) como sendo 100%.
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Para determinar a molhabilidade das pastilhas e discos de titanio foi usado o gonidmetro
Ramé-Hart, Inc. modelo NRL A 100 (UFRJ-Rio de Janeiro). Fez-se o emprego de uma
seringa para liberar volumes iguais (2,0ul) do liquido na superficie das amostras. Determinou-
se o angulo de contato da dgua destilada e da solucdo SBF com as amostras. As pastilhas de
tithnio possuiam 2,0 mm de espessura. Foram determinadas trés medidas em cada amostra.

Foram calculados os desvios padrdes dos valores de angulos de contato encontrados.

4.4 IMERSAO EM SBF

Nesta fase as amostras foram imersas em solu¢do SBF. As amostras foram colocadas em
recipientes com tampas (tubos Falcon) contendo 30 ml de solugdo, em posicdes pré-
determinadas pela literatura (inclinadas e encostadas na parede do tubo), depois foram
fechados e colocados em banho-maria a temperatura de 37°C + 1°C, durante trés tempos. Um
grupo ficou imerso por 10 dias; o segundo permaneceu imerso por 20 dias e, o terceiro grupo
ficou por 30 dias. Esses procedimentos foram realizados no laboratério de biomateriais do
IME, com o equipamento da Quimis Q-215-1 de banho-maria para manter a temperatura
estdvel. Com os periodos de imersdo usados, houve a formacdo de um precipitado, o qual é
indicativo de beneficio para o crescimento 6sseo sobre as amostras com superficie bioativa,
isto €, formacdo de uma interface indutora de hidroxiapatita. Os dados obtidos foram

comparados com os da literatura.

4.5 ANALISE POR DIFRACAO DE RAIOS X E OBSERVACAO NO MEV

Apés a imersdao em solucdo SBF, os implantes e pastilhas foram caracterizados por
difracdo de raios X e analisados no MEV acoplado com microsonda EDS. As amostras
imersas durante 10 dias foram submetidas a difracdo de raio X na Companhia Siderdrgica
Nacional (CSN), em Volta Redonda, com o equipamento da Siemens-modelo D5000. As
amostras imersas em SBF durante 20 e 30 dias foram analisadas pela difracao de Raios-X no
CBPF (Rio de Janeiro) com o modelo X’Pert PRO-Panalytical. Os parametros utilizados para

a difracao foram: método de Bragg-Bretano; rotina de raio rasante (+ 1°); varredura de 20 a
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60°; passo de tempo de 1,0 segundo; anodo de cobre; voltagem de 40 kV; corrente de 30mA e
filtro de Niquel, na CSN e, no CBPF foram utilizados os mesmos parametros, exceto a
corrente que foi de 40mA, ndo havia filtro, mas sim um monocromador e a medida foi 0-260.
Com base nos difratogramas obtidos foi possivel qualificar a presenca de compostos e fases
que foram adsorvidos pelo titanio. Este resultado € extremamente relevante porque é
necessario conhecer a qualidade do precipitado formado para este induzir a formagdo 6ssea ao

redor do material implantado, garantindo assim o sucesso da osseointegragao.
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S RESULTADOS

5.1 RUGOSIDADE

O primeiro resultado obtido foi o de rugosidade realizado antes da imersdo das amostras
de pastilhas de titanio, em soluc¢do de SBF.

Mostra-se na FIG. 5.1 o perfil de rugosidade da superficie da pastilha. Na TAB. 5.1 s@o
mostrados os resultados obtidos na quantificagdo dos parametros de rugosidade determinados
nas amostras polida, com tratamento superficial com &4cido, com tratamento NaF e com a

superficie anodizada.

TAB. 5.1-Valores dos parametros de rugosidade e desvio padrdo calculado.

Parametros: Pastilhas Pastilhas com Pastilhas Pastilhas
(um) Usinadas Acido NaF Anodizadas
Ra 0,73 £0.03 1,03 £ 0,07 0,80 £ 0,03 0,83 £0,03
Rq 0,93 £ 0,04 1,32+ 0,10 1,06 + 0,05 1,09 + 0,06
Rz 4,63 + 0,37 6,45 £ 0,79 6,04 £ 0,56 5,18 £0,26
Rmax. 5,64 £ 0,94 9,27 + 2,48 7,13 £ 0,68 7,48 + 1,21
Rt 5,81 +£0,82 9,59 + 2,86 7,77 £ 0,87 7,53+ 1,14
Pt 6,73 + 0,50 19,79 £2,54 13,29 +£3,33 14,85 £ 1,14
Rsz 2,93 +£0,16 4,25+0,11 3,66 £0,16 3,25+0,14

Mostram-se na FIG. 5.1 os perfis das morfologias das amostras submetidas aos diferentes
tratamentos superficiais. Através das morfologias pode-se qualificar que os maiores niveis de
rugosidade, apresentadas acima na TAB. 5.1, s@o os correspondentes aos tratamentos com
acido e anodizacdo. Esta constatacdo pode ser comprovada pelos valores apresentados na
TAB. 5.1. Por outro lado, as amostras com o tratamento com NaF e a pastilha polida,
apresentaram niveis de rugosidade menores. Neste trabalho, esperava-se encontrar medidas de
rugosidade altas nas superficies anodizadas e inferiores nas amostras apenas polidas

(usinadas).
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FIG. 5.1-Perfis de rugosidade das amostras. A) Superficie usinada; B) Superficie com 4cido ; C) Superficie NaF
e D) Superficie anodizada.
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5.2 MOLHABILIDADE

Para caracterizar a molhabilidade das amostras determinou-se o angulo de contato das
superficies com dgua destilada e com a solugdo SBF das amostras polidas e submetidas aos
tratamentos superficiais com dcido, anodizado e com solu¢do NaF. Foram usadas amostras
das pastilhas antes da imersao na solu¢do SBF. Os resultados obtidos sdo mostrados na TAB.
5.2. De acordo com esses resultados verifica-se que as superficies com 4cido e tratadas com
solucdo NaF indicaram ser menos hidrofilicas que as amostras polidas e anodizadas, ou seja,
possuem menor molhabilidade. O contrdrio é observado nas amostras polidas e anodizadas,
onde ha baixo angulo de contato, alta molhabilidade. Dentre os valores encontrados usando a
solucdo SBF, a superficie com maior indice de molhabilidade foi a anodizada.

A maior molhabilidade da superficie Vulcano pode ser associada a presenca das

porosidades que absorveram liquido.

TAB. 5.2-Valores de dngulos de contato.
Pastilhas | Agua Destilada SBF
Usinada 91,6 £7.9 91,9+0,5

Acido 110,9 £2,0 102,2 £0,7
NaF 85,7 + 8,8 120,7+1,3
Anodizada | 72,6 £ 14,8 67,9+4,2

5.3 DIFRACAO DE RAIOX

Os resultados da difracdo de raio X dos discos de titanio foram separados em dois grupos.
O primeiro grupo compreende as amostras de titdnio que ndo foram imersas no SBF e o
segundo grupo é formado por pastilhas que foram imersas no SBF durante 20 e 30 dias. As
amostras possuiam as morfologias superficiais semelhantes aos implantes. As pastilhas
imersas por 10 dias ndo apresentaram indicios de depdsito idnico, por isso ndo foram

realizadas suas difracdes de raioX.
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Grupo 1-amostras ndo imersas em solucdo SBF (FIG. 5.3)

As amostras com superficies anodizada e com flior apresentaram fases significativas de
Rutilo (TiO;) e hidreto de titanio (TiH). Além disso, a superficie anodizada também
apresentou picos de nitreto de titanio (TiN) e 6xido de célcio (CaO). Esses resultados
favorecem a osseointegracdo independentemente da imersdo em solucdo SBF. Pois, existe a
presenca do Rutilo, principal 6xido de titanio que apresenta caracteristicas biocompativeis.
Por outro lado, a pastilha como usinada ndo apresentou qualquer fase diferente do que se
esperava. Através do difratograma verifica-se que a osseointegracdo deve ser mais lenta

devido a auséncia de fases bioativas.
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FIG. 5.3 - Difratograma das pastilhas de titdnio com tratamentos superficiais antes da imersdo em SBF.

88



Grupo 2-amostras imersas no SBF por 20 e 30 dias.

Nas FIG. 5.3.1 e FIG. 5.3.2 sdo mostrados os espectros de difracdo de raioX das amostras
tratadas com 4cido, flior e anodizada e as nao tratadas (usinadas) apds a imersao em solugao
SBF. Determinados picos que eram esperados nao foram identificados. Nao foi encontrado
nenhum vestigio de deposi¢do i0nica, principalmente, nas superficies das amostras tratadas
com &cido e com fldor imersas por 20 e 30 dias no fluido corpéreo simulado. Além disso, o
pico correspondente a 26=50°, aproximadamente, também nao foi determinado nas amostras
imersas por 20 e 30 dias em SBF. Deve-se enfatizar que a espessura da camada formada com
o tratamento superficial e com a suposta deposi¢do idnica é da ordem de micrometros, ou
seja, € muito fina, podendo assim ndo ser excitada pelo raio X.

Comparando os espectros, observa-se que nao existe diferenca significativa entre as fases
encontradas nos diversos tratamentos e entre as intensidades dos picos. Apenas na amostra
com tratamento de anodizagdo foi detectada a fase de anatdsio (TiO,). Na superficie polida
ndo se esperava encontrar nenhuma fase além do rutilo, no entanto foram detectadas outras
fases, como cloreto de magnésio (MgCl,) e 6xido de magnésio (MgO). A superficie que
apresentou maior nimero de fases de deposicdo ioOnica foi a com 4cido, com significativa
intensidade de MgCl,, MgO e NaOH (hidréxido de s6dio). Logo apds, aparecem a superficie

anodizada com a fase anatdsio e a amostra com fldor.
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FIG. 5.3.1-Difratograma das pastilhas de titanio com tratamentos superficiais e imersas por 20 dias em soluc¢do
SBF.
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5.4 ANALISE NO MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA

Na FIG. 5.4 encontram-se as morfologias das superficies como recebidas de implantes e
pastilhas.

A)

FIG. 5.4 — Morfologia das superficies como recebidas de : A) Implante usinado; B) Implante anodizado; C)
Pastilha tratada com acido e D) Pastilha anodizada.

A) Primeiramente, utilizaram-se implantes comerciais sem tratamento superficial (usinada) e
com tratados com dcido, anodizacdo e implantes ndo comerciais tratados com fldor. Esses
implantes foram observados no MEV (FIG. 5.4.1), acoplado a microsonda EDS, apés a
imersao por 10, 20 e 30 dias em SBF.

Niao foi possivel identificar na superficie dos implantes a presenca significativa de
precipitados apds a imersdao em solu¢do SBF, exceto na superficie anodizada imersa por 20
dias em SBF. Nesta superficie, houve elevada concentracido de precipitados, inclusive com a

morfologia de cristais, como observado na FIG. 5.4.1 G.
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FIG. 5.4.1-Morfologia das superficies dos implantes de titdnio com tratamentos superficiais: A) Usinado 10 dias
imerso em SBF (aumento 5000x); B) Acido 10 dias imerso em SBF (aumento 2000x); C) NaF 10 dias imerso
em SBF (aumento 4000x); D) Anodizado 10 dias imerso em SBF (aumento 2000x); E) NaF 20 dias imerso em
SBF (aumento 2000x); F) Anodizado 20 dias imerso em SBF (aumento 1000x); G) Anodizado 20 dias imerso
em SBF (aumento 1000x) e H) Acido 30 dias imerso em SBF (aumento 1000x) .
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B) Na segunda etapa, foram analisadas pastilhas submetidas aos mesmos tratamentos
superficiais dos implantes e usinadas. As amostras foram imersas em SBF. As pastilhas
analisadas por difracdo de raioX ndo foram as mesmas observadas no MEV. Mostra-se na
FIG. 5.4.2 as morfologias das superficies das pastilhas imersas em SBF durante diferentes
tempos. Observa-se baixa deposicao nas superficies tratadas com fldor, 4cido e anodizadas
apo6s a imersdo por 10 dias em SBF e na superficie NaF imersa por 20 dias. Por outro lado, as
amostras com superficies dcidas e anodizadas imersas por 30 dias apresentaram significativa
deposicdo de fons. Na FIG. 5.4.3 encontram-se os resultados do EDS realizado nas pastilhas
anodizadas imersas por 10 e 30 dias em solu¢do SBF. Na amostra imersa por 10 dias observa-
se elevada quantidade de oxigénio, fosforo e cdlcio, o que pode ser atribuida ao tratamento
superficial previamente realizado, ja que ndo ocorreu precipitagdo significativa. A auséncia de
oxigénio e fosforo e a presenca de célcio na pastilha imersa por 30 dias, podem comprovar o

depdsito de fons na superficie dessa amostra.
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FIG. 5.4.2 - Morfologia das superficies das pastilhas de titdnio com tratamentos superficiais: A) NaF 10 dias
imersa em SBF (aumento 1000 x); B) Acido 10 dias imersa em SBF (aumento 1000 x); C) Anodizado 10 dias
imersa em SBF (aumento 1000 x); D) NaF 20 dias imersa em SBF (aumento 1000 x); E) Acido 30 dias imersa
em SBF (aumento 3000 x) e F) Anodizado 30 dias imersa em SBF (aumento 3000 x).
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6 DISCUSSAO

Comparando-se os dados das TAB. 6.1 e TAB. 6.2 referentes aos resultados deste trabalho
e de outro mencionado na revisao bibliografica (ELIAS et al., 2004), pode-se observar que,
enquanto os resultados apresentados na TAB. 6.2 referentes as superficies tratadas com acido
mostraram uma maior homogeneidade e menor nivel de rugosidade e, as superficies tratadas
por anodizagdo apresentaram maior rugosidade, o contrario foi observado no presente
trabalho. As amostras com tratamento superficial com 4cido mostraram menor
homogeneidade e maior rugosidade e, as superficies tratadas por anodizacdo nao
apresentaram uma significativa homogeneidade e rugosidade (TAB. 6.1). Essa diferenca nos
resultados das amostras com acido deste trabalho e ataque dcido é devido as diferencas nos
acidos utilizados, na concentracdo desses acidos e nos tempos usados para cada tratamento
superficial. Enquanto, no estudo de Elias et al. (2004), os acidos escolhidos para realizar o
tratamento da superficie da amostra foi HNO3 + HCI, neste trabalho o tratamento com é4cido
recebeu os seguintes: HNO3; + HF + H,SOy .

A andlise dos parametros de rugosidade foi enfocada no valor de Rz, o qual € considerado
o mais relavnte por estar representando a rugosidade média (Ra) e quadritica (Rq). As
elevadas medidas de rugosidade encontradas nas pastilhas com 4cido facilitam as aderéncias
dos fons dissolvidos na solu¢do SBF sobre a superficie da amostra e, principalmente de
fibronectina. Atualmente, o valor de Ra das amostras de implantes comerciais apds os
tratamentos com dcidos varia de 0,5 a Ium. Quanto ao tratamento de anodizagao observam-se
valores de rugosidade muito semelhantes entre os estudos de Elias e este. Os valores da
rugosidade obtidos com o tratamento de anodizagdo, associados a presenca de célcio e fésforo
na superficie facilitam a osseointegracdo do titanio. A significativa quantidade de célcio e
fosforo foi comprovada no EDS mostrado na FIG. 5.4.3 Assim como, encontrado nos estudos
de Serro e Saramago (2003), na FIG. 3.4.5.1 Além disso, pode-se verificar que as amostras
que ndo receberam qualquer tratamento (usinadas) tiveram os valores de rugosidades

aritmética e quadratica menores comparados aos outros tratamentos.
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TAB. 6.1-ParAmetros de rugosidade.

Rugosidade (um) | Usinado Acido NaF Anodizado
Ra 0,73 +0,03 | 1,03 £0,07 | 0,80 +0,03 | 0,83 + 0,03
Rq 0,93+0,04 | 1,32+0,10 | 1,06 £ 0,05 | 1,09 + 0,06
Rz 4,63+0,37 | 6,45+0,79 | 6,04 £0,56 | 5,18 +£0,26

TAB. 6.2-Pardmetros de rugosidade.

Rugosidade (um) | Usinado | Ataque Acido | Jateamento | Eletroquimico
Ra 0,65+0,11| 0,51+0,03 |0,75+0,05| 0,87+0,14
Rq 0,81+0,17| 0,71+0,05 ]0,98+0,08| 1,12+0,18
Rz 6,09+0,37| 509+0,26 |555+031| 5,14+0,69
ELIAS et al., 2004

O comportamento dessas amostras pode ser comprovado através das andlises dos perfis
de rugosidade mostrados nas FIG. 6.1 e FIG. 6.2 e com a anélise das micrografias obtidas no
pelo microscopio eletronico de varredura. Na FIG. 5.4.2 E e F € possivel observar que as
morfologias das superficies das pastilhas tratadas com 4cido e oxidadas imersas por 30 dias
em SBF apresentaram depdsitos. Na FIG. 3.11.4, segundo Lee et al. (2006), as andlises de
EDS sugerem que os precipitados sdo compostos ricos em célcio. Por outro lado, as amostras
imersas por 10 dias (B e C) ndo revelaram a presenga desses precipitados da mesma forma

ocorrendo no estudo de Serro e Saramago (2003) conforme mostrado na FIG. 3.4.5.
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FIG. 6.1-Perfil da rugosidade das amostras analisadas.
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FIG. 6.2-Perfil da superficie de discos de titinio. A) Usinado, B) Ataque Acido, C) Jateada e com ataque 4cido e
D) Apés tratamento eletroquimico. Elias et al., 2004

De acordo com a FIG. 3.11.4 pode-se observar uma significativa semelhanca entre os
resultados encontrados naquele estudo e neste trabalho em relacio as micrografias e os perfis
da superficie anodizada e imersa por 30 dias em SBF. As particulas precipitadas da FIG.
3.11.4 possuem morfologia muito similar a encontrada neste trabalho, como observado na
FIG. 5.4.1B. Além disso, as imagens de MEV, na FIG. 3.11.3a mostraram que amostras
imersas em SBF por 20 dias e apds ataque acido também apresentaram morfologias
semelhantes as verificadas neste trabalho, como visto na FIG. 5.4.2E. Assim como observado
na FIG. 3.11.3c, onde nota-se uma similaridade com a FIG. 5.4.2F.

Com relagdao a molhabilidade pode-se observar que os dngulos de contato das amostras
analisadas com &4gua destilada tiveram valores maiores do que os obtidos em trabalhos
anteriores (Elias et al. 2005). As TAB. 5.2 e TAB.6.3 mostram os valores encontrados neste
trabalho e em trabalho anteriormente citado, respectivamente. Comparando os valores de
molhabilidade (TAB. 5.2) das superficies tratadas com &cido, com flior, anodizadas e nao
tratadas verifica-se que as superficies tratadas com fldor e d4cido sdo menos hidrofilicas que as
superficies ndo tratadas e as anodizadas, as quais possuem baixos angulos de contato. O
mesmo ocorrendo com as medidas de angulos de contato usando a solu¢ao SBF como liquido.

No entanto, de acordo com o estudo de Elias et al. (2005), pode-se observar que as
superficies oxidadas em contato com dgua destilada ou solugdo salina sdo mais hidrofilicas do
que as superficies tratadas com 4cido ou jateada (TAB. 6.3). Ao comparar as duas Tabelas
percebe-se que nao ocorre uma uniformidade nos valores, principalmente nos obtidos pelas
superficies anodizadas. A diferenga no comportamento passa a ser menor quando analisadas

as medidas do angulo de contato da superficie com sangue humano.
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TAB. 6.3-Valores de angulos de contato.
Superficies | Agua Destilada NaCl DMSO Sangue
Acido 71,013 68,7+25(444+1,6|61,6+0,7
Jateamento 65,0+43 52,5+2,6|34,0+09 | 61,8+0,1
Oxidacao 36,7 +3,7 38,3+£2,1 (253+1,3]556=+0,3

Elias et al., 2005

As pastilhas de titdnio com tratamentos superficiais e usinadas foram submetidas a
difracdao de raio X. Os resultados mostraram que apenas a superficie anodizada apresentou
anatdsio (TiO;) em um dos picos. No estudo de Sul et al. (2005), utilizando implante oxidado
em dcido acético e outro implante oxidado em uma mistura eletrolitica contendo ions de
magnésio (MgTiO), observou-se a presenga das fases de anatasio e de rutilo, como mostrado
FIG. 6.3. No ensaio de difracdo de baixo angulo, Sul e colaboradores utilizaram o
difratometro X’Pert PRO-MRD, Philips Ltda., Holanda, com intervalo de 0,02° e medidas
entre 20° e 60°, usando fonte de radiacio de Cu-Ka, aceleracdo de voltagem de 35kV e
corrente de 25mA. O equipamento usado e as condi¢des de ensaio foram semelhantes ao do

presente trabalho.

R MgTiO implant

Ti

R A R

TiO implant

I
Ao

10 30 40 50 60

FIG. 6.3-Difratograma da superficie dos implantes tratados com 4cido acético (TiO) e tratado com
solucdo contendo magnésio (MgTiO). A=fase anatdsio e R=fase rutilo. Sul et al., 2005.

Segundo Lee et al. (2006), o espectro de difracao de raioX mostrou picos relativos as
fases de anatasio e do substrato de titdnio (FIG. 3.11.2). O filme anddico formado em mistura

de H,SO4/H3PO, apresenta a reducdo gradativa dos picos de difracdo de anatésio e do titdnio
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com concentragdo de 4cido fosforico. A fase de anatdsio também pode ser observada neste
trabalho, conforme as Figs. 5.3.2 ¢ 5.3.3.

Ao se observar os difratogramas (FIG. 5.3.2) das pastilhas imersas em SBF, pode-se
verificar a presenga constante das fases de MgO, MgCl, e NaOH nas amostras tratadas e
usinada. Com isso, comprova-se que houve deposi¢do idnica na superficie dessas amostras
apos a imersdo em SBF.

Os espectros de difragdao de raio X obtidos no presente trabalho foram realizados com o
objetivo de verificar a adsorcdo ou deposicdo de fons nas superficies de titanio tratadas de
diferentes formas (usinada, com 4acido, fldor e anodizada). Mesmo sendo a camada de
deposicdo extremamente fina, esperava-se encontrar alguma fase, exceto nas pastilhas
usinadas, as quais nao possuem rugosidade capaz de facilitar a aderéncia dos fons da solugao.

Em relagcdo as micrografias, pode-se afirmar que houve uma semelhanca significativa
entre as morfologias encontradas neste trabalho e nos estudos apresentados na revisao
bibliogréfica, principalmente naquelas referentes aos tratamentos de anodiza¢do e com acido
imersos por 20 e 30 dias em solucdo SBF. J4, em relacdo aos resultados das morfologias de
amostras imersas por 10 dias em SBF, foi encontrada pequena semelhanca com resultados da
literatura, pois neste trabalho nao houve significativa presenca de precipitados na superficie
dos implantes e das pastilhas. O contrdrio pode ser verificado no estudo de Takemoto e cols.,
onde observa-se a formacdo de apatita no implante de Ti apds imersdao em SBF por 3 dias
(FIG. 3.7C). Da mesma forma, no estudo de Yang e cols. encontram-se indicios de

precipitacdo na superficie de amostras de Ti imersas por 6 dias em SBF (FIG. 3.8.2).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente pode-se concluir:

a) Entre os trés tratamentos superficiais estudados e da amostra ndo tratada, as
superficies com melhor resultado de deposicao de fons da solu¢ao SBF foram a anodizada e a
com acido;

b) Apesar dos tempos de imersdo (10, 20 e 30 dias) terem sido relativamente baixos,
obteve-se um resultado significativamente positivo no que se refere aos tratamentos de
anodizacgdo, com dcido e com NaF, as quais apresentaram indicios de deposi¢do de fons apds
a imersdo em SBF;

¢) Os resultados das amostras imersas por 10 dias em solu¢do SBF ndo foram positivos
no que se refere a presenca de precipitados;

d) Faz-se necessdria a busca de outros métodos, como de XPS, para se comprovar a
qualidade do precipitado encontrado na superficie das amostras imersas em SBF.

e) Nao se pdde determinar todos os picos apresentados na difracio de raioX das pastilhas
imersas por 20 e 30 dias em SBF. Além disso, as pastilhas imersas por 10 dias ndo
apresentaram indicios de depdsito idnico, por isso ndo foi realizada a difra¢do de raioX, ja que

¢ semelhante aos resultados encontrados nas pastilhas nao imersas.
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