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RESUMO

Ti e suas ligas sao materiais metalicos que apresentam um completo sucesso quando
usados em meio bioldgico. Estes materiais sdo amplamente usados em implantes Osseos
devido as suas aplicagdes clinicas apropriadas. Estabilidade biomecanica e bioquimica,
biocompatibilidade ¢ uma eficiente osseointegracdo sio os principais requisitos para

selecionar um biomaterial para implantes cirargicos dentdrios ou ortopédicos.

Para melhorar a integracdo tecido+osso, varias técnicas tem sido usadas para aumentar a
rugosidade e a bioatividade da superficie de titdnio. Caracteristicas topograficas num intervalo
de micrometros a nandmetros e recobrimentos de fosfatos de calcio sdo relevantes nas

respostas biologicas.

Neste trabalho, novas modificagdes superficiais em Ti para implantes sdo desenvolvidas
e testadas. As modificagdes em Ti foram produzidas por corrosdo por pites, anodizagdo,
deposicdo quimica de fosfatos de céalcio e a combinagdo desses processos. Células-Tronco
Mesenquimais foram cultivadas sobre os substratos para avaliar a qualidade das modificagdes
superficiais propostas para os implantes protéticos. Analises biologicas e andlise de MEV
foram feitas para caracterizar os nano € microporos nas superficies, bem como a cultura de

células-tronco sobre os substratos modificados superficialmente.

Adicionalmente, superficies de titanio pré-polarizadas sob condigdes potenciostaticas
foram investigadas por MEV. O propdsito deste trabalho de pesquisa foi estudar os efeitos da

composicao do eletrolito na caracteristica microestrutural e no alinhamento de TiOs.
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ABSTRACT

Ti and its alloys are metals that show a complete success when used in biological
environment. These metals are widely used in bone implants due to their appropriated clinical
applications. Biomechanical and biochemical stability, biocompatibility and an efficient
osseointegration are the principal requisites to select a biomaterial for using in orthopedics

and dentals surgicals implants.

To improve bone-tissue integration, various techniques have been used as to increase
the roughness and bioactivity of titanium surfaces. Topographic features on implants ranging
from micrometers to nanometers and calcium-phosphate coatings are relevant to the

biological response.

In this work, new surface modifications on Ti for prosthetic implants were developed
and tested. Surface treatments of pure Ti were produced by pitting, anodization, chemical
deposition of Ca-phosphates and the combination of these processes. Mesenchymal Stem
Cells were cultured on the Ti substrates to evaluate the quality of the proposed surfaces
modifications for prosthetic implants. Biological analysis and MEV analysis were carried out
to characterize the nano and micropores on the surfaces as well as the growth and

modification of stem cells.

Additionally, titanium surfaces previously polarized under potenciostatic conditions
were investigated by SEM. The aim of this research work was to study the effects of

electrolyte composition on microstructural feature and vertical alignment of TiO,.
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1.0 INTRODUCAO

Ainda que o método de implantes osseointegraveis ja tenha sido consagrado como
uma possibilidade para a restauracdo das perdas dentais, a eventual confirmagdo de que
determinadas superficies melhoram o contato 6sseo, quando em fung¢do, podera certamente
contribuir para a otimiza¢do do procedimento. O desenvolvimento de biomateriais, no que se
refere a biocompatibilidade e a biofuncionalidade, se mostra fundamentalmente importante

na melhoria da qualidade de vida, em virtude do aumento da expectativa de vida.

O valor tecnoldgico-metalirgico do titdnio (Ti), como biomaterial, se deve as suas
propriedades mecanicas, tais como: baixo médulo de elasticidade, alta resisténcia mecanica e
conformabilidade, baixa densidade, alta resisténcia a corrosdo e boa estabilidade quimica e
termodinamica da camada de 6xido passivo de TiO,. Além disso, caracteristicas como a
biocompatibilidade, a biofuncionalidade e a 6tima capacidade de osseointegracdo do Ti

contribuem sinergeticamente.

Por suas caracteristicas apropriadas, superficies de Ti tornam-se alvo de muitos
estudos na area médica (ou cirirgica), uma vez que a resposta quimica e celular dos tecidos
em torno do implante esta fortemente ligada as condigdes superficiais deste. Devido as
propriedades superficiais de 6xido nativo, o Ti possui a habilidade de formar uma forte
ligacdo com o osso. No caso de Ti para implantes dentdrios, essa superficie deve ser

adequada, a fim de garantir uma excelente fixacdo quimica e fisica com o dente.

A modificagdo superficial, por meio de técnicas eletroquimicas, tem sido objeto de
muitos estudos na bioengenharia, pois orificios micrométricos produzidos pela corrosdao
eletroquimica por pites, topografias tridimensionais e poros micrométricos produzidos pela
anodizacdo apds centelhamento ou nanotubular e modificagdes quimicas proporcionadas por
esses tratamentos, podem aperfeigoar a qualidade superficial do implante. Tais modificagdes
sdo capazes de aprimorar a ligacdo fisica e quimica, através do aumento da adesdo com o
tecido 6sseo, além de diminuirem o tempo da osseointegracao, pela rapida indugdo dssea para

o interior do implante.



Camadas bioativas que recobrem superficies metalicas t€ém sido intensivamente
investigadas em razao de seu superior potencial de biocompatibilidade e de osseointegragao.
A deposi¢do de uma fina camada de fosfatos de calcio, sobre a superficie de um implante
modificada eletroquimicamente ¢ capaz de aumentar a fixacdo do tecido ésseo natural e
melhorar o tempo de vida do processo osteocondutivo. Outro beneficio ressaltado pela
camada bioativa sobre uma camada porosa ¢ a capacidade de oferecer um fechamento total
ou parcial desses poros, que podem eventualmente ocluir fAirmacos, e ajudar na ativagio, no

sentido e na taxa de liberacao dos medicamentos.

A cultura de Células-Tronco Mesenquimais in Vvitro sobre as superficies do Ti
modificadas eletroquimicamente pode ajudar na avaliagdo das técnicas aplicadas. A
biocompatibilidade das modificagcdes superficiais pode influenciar na qualidade da cultura
celular, pois, dependendo da caracteristica fisico-quimica resultante, a modificag¢do superficial
¢ capaz de, provavelmente, proporcionar uma melhor adesdo e maior proliferacdo dessas

células, através do desenvolvimento de extensdes citoplasmaticas e de filépodes.

O trabalho tem aplicacdo na area da bioengenharia; na area clinica da odontologia,
medicina e veterindria e na area farmacéutica. O desenvolvimento de superficies pertinentes a
producdo de implantes dentarios, a oclusdo de medicamentos e a eventual cultura de Células-
Tronco Mesenquimais podem ser tratamentos de exceléncia no processo de implantagdo in

Vivo.



2.0

OBJETIVOS

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de obter diferentes superficies em chapas

de titdnio comercialmente puro (Ti Cp), de tamanhos pré-definidos, compativeis com

provaveis testes in vivo. O desafio proposto foi produzir varias condig¢des superficiais, que

estudadas sozinhas ou somadas, proporcionem alguns requisitos basicos de um primoroso

implante, tais como: biocompatibilidade, bioatividade, biofuncionalidade e osseointegragao.

O objetivo das modificagdes quimicas e eletroquimicas e posterior cultura de Células-Tronco

Mesenquimais sdo:

Produzir superficies porosas com tamanho de orificios micrométricos, proporcionais aos

necessarios para formacao 6ssea no interior do implante.

Produzir superficies com rugosidade nanotopografica para proporcionar a adesdo fisica

com 0 0SS0.
Produzir superficies nanoporosas que possam servir de reservatério para farmacos.

Produzir superficies bioativas para proporcionar a adesdo quimica com o 0sso e acelerar

o tempo de osseointegracao.
Proporcionar o fechamento total ou parcial dos poros nanométricos.
Caracterizar morfologicamente as modificagdes superficiais propostas.

Produzir superficies modificadas quimicamente, que sejam biocompativeis com a

cultura de Células-Tronco Mesenquimais.

Qualificar a cultura de Células-Tronco Mesenquimais e assim, avaliar as modifica¢des

superficiais propostas.

Em um segundo momento, amostras de Ti Cp previamente tratadas eletroquimicamente

foram analisadas microscopicamente. O objetivo deste estudo foi:

Caracterizar morfologicamente as modificagdes superficiais propostas.

Avaliar a influéncia das condi¢des do eletrolito no resultado morfolédgico final.



3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

O desenvolvimento de biomateriais tem se tornado cada vez mais importante na
medicina e na odontologia. Biomateriais sdo dispositivos que, de modo continuo ou
intermitente, entram em contato com fluidos corpéreos, mesmo que estejam localizados fora
do corpo (PARK, 1979). O material implantado deve ser compativel biologicamente para que
a relacdo biomaterial+hospedeiro ndo desencadeie reacdes adversas ou incontroldveis no

sistema biologico (SCHROEDER, 1994).

Ao selecionar biomateriais para serem usados como implantes, muitos aspectos devem
ser levados em conta e, dependendo da aplicacdo, uma ou mais propriedades serdo fatores de
decisdo na escolha do material. Segundo Mears (1977), quando implantados no corpo
humano, todos os materiais estdo sob dissolucao quimica e eletroquimica e podem se alterar

consideravelmente com o tempo.

Na odontologia os metais sdo aplicados nas obturagdes e nas estruturas corretivas,
ficando em permanente contato com a saliva e, ocasionalmente, com alimentos ¢ agentes de
limpeza. A corrosdo ¢ uma das reagdes que um metal sofre em meio bioloégico. No entanto,
deve-se também levar em conta a resposta biolégica a um implante metdlico, o que pode
ocasionar a rejeicdo do implante. O emprego dos metais nesse campo € critico e seu

comportamento ante a corrosdo faz com que seja altamente técnica sua especificagao.

O titanio (T1) € um dos metais que vem atendendo a essas solicitagdes e devido a isso,
muito se tem estudado sobre a resposta bioldgica ao Ti no local de sua implantagdo. A
finalidade ¢ definir com maior precisdo suas propriedades interfaciais, conhecendo o que
ocorre na interface entre o metal e o tecido. Algumas caracteristicas como a morfologia, a
geometria da superficie, a imposicdo de forcas estaticas ou dindmicas nos tecidos e a
resisténcia ao desgaste, podem limitar as fungdes promovidas pelos implantes,

comprometendo o seu desempenho.



32 Titanio (T1)

O titanio (Ti1) e suas ligas sdo materiais promissores, pois possuem potencial de
aplicacdo nas engenharias e numa ampla gama de diversos ramos da industria. Por ser
considerado fisiologicamente inerte, o metal ¢ utilizado na engenharia biomédica, em

implantes dentarios, proteses Osseas e em equipamentos cirtirgicos. (McQUILLAN, 1956).

3.2.1 Propriedades do Ti

O Ti ¢ dotado de alta resisténcia mecanica, que confere a esse metal uma alta
resisténcia a fadiga (DONACHIE, 1989). O seu ponto de fusdo ¢ relativamente alto, fazendo
com que ele seja usado como um metal refratario. Outras propriedades relevantes sdo: a baixa

condutividade térmica e a alta condutividade elétrica.

O Ti no seu estado puro, em um ambiente livre de oxigénio, ¢ ductil e facil de
trabalhar, no entanto, quando exposto ao ar, forma-se uma camada passiva de 6xido, que torna
o metal dificil de trabalhar. Esse 0xido lhe confere uma elevada resisténcia a corrosio, além
de ser quimicamente estavel, possuir alta tolerancia a determinados acidos e manter suas

caracteristicas inalteradas com o tempo.

Devido ao sinergismo de suas propriedades, o Ti e suas ligas sdo muito bem aceitos
em aplica¢des biomédicas. Caracteristicas como biocompatibilidade, leveza e alta resisténcia
a corrosdo, conduziram esses metais a uma larga e diversificada gama de aplicagdes bem
sucedidas na d4rea cirurgica. Afora isso, o Ti ¢ ndo magnético e ndo oferece,
consequentemente, ameag¢a alguma de danos aos pequenos dispositivos eletronicos
implantados. A disponibilidade das diversas classes de ligas de Ti permite aos especialistas

selecionar os materiais conforme as necessidades da aplicagdo.



3.2..2 Ti como um Biomaterial

Investigacdes no campo das respostas teciduais sugeriram uma adaptagdo atualizada
do conceito de material bioinerte. Na realidade, nenhum material biocompativel ¢
absolutamente inerte ao corpo humano, ja que todos provocam reagdes adversas nos sistemas
biologicos (WILLIAMS, 1987). Contudo, o Ti ndo provoca qualquer reacdo adversa, sendo
tolerado pelo corpo humano. A auséncia de reagdes alérgicas e imunogénicas também

auxiliam na biocompatibilidade do Ti.

Apbs a colocagdo do implante ocorre um processo de resposta tecidual (cicatrizagdo),
gerando uma grande mudanga na estrutura quimica, fisioldgica € mecanica em torno da regiao
implantada do corpo humano. O Ti estimula a formagao e o crescimento de um novo 0sso em
torno do implante e permite que o 0sso cresga, até que todos os espagos entre 0sso € implante

sejam preenchidos, sendo, portanto, adequado o seu uso.

O Ti e suas ligas oferecem um extenso dominio de propriedades mecanicas e suas
aplicagdes em implantes cirtrgicos sao amplas. A liga Ti-6Al-4V apresenta melhores
propriedades mecanicas, em relagdo ao metal puro, e seu uso ¢ preferencialmente indicado em
situacdes onde as tensdes sdo maiores, como os implantes em tecidos duros (quadris, juntas de
joelho, fémures, etc.) (WILLIAMS, 1972). J& o metal puro ¢é preferencialmente usado em
tecidos moles (implantes dentdrios), pois preenche os requisitos mecanicos necessarios e gera

uma fixa¢do mais rigida.

Nos Estados Unidos da América a producdo comercial do Ti ¢ controlada pela
American Society for Testing and Materials (ASTM). A ASTM estabelece normas e
especificagdes padrao que cobrem requisitos quimicos, mecanicos e metalurgicos para os
quatro graus do Ti Cp, utilizados na fabricagdo de implantes (LEMONS, 2000). A designacao
ASTM F-67, grau 2 obedece a um rigoroso controle da composi¢do quimica do Ti Cp, que

confere uma alta pureza e superior propriedade mecanica desejadas na confeccao do implante.

O Ti e suas ligas apresentam modulos de elasticidade proximos ao modulo de
elasticidade do osso, oferecendo uma menor probabilidade de movimento relativo na interface
tecido-implante. Havendo uma maior deformagao elastica no implante, uma maior pressao ¢
transferida ao osso, estimulando, assim, a formagdo de um novo osso. No entanto, por ser um
elemento ndo essencial ao corpo humano, sua presenca em excesso pode gerar reagdes

toxicoldgicas ou cancerigenas (SILVA, 1992).



O sucesso dos implantes de Ti deve-se principalmente a sua estabilidade biologica e
quimica. A sua superior resisténcia a corrosdo ¢ atribuida a uma fina camada de 6xido TiO;
que se forma naturalmente na superficie do metal quando exposto ao ar ou umidade em
temperatura ambiente. Na maioria dos meios aquosos o 6xido que se forma ¢ tipicamente

Ti0,, entretanto, pode ocorrer uma mistura de outros 6xidos como o Ti,O; e o TiO.

Esse filme oxido ¢ estdvel, continuo e altamente aderente na superficie do metal.
Segundo Schreckenbach et al. (1999), esta camada protetora de 6xido de espessura de 4-10nm
e confere ao Ti uma excelente biocompatibilidade. E com esse 6xido superficial que o tecido
0sseo apresenta-se em contato direto, levando a crer que as propriedades desses 6xidos podem

explicar a boa resposta biologica dos implantes de Ti (KUROMOTO, 2007).

Através de cortes histologicos, Kasemo (1983), observou, em condigdes in vivo, a
interagdo entre o 6xido estavel de TiO,, em implantes de Ti e os fluidos corpdreos, com ions
dissolvidos e biomoléculas (proteinas). O o6xido TiO, ¢ resistente aos acidos cloridrico e
sulfurico diluido, a maioria dos 4cidos organicos e aos gases e solugdes contendo cloro.
Donachie (1989) afirmou que, em geral, os fluidos corpdreos sao sais cloridricos (solucao de
0,9% NaCl) com pH 7,4 até pH na faixa acida, onde se encontram os acidos organicos e
outros componentes. Nessa faixa de pH, o Ti ¢ completamente imune, isto ¢, ndo ¢ susceptivel
a corrosdo. Ja em solugdes neutras, o Ti praticamente ndo sofre corrosdo, especialmente

naquelas contendo ions cloreto, que ataca a maioria das ligas.

Kasemo (1983) afirma que o processo de corrosdo do titdnio existe, apesar de pouco
intenso. Esse processo ¢ aparentemente muito lento, devido a estabilidade da camada de
oxido. No processo, ocorre a difusdo dos atomos metalicos para a superficie do 6xido e a
difusdo do oxigénio idnico da superficie do oxido para a interface metal-6xido. Segundo
Kasemo, para a biocompatibilidade dos implantes de Ti, as propriedades e a espessura dos

oxidos sdo tao importantes quanto as do metal.

Isso tem conduzido muitos estudos sobre a resposta biologica do Ti, no local de sua
implantacdo. A finalidade ¢ definir com maior precisao as propriedades interfaciais do metal e
do tecido vivo. Na interface implante-corpo pode ocorrer uma série de reagdes, sendo as
reacdes mais significativas, no caso do Ti: a producdo de H,O; pelas células inflamadas e a
reacdo de H,O, com ions metélicos, gerando radicais hidroxilas. O 6xido nativo de Ti isola o
tecido de uma descarga de elétrons e de um fluxo de ions provenientes do metal. Assim, os
implantes de Ti que recebem um revestimento extra de TiO, antes da implantacdo induzem a

uma menor reacao do tecido.



33 Osseointegracao

O fendmeno da osseointegracdo foi observado pela primeira vez, por Branemark em
1969, durante estudos clinicos experimentais in situ e in vivo sobre a regeneragao de medula
6ssea em coelhos. Branemark (1985) definiu o termo “osseointegragdo” como sendo a
conexao direta, estrutural e funcional entre osso organizado e vivo e a superficie de um

implante submetido a cargas funcionais.

A superficie do Ti é capaz de realizar uma ligacdo direta com o tecido Osseo,
promovendo a firme fixagdo do implante com o osso. A interagdo implante-tecido depende
em parte das caracteristicas superficiais do implante, incluindo formato, rugosidade,
composi¢do, microestrutura, camada de 6xidos e possiveis contaminantes (KASEMO, 1983).
A fim de compreender o processo de liga¢do entre o implante e o tecido Osseo ¢ muito

importante que se conhegam as propriedades do filme 6xido de titinio (KUROMOTO, 2007).

Visando o entendimento do processo de osseointegragdo, muitas investigagdes tém
sido direcionadas para modificagdes da rugosidade superficial. Embora o percentual de
contato entre o osso e implante, suficiente para uma estabilidade duradoura, ainda seja
desconhecido, a no¢do de senso comum de que “quanto mais contato melhor” tem motivado

os pesquisadores na busca de uma ancoragem dos implantes.

Martin et al. (1995), em estudos in vivo, mostraram que superficies rugosas, em
comparagdo com as lisas, proporcionam uma melhor fixa¢do ao osso. Segundo Zhu (2001),
superficies porosas favorecem o crescimento de células do tecido 6sseo para seu interior,
melhorando a fixagdo do implante. Dessa forma, o crescimento 6sseo estd diretamente ligado

ao tamanho dos poros na superficie do implante, conforme a Tabela 3.1 (PILLIAR, 1983).

Tabela 3.1  Crescimento tecidual 6sseo de acordo com o tamanho dos poros (PILLIAR,

1983).
tamanho de poros crescimento tecidual dsseo
diametro menor que 100um nao ha formacao dssea dentro do poro
diametro menor que 150um pré-formacao 6ssea dentro do poro
didmetro até 300um crescimento mais rapido para dentro do poro
profundidade maior que 2000pum nao ha crescimento dsseo efetivo ao longo do poro




O motivo para a utilizagdo de implantes microporosos ¢ possibilitar o crescimento
0sseo no interior do implante e auxiliar na fixacdo biologica desse. Com relagdo a dimensdo
dos poros, Hulbert (1971) demonstrou que poros maiores que 100um favorecem a
vascularizagdo e permitem o crescimento do osso através do material. Esse tamanho de poro
esta relacionado a necessidade de haver irrigagdao sanguinea e fornecer suprimento nutricional
ao tecido conectivo em crescimento, além de servir de suporte para a fixacdo de células

Osseas, capazes de induzir a restauracao do 0sso.

Varios tratamentos fisicos e quimicos da superficie do Ti t€ém sido propostos com o
objetivo de obter uma eficaz osseointegracdo em implantes 6sseos (SUL, 2001). O interesse
em desenvolver superficies dentro do universo da micro e da nanoescala, tem incentivado a
investigacdo de novas técnicas de modificagdo e de aprimoramento de recobrimentos
superficiais. As técnicas que produzem porosidades, rugosidades e que formam camadas

extras de TiO; na superficie sdo favoraveis no desempenho bioldgico dos implantes.

3.4 Processo de corrosio eletroquimica por pite em superficies de Ti

Define-se corrosao por pites como uma forma de corrosao localizada que acontece em
superficies expostas de metais. O ataque por pite (pitting) ocorre basicamente em metais
valvula, recobertos por 0xidos protetores. Esse tipo de corrosdo deve-se a presenca de ions

agressivos no meio e se inicia nas imperfei¢cdes ou inclusdes de outros metais no 6xido.

3.4.1 Tipos de corrosdo por pites

Galvele (1978) realizou uma pesquisa de revisao bibliografica em relacdo ao processo
de iniciacdo da corrosdo por pite. Nesta revisao foram citados trés tipos fundamentais de

corrosao por pites, de morfologia similar, mas com mecanismos de formagado diferentes:
e Depassivacao eletroquimica.
e Depassivacdo quimica.

e Ataque quimico metalografico de determinados metais.



Nesse estudo foi concluido que a depassivacdo eletroquimica ¢ a forma de corrosdo
por pites mais comum e a mais relevante. A depassivagdo eletroquimica geralmente aparece
em metais passivos e acontece como resultado de uma acidificacdo localizada na interface
metal-solugdo. As solugdes podem ser tanto neutras quanto alcalinas, contendo anions
agressivos. Uma caracteristica importante da depassivagdo eletroquimica ¢ a existéncia de um
potencial caracteristico, chamado potencial de pite, Eie, que representa uma medida da

resisténcia a corrosdo por pites.

3.4.2 Nucleacdo do pite

A corrosdo por pites pode ocorrer quando o potencial do metal, Enerl, Supera o
potencial de pite Eie, em um meio qualquer e numa ampla faixa de pH e de potenciais. Neste
caso, o potencial aplicado devera se encontrar na regido passiva, de modo que a maior parte
do metal permanega passiva. Além disso, o potencial redox do par deverd ultrapassar um

determinado valor de potencial para assim poder iniciar a corrosao por pites.

Em solugdes quase-neutras, esse valor de potencial critico ¢ atingido através da
presenga de oxigénio dissolvido na solucdo. No entanto, a presenga de cations metélicos
oxidantes (como por exemplo, FeCls, CuCl,, HgCl,) no eletrélito faz com que haja um
desenvolvimento rapido do ataque localizado, em comparagao ao desenvolvimento do ataque
em solucgdes com oxigénio dissolvido. Nessas solucdes o potencial redox do par € maior que o
potencial critico e, dessa forma, essas solugdes sdo utilizadas para testar a resisténcia a
corrosao por pites em ligas metélicas. O pite acontecerd de forma espontanea apenas quando o

Epite < Ecorrosao (SHEIR, 1976).

Segundo Galvele (1978), o potencial de pite e o potencial de repassivacdo nao
dependem somente da cinética dos processos envolvidos, mas também, das caracteristicas
geométricas e superficiais das amostras. A corrosdo por pites acontece apenas em metais que

apresentem superficies expostas a solugdes com anions denominados agressivos.
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3.4.3 Influéncia dos dnions agressivos na corrosio por pites

A maioria das pesquisas afirma que a adsorcdo de anions agressivos € o primeiro
estagio da nucleacdo e crescimento dos pites e que, o contetido desses anions na superficie do
eletrodo aumenta quando o potencial aplicado aumenta (HUO, 1990), (PETIT, 1980). Galvele
(1978) concluiu que em metais que formam oOxidos altamente insoliveis (geralmente os
metais valvula), s6 os anions de acidos fortes sdo agressivos, enquanto que, em metais que
formam 6xidos menos estaveis (zinco, manganés) apenas os anions de acidos fracos podem
produzir a quebra da passividade. Dentre os ions denominados agressivos para o Ti, o mais
comum ¢ o cloreto, de ampla distribui¢do na natureza, no entanto, também sao classificados

como agressivos outros anions, tais como, brometos, iodetos e fluoretos.

Com relacdo aos processos iniciais que conduzem a ruptura do filme passivo e,
portanto, a intera¢do dos anions agressivos com o filme, sabe-se muito pouco. Tanto os
processos que ocorrem na interface filme-solu¢do, quanto aqueles que ocorrem dentro do
filme, sdo dependentes da composi¢do e da estrutura do filme passivo. Essas caracteristicas
estruturais, que sdo em grande parte as responsaveis pelo inicio da corrosdo localizada,

dependem da:

e Composi¢ao do material.
e Presenca e distribui¢do de microdefeitos (vacancias, vazios, etc.).
e Macrodefeitos (inclusdes, tamanho e forma de particulas de segunda fase).
e Estrutura cristalina.
e Qrau de ndo-cristalinidade do filme passivo.
Outros fatores que também influenciam na corrosdo por pites sao:
e Composi¢do, concentragdo e pH do eletrolito.
e Potencial aplicado.

e Temperatura do teste.
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3.4.4 Potencial de Pite (Eyit)

A corrosdo por pites apresenta dois potenciais caracteristicos: potencial de pite (Epi.) €
potencial de repassivagdo (E,). Para valores de potencial acima do E,;. acontece um rapido

incremento da corrente (I) devido a nucleacdo de pites sobre a superficie passiva.

Como o potencial de pite (Eyi) envolve a nucleacdo de pites, este € um valor
dependente das condi¢des superficiais da amostra e da composicdo da solugdo. No entanto,
testes realizados em Ti e ligas Ti-6Al-4V em 1M NaBr a 25°C indicam que o potencial de
repassivagdo do pite (E.p,) € independente da preparagdo da amostra e dependente da

composi¢ao da solugdo nos pites (SCHEIVE, 1978).

Devido a presenca de oOxido protetor na superficie, o Ti, em solugdes aquosas,
apresenta um Epj. muito elevado (Epie >> 1V), em comparacdo com a maioria dos metais
valvula, assim o potencial de corrosdo do Ti (Ecor) apresenta um valor muito mais elevado.
Portanto, em solugdes de sulfatos e fosfatos os potenciais de pite excedem os +80V [ENH] e
em presenca de cloretos, encontram-se na faixa de +5 até¢ +10V. Por essa razdo, solugdes
fosforicas acidas e sulfuricas diluidas (e seus sais) sdo eletrolitos tipicos para anodizar o Ti,
gerando o crescimento de uma camada protetora de oxido. J4 em solugdes de sais de

halogénios o Ti e suas ligas exibem um E;. menor (SCHUTZ, 1990).

Raja (2005b) estudou o comportamento eletroquimico de Ti em solugdo de 0,5M
H3PO4 com pequenas adigdes de anions da familia dos halogénios, em temperatura ambiente.
A anodizac¢dao de Ti, em 0,5M H3;PO4 + 0,138M F (NaF ou HF) resultou num o6xido de
estrutura nanotubular auto-ordenada. No entanto, Raja observou que a adigdo de ions
brometos e cloretos na solugdo 0,5M H3;POy resulta em pites micrométricos e nenhum 6xido
de porosidade nanométrica ¢ observado. Nesse estudo, o autor conclui que a adigdo de
fluoreto ¢ necessaria para que se forme uma estrutura auto-ordenada, enquanto que em uma
solucdo neutra de fluoreto ndo se observa a formagdo de uma camada de 6xido com

nanoporos.
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3.4.5 Potencial de repassivacdo (Erep)

Outro parametro caracteristico no processo de corrosdo por pite, ¢ o chamado
potencial de repassivagdo. O potencial de repassivagdo (E.p) ¢ definido como o minimo

potencial no qual os pites ja nucleados pode ser mantido (SCHEIVE, 1978).

Na corrosdo por pites, os pites nucleiam em um determinado potencial, igual ao
potencial de pite e crescem até potenciais maiores que esse. Os pites se manterdo crescendo
mesmo que o potencial diminua até valores menores que o potencial de pite, parando de
crescer somente se o potencial for menor que um determinado valor, chamado de potencial de
repassivagdo. Os valores do Er, do Ti sdo também muito elevados com respeito ao Ecor desse

metal, isso mostra que o Ti e suas ligas sdo altamente resistentes a corrosao localizada.

3.4.6 Ruptura do filme passivo

Existem diferentes modelos para explicar a ruptura de filmes passivos, alguns desses
propdem que antes da nucleagdo ha a penetracdo de ions agressivos no filme passivo, ja em
outras ¢ sugerida a diminui¢do da espessura do filme até que o metal fique exposto a solugdo

de ions agressivos. Em outros modelos ¢ sugerida a ruptura mecanica do filme passivo.

Casillas et al. (1994) investigaram a ruptura em 6xidos nativos e em 6xidos anddicos
crescidos sobre o Ti. Os autores observaram que existe uma correspondéncia direta entre a
localizagao dos sitios eletroativos e a corrosdo por pites, indicando que a ruptura do 6xido esta

associada com sitios de alta condutividade elétrica.

Garfia-Mesias et al. (1998) conduziram a de corrosdo por pites de Ti policristalino, em
solugdes de brometos, para identificar sitios ativos (precursores da corrosdo por pites). Os
resultados mostraram que a maioria dos pites nucleia nos locais das particulas pré-

identificadas, apresentando produtos de corrosdo oclusos dentro dos pites.

Dudagle (1964) obteve os potenciais de pites para o Ti (Epie [ENH]), em solugdes de
halogénio, na seguinte ordem: Br (2,24) < I (3,74) < CI' (10,44) < F (50,24V) e as
respectivas densidades de corrente na qual o pite nucleia (ipie): 0,017 < 0,1 < 1,67 <
8mA/cm’. Nesse estudo foi observado que o alto Epi. € a alta densidade de corrente obtida
para o F~ sugere que a corrosdo localizada ¢ provavelmente acompanhada pela dissolugdo e

centelhamento do 6xido.
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Rabboh (1971) apresentou valores de E,i. para o Ti, em solugdes de ions agressivos,
na seguinte ordem de agressividade: Br (1,4) <1 (1,8) <CI (9,6V). Os resultados mostraram
que a corrosdo por pites ocorre para potenciais significativamente menores em solugdes de
brometos comparadas com solugdes de cloretos, sugerindo uma forte interagdo quimica entre
Ti0, - brometos. O mecanismo de ruptura proposto nesse trabalho estd baseado no fato de que

o potencial depende da dissolugdo quimica em sitios microscopicos do 6xido.

Huo et al. (1990) estudaram o processo de nucleag@o dos pites de Ti Cp em solugdes
de brometos e verificaram que, em potenciais aplicados acima do Epie, a quantidade de
brometos acumulados em um determinado local da superficie do eletrodo atinge um valor
minimo e necessario de concentracdo para formar nucleos de brometos. Dessa forma, os
autores constataram que a nucleagdo dos pites deve-se aos ions brometos adsorvidos na
superficie do filme de TiO,, que reagem com o filme formando TiBrs e destroem o filme

passivo devido a hidrolise do TiBra.

3.4.7 Pites metaestaveis e estaveis

A corrosdo por pites inicia com a nucleagdo de pites metaestaveis, podendo esses
pites, no decorrer se tornarem estaveis. Os pites metaestaveis sdo muito pequenos, mas
crescem e se repassivam em poucos segundos. Segundo Frenkel et al. (1987), em potenciais
abaixo do potencial de pite, E,ie, a corrente apresenta um rapido aumento quando um pite
metaestdvel nucleia e comeca a crescer. Forma-se, entdo, uma camada de produtos de
corrosdo dentro do pite e apenas quando essa cobertura € rompida o pite repassiva, com uma

diminuicao da corrente.

Smialowska (1999) reportou que a diferenga entre o pite estavel e o metaestavel
acontece no primeiro estdgio do desenvolvimento do pite. O pite mostrard um crescimento
estavel apenas quando a camada de produtos de corrosdo permanecer intacta durante um
tempo suficiente para permitir que se precipite um filme de sal na sua superficie (FRENKEL
et al., 1987). No pite metaestavel, apenas o primeiro estagio do desenvolvimento do pite

ocorre, estando ausente o filme de sal.
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3.4.8 Cinética de crescimento dos pites

Smialowska (1999) concluiu que o crescimento de pites ¢ determinado por eventos
que ocorrem na interface metal-solu¢do no pite. As propriedades fisicas e quimicas do filme
passivo tém forte influéncia na formagao do pite e tém uma importancia secundaria durante o
seu crescimento. Para manter um crescimento estavel sdo necessarias altas concentracdes de
ions agressivos dentro do pite € um alto pH para produzir condi¢cdes agressivas no interior
desse, a fim de obstruir a repassivacdo. O autor sugere que durante os estagios iniciais, 0
crescimento do pite estavel é desenvolvido sob “controle 6hmico”, como resultado da
presenca de bolhas de gas oxigénio e de um filme de sal de alta resisténcia. Apds o
crescimento sob “controle 6hmico”, a tendéncia do pite € crescer sob “controle por difusdo”.
A presenga do filme de sal regula o transporte de ions através dos produtos de corrosdao

oclusos, limitando a solugdo dentro do pite e garantindo a repassivagdo do pite.

3.4.9 Morfologia das bordas

Yahalom (1973) analisou a presenca de filmes finos os quais praticamente fecham a
borda dos pites formados em ago Austenitico 304 e solu¢des de NaCl ou NaBr e observou que
a regido lateral dentro do pite ¢ protegida. Esses estudos indicam que os filmes presentes no
degrau da borda, que recobrem as cavidades formadas pelo processo de corrosdo por pites,
foram originalmente filmes passivos. A protecao ¢ oferecida pelo filme passivo remanescente,
que se prolonga no sentido do pite e atua como se fosse um toldo na borda da abertura. O
crescimento lateral do pite ¢ fundamentalmente uma sequéncia de eventos de
enfraquecimento (crescimento lateral e repassivacdo), assemelhando-se, assim, ao

crescimento de pites metaestaveis.

Ernst (2002) estudou o crescimento de pites em aco Inoxidavel 304 sob diferentes
condi¢des de potencial e temperatura. O estudo demonstrou que o crescimento do pite em
profundidade segue uma lei parabolica com o tempo e ¢ independente do potencial, enquanto

que o crescimento lateral € linear em relagdo ao tempo e depende desse potencial.
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3.4.10 Efeito da concentracdo de brometos sobre o potencial de pite

Observa-se, usualmente, que o potencial de incubagdo de um pite em um metal,
diminui quando a concentra¢do do ion agressivo aumenta. Guifion et al. (1994) informaram
que a corrente de corrosdo ¢ proporcional ao aumenta da concentracdo de ions brometos
seguindo uma lei parabdlica para aco Temperado (UNS G41350), uma relagao linear no caso
de ago Inoxidavel Austenitico (UNS S31603) e uma relagdo constante para liga de titanio Ti-

6Al1-4V (UNS R56400) em solugdes de brometos.

Beck (1971) apresentou uma relagdo linear entre a densidade de corrente e a
concentracdo de ions brometos, para concentragcdes de 0,06M até 4M e uma declividade de
0,27, quando ¢ aplicado um potencial de +1,64V [ENH] sobre titdnio puro. Para valores de
concentragdes menores que 0,02M ndo foram achados pites. O E,;. em estado estacionario
diminui quando aumenta a concentragdo de ions Brometos, achando-se uma relagdo linear
com a declividade de 0,13V [ENH] por década de concentragdo. Define-se como
concentracdo minima de ions agressivos aquela que nao afeta a curva de polarizagao do metal

em solucdo acida (DUGDALE, 1964).

3.4.11 Efeitos da temperatura sobre a corrosdo por pites

Foram sugeridas muitas teorias que tentam explicar o comportamento eletroquimico
do pite, em relacdo ao efeito da temperatura e do pH. No entanto, ndo ha uma concordancia
geral nas teorias propostas, que elucidem a influéncia desses parametros, avaliados sozinhos

ou concomitantemente, na corrosao por pite.

Beck (1971) avaliou Ee para o Ti em solugdes de brometos, cloretos e iodetos em
funcdo da temperatura. Os resultados mostraram que, em solucdes de cloretos, o Epie diminui
drasticamente com o aumento da temperatura, tendendo assintoticamente, com a elevacao da
temperatura, a um valor de 1,24V [ENH], em 200°C. O E., em brometo, apresentou um
valor constante de 1,14V [ENH], entre 25°C e 180°C, e sofreu um rapido aumento para 2,04V
[ENH], em temperaturas abaixo de 25°C. As solugdes de iodetos apresentaram
comportamentos mais complexos, com o aumento do Epi. de 1,48V [ENH], em 0°C até 2,24V

[ENH], em 30°C ¢ para valores maiores de temperaturas, ndo ocorreu a nucleagdo de pites.
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Casillas et al. (1994) estudaram o comportamento do Epie, para o Ti passivado por
oxido nativos, em solugdes de 1M KBr + 0,05M H,SO4, pH 1,5, e temperatura de 0°C e de
22°C. Os autores encontraram, em concordancia com Beck (1973), que o comego da corrosdo
por pites ¢ deslocado para valores mais positivos, com valores de 2,24+1,24V [ENH], na
medida em que a temperatura diminuia. As observagdes indicaram que o processo de pite €

termicamente ativado.

Um outro pardmetro foi sugerido para avaliar a resisténcia a corrosao por pites, o qual
¢ definido como temperatura critica de pite (TCP). A determinacdo desse valor consiste na
aplicacdo de um potencial anddico no material, em uma solugdo com ions agressivos e
temperatura ambiente. Durante o experimento, a temperatura ¢ incrementada lentamente e ¢
registrada a respectiva resposta da corrente. Quando ocorre um aumento significativo da

corrente, tem-se o comecgo da corrosdo por pites, sendo esse o valor da TCP do material.

Levando-se em conta as condigdes criticas para a precipitagdo de uma camada de sal
no interior do pite, Laycock (1998) definiu a TCP como a temperatura abaixo da qual a
precipitacdo do sal dentro do pite estabiliza o processo de dissolugdo anoddico e provoca a

formacgao de um 6xido anddico, ocasionando a passivacao do pite.

3.4.12 Efeito do pH da solucdo sobre a corrosio por pites

Guifion et al. (1994) estudaram a corrosdo entre distintos acos comerciais e a liga de
titdnio Ti-6A1-4V (UNS R56400), em solucdes de LiBr. Utilizando medidas eletroquimicas,
foram considerados os seguintes parametros: a concentracdo, o pH e a temperatura da
solucdo. Os autores observaram que, em solugdes acidas (0,4 < pH < 2,1) a velocidade de
corrosdo, tanto para os acos comerciais, quanto para a liga de titdnio, depende fortemente do
pH. Esse resultado deve-se ao fato de que nessa faixa de pH a reacdo catodica € a evolugdo de
hidrogénio. Ja em solugdes com valores intermediarios de pH (5 < pH < 9), a corrosdo ndo ¢
dependente do pH e a redugdo de H™ ndo ¢é a reagdo mais importante. Finalmente, para valores
de pH > 9, observaram que a densidade de corrente de corrosdo diminui devido a formagao de

camadas passivas.
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35 Processo de anodizacdo eletroquimica em superficies de Ti

Reagdes de transformacao anddica apresentam um significante desempenho na ciéncia
e na tecnologia da sintese eletroquimica. A anodizagdo, além de formar uma camada extra de
TiO,, ainda pode transformar a topografia da superficie. Amarante (2001) estudou o
comportamento da matriz extracelular em func¢do da textura topografica do implante no
processo de osseointegracdo. Esse estudo mostrou que o osso se deposita indistintamente em
superficies rugosas ou lisas. A rugosidade, portanto, ndo ¢ condicdo necessaria para a
deposi¢do de tecido dsseo. Entretanto, as caracteristicas texturizadas desempenham um papel
preponderante no percentual de osso neoformado (SCHAEFFER, 2007) sobre a superficie do

implante, promovendo maior contato osso-implante e favorecendo contatos mais rapidos.

3.5.1 Teorias do processo de formacio de 6xidos barreira

As primeiras teorias sobre a anodizacao de Ti foram interpretadas com base no modelo
de Cabrera e Mott (1948-1949). Os autores propuseram um detalhado modelo de crescimento
de 6xido em atmosfera de oxigénio ou em eletrolitos, assumindo que ha difusdo de cations do
metal até a interface oxido-eletrolito. Esse movimento catidonico deve-se a um mecanismo de
saltos, auxiliado por um campo termicamente ativado. Para baixas intensidades de campo
elétrico, a densidade de corrente ¢ proporcional ao campo ou gradiente de potencial, isto &,

um comportamento 6hmico. Nessas condigdes, o aumento da espessura do 6xido ¢ constante.

O Modelo de Alto Campo (High Field Model - HFM) ¢ tido como a mais conveniente
das teorias. O modelo descreve a formagdao de filmes ndo porosos e se aplica em muitos
metais, especialmente a metais valvula, tais como o titanio, sob filmes finos (< 30nm). O
HFM pressupde que a intensidade do campo elétrico através do filme diminui com o aumento
da espessura. Para altas intensidades de campo potencial, ha mobilidade de ions somente em

uma dire¢do. Neste caso, o comportamento ¢ ditado pela expressao, a seguir:

i=ip.exp(PE) (1)

Onde: i = densidade de corrente de formacgao do 6xido.
ig, p = coeficientes que dependem do material.

E = intensidade de campo elétrico dentro do 6xido.
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Como ndo ha equilibrio no intercdmbio de ions, ndo ha equilibrio na interface
metal/6xido. Cada ion que escapa através da interface metal-6xido migra através do filme e
forma uma camada adicional na interface metal-eletrolito. O passo determinante nesse modelo

¢ o escape de cations desde o metal, conforme proposto por Cabrera e Mott (1948-1949).

Camada barreira em metais valvula

Os metais valvula, de um modo geral, sdo cobertos por um filme de 6xido passivo que
protege o metal base contra corrosdo. Em um eletrélito, o 6xido funciona como uma barreira

para o fluxo de ions e elétrons, reduzindo a razao de oxidacao em valores muito baixos.

A anodizacdo de metais valvula ¢ um processo eletroquimico de aumento da espessura
inicial de seus 6xidos. Durante a anodizagao de Ti, em eletrolito conveniente, ¢ observado um
aumento da resisténcia elétrica devido a formagdo de uma camada de 6xido barreira, de

caracteristicas isolantes, na superficie (LOHRENGEL, 1993).

As taxas de transferéncia dos elétrons dependem fortemente do par redox e das
propriedades do filme (espessura, inclusdes de impurezas, concentracdo e transporte de
cargas). Os filmes oOxidos crescidos anodicamente sobre Ti se comportam como

semicondutores do tipo n e sua cinética de crescimento ¢ normalmente explicada pelo HFM.

Smeltzer (1961) propds um modelo para a oxidacdo de titdnio, zirconio e hafnio,
baseado no conceito de difusdo de anions através de caminhos de baixa resisténcia, tais como
os limites de graos e as discordancias, concomitantemente com caminhos de alta resisténcia,

como a difusdo via intersticial.

3.5.2 Estrutura dos 6xidos

Em uma atmosfera natural o 6xido termodinamicamente estavel ¢ o TiO,, que pode
existir em trés estruturas cristalinas: anatasio e rutilo (estruturas tetragonais) e brookita
(estrutura ortorrdmbica). J4 a estrutura cristalina e a estequiometria de filmes anoddicos sdo

influenciadas pelas condi¢gdes de formagao desse filme, durante a anodizacao de Ti.
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Alguns estudos indicam que o filme passivo formado por anodizagdo ¢ amorfo
(POUILLEAU et al., 1997), (FINI et al., 1999) ¢ (SUL et al., 2001). Outros estudos concluem
que o filme anddico ¢ uma mistura cristalina de anatasio e rutilo com espécies incorporadas
do eletrolito. Segundo Zhu (2001), os filmes de 6xidos formados eletroquimicamente na

superficie do Ti podem ser amorfos ou cristalinos.

Ferdjani et al. (1990), em trabalhos realizados sobre anodizagdo potenciostatica do Ti
em H;PO,, observaram a formacao de muitos 6xidos e sub-o0xidos cristalizados em diferentes
sistemas cristalinos. Desse estudo foi concluido que a oxidagdo anddica desse metal ¢ um
fendmeno complexo, com fase predominante TiO,, nas trés formas cristalograficas anatasio,

rutilo e brookita.

Em geral, a estrutura anatasio ¢ obtida através da oxidacdo anddica e a estrutura rutilo,
através da oxidagdo anodica seguida por um tratamento térmico (KUROMOTO, 2007).
Segundo Marino et al. (2001), diferentes 0xidos, além do rutilo e anatasio (TiO,), os sub-
oxidos TiO, Ti,O3 e Ti,03-TiO; (ortorrdmbico) e Ti;Os (monoclinico) também podem estar
presentes no filme 6xido anddico, sendo o TiO, o mais estavel e o principal constituinte do

filme.

3.5.3 Composicdo dos 6xidos

A propriedade protetora dos filmes anodicos pode ser refor¢cada pela incorporacdo de
elementos provenientes do banho eletrolitico. A presenca de grandes quantidades de ions
incorporados no filme anodico, durante a anodizacdo, pode produzir alteragcdes estruturais no
6xido. Lausma et al. (1990) mostraram que a composi¢ao quimica do 6xido TiO, formado por
anodiza¢do, pode ser modificada por adsor¢ao e/ou incorporagdo de espécies idnicas, quando

sdo utilizados H;PO4 € H,SO4 como eletrolitos.

Zhu (2001) realizou o crescimento de um filme de Ti anoddico, poroso e cristalino, em
um eletrolito de glicero-fosfato de calcio e acetato de célcio e obtiveram uma superficie com
alto contetido de célcio e fosforo. Essas incorporacdes produziram um filme de 6xido com

capacidade de oferecer uma maior resposta bioldgica em implantes de Ti.
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3.5.4 Espessura dos 0xidos

A coloragdo do 6xido anddico produzido ¢ um indicativo da espessura do filme
(KUROMOTO, 2007). Tanto o estado de oxidag¢do do Ti no 6xido, e conseqilientemente sua
estequiometria, quanto a relagdo entre a cor e a espessura do 6xido dependem fortemente do

processo de anodizagao e da natureza do eletrolito utilizado.

Sul et al. (2001) observaram que a velocidade de formagao do 6xido de Ti ¢ maior em
eletrolitos acidos, em comparacdo com eletrolitos alcalinos. Isso se deve ao fato de que, em
eletrélitos acidos, a velocidade de formagdo excede amplamente a velocidade de dissolugdo

do 6xido.

3.5.5 Processo de anodizacio porosa de Ti apds centelhamento

Para cada sistema metal+eletrolito ha uma voltagem méaxima que limita o crescimento
do 6xido. Se o potencial de formacao do 6xido anddico supera um determinado valor, um
colapso elétrico ocorre ¢ se observam algumas pequenas centelhas (sparks) em toda a
superficie do anodo. Este fendmeno ¢é conhecido como quebra do dielétrico (electrical
breakdown). O centelhamento (sparking) sucede quando o 6xido ¢ submetido a gradientes de
potencial extremamente altos, ocasionando a ruptura do 6xido anddico. Nessa etapa o 0xido
formado deixa de ser barreira e comega a se tornar poroso. Essas reacdes permitem a evolugado
de oxigénio gerando a incorporacdo de espécies do eletrélito no oxido. A anodizacdo de
metais valvula acima do potencial de quebra do dielétrico pode produzir finos recobrimentos

com microns de espessura, dependendo das condi¢des de anodizagao.

Durante a anodizacdo, numerosos transientes de pequenos centelhamentos sao
produzidos até alcancar altas voltagens de anodizagdo. Nesse processo, ha o espessamento da
fina camada, garantindo o crescimento de um novo recobrimento e alterando os sitios do
centelhamento. A ruptura desse O0xido pode estar associada a transformagdao da estrutura

cristalina do 6xido durante o aumento de potencial.

A formacao do filme 6xido anddico barreira em metais valvula é geralmente limitado
pelo fendmeno de centelhamento. Para cada eletrolito utilizado durante o processo de

anodizagdo, existe uma voltagem maxima que limita o crescimento normal do 6xido.
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Segundo Albella (1987), o centelhamento estd relacionado a falta de homogeneidade
no filme, tal como fissuras e poros. Para Ikonopisov (1979), o centelhamento se deve ao alto
potencial alcangado, provocando a injecdo de elétrons dos centros de impurezas, ou por falhas
do o6xido até as bandas de conducdo, gerando uma avalanche de elétrons. Em uma outra
interpretacao, Montero (1985) propde que os elétrons que produzem a avalanche provém das

espécies incorporadas no 6xido durante a anodizagao.

O processo de centelhamento resulta em um filme cristalino e com elementos
incorporados do eletrdlito, devido a fusdo localizada (SCHRECKENBACH et al., 1999).
Segundo Delplancke (1988), os ions incorporados no 6xido anddico de Ti, em H,SOq, teriam
relagdo direta com o centelhamento. Albella et al. (1985) afirmaram que as propriedades de
ruptura do 6xido na interface 6xido-eletrélito seriam controladas pela habilidade das espécies

componentes do eletrolito em se incorporarem no 6xido durante a anodizagao.

Ferdjani et al. (1993) estudaram a cinética de oxidagdo e a incorporagdo de anions,
durante a anodizacdo do Ti em H;PO,. Os autores observaram que durante a ruptura do
dielétrico ha um aumento percentual de fosforo incorporado, devido a concentragao do
eletrolito. O filme formado nessa anodizagdo ¢ composto por uma mistura de: 6xidos de
titanio, de fosfatos e¢ fosfetos de titdnio. Maffia (2005) observou através do aumento da
relacdo P/O, um aumento na incorporagao de fosforo, relacionado a um grande aumento de

potencial, que pode estar relacionado ao forte centelhamento no 6xido de titanio em H3PO,.

O fendmeno de ruptura do 6xido de titdnio ¢ definido pela evolugdo de oxigénio e esta
associado a mudanca na cristalinidade do 6xido, em estrutura amorfa para cristalina durante a
anodizacdo. Schreckenbach et al. (1999) observaram que o estado tipo plasma produz gases,

particularmente O,, € vapor os quais seriam os responsaveis pelos nanoporos.

Ohtsuka (1986) avaliou, através de espectroscopia Raman, os o¢xidos de titanio
produzidos em solu¢des neutras de fosfatos e em solugdes acidas de sulfatos sob diferentes
potenciais. As analises revelaram que os 6xidos anddicos mudam de amorfo para cristalino
assim que o potencial aplicado ultrapassa um determinado valor, sendo esta mudanca de fase
acompanhada por uma alteragdo na morfologia e na cristalinidade (para anatasio) da

superficie.

Usando o mesmo tipo de analise, Maffia (2005) observou uma estrutura, inicialmente
amorfa, transformando-se suavemente em rutilo. O aumento da fase rutilo ocorreu em func¢ao
do aumento de potencial de 25V para 75V. Apds esse valor houve um grande crescimento da

fase anatésio, o que pode estar ligado ao forte centelhamento, em torno de 100V.
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3.5.6 Processo de anodizacdo porosa nanotubular do Ti

Na oxidagdo potenciostatica de Ti, em eletrolito que tenha agdo dissolvente sobre a
camada de oxido, a densidade de corrente diminui rapidamente. Observa-se, entdo, a
forma¢ao de uma camada de 6xido continua e compacta, chamada de camada barreira, que
impede a passagem da corrente elétrica. A espessura final dessa camada representa a distancia

que um ion metélico pode alcangar através do 6xido, sob a influéncia de um dado potencial.

A camada barreira formada ¢ composta por células hexagonais sobrepostas, onde o
centro da cada hexagono sera formado de um 6xido amorfo pouco resistente aos acidos ¢ na
parte externa do hexagono se formara um de 6xido cristalino, muito resistente aos acidos.
Aparece entdo na superficie da camada barreira, muitos pontos de ataque que sdo
conseqiiéncia do efeito da dissolucdo da camada pelo eletrélito. O principio de formagao dos
pontos de ataque ¢ produzido no centro das células do 6xido de titanio. Esta nucleacdo de

poros constitui 0 comego dos poros, formando assim uma camada porosa.

Cada ponto de ataque (poro) pode ser considerado como uma fonte de corrente, a
partir da qual ird se desenvolver um campo de potencial. Os ions que se apresentam na
interface oxido-eletrélito fornecem o oxigénio que transforma em o6xido a por¢ao reatacada.
Simultaneamente a acdo de dissolu¢do do eletrolito continua se manifestando na base dos
poros, tendendo a diminuir a espessura da camada barreira que se dissolve. Os poros se
alongam, fazendo com que os ions penetrem mais facilmente. Durante este processo ocorre a

liberagdo de calor, o que tende a favorecer a dissolugdo.

Broughton (1995) examinou, por microscopia eletronica de varredura, micrografias de
Al anodizado potenciostaticamente em acido sulfurico, acido fosforico e oxalico e observou
que a superficie anoddica tubular produzida possuia poros simétricos no topo. A partir da
simetria existente nos células, o autor propdés um modelo baseado no fato de o raio das

células, o raio do poro e a espessura da camada barreira eram proporcionais a voltagem.

Um dos mecanismos propostos para a formagao de cavidades no filme 6xido de titanio
¢ aquele que envolve a condensacdo de cations ou vacancias do metal. Estes defeitos ocorrem
na regido abaixo da camada barreira, a qual se caracteriza por uma alta difusividade de
vacancias de cations, devido ao alto grau de desordem da rede. A condensacgdo das vacancias
causa decoesdao local da camada barreira do substrato, e consequentemente, inibe o

crescimento da camada barreira do substrato nessas regioes.

23



As cavidades formadas existem sobre protuberancias do substrato dentro da camada
barreira. Nessa fase ndo existe, nas cavidades, anions incorporados da solucao, demonstrando
que a fase se forma diretamente da interface metal-6xido pelo transporte de oxigénio. O

tamanho dessas cavidades aumenta com o aumento da voltagem no processo de anodizagao.

Berenek (2003) estudou o efeito de pequenas adigdes de HF em H,SO4 na formagao
da camada nanotubular porosa de TiO,. O autor observou, no come¢o da anodizagdo
potenciostatica, uma morfologia irregular no 6xido. Isso indica que h4 uma competicdo entre
a formacao de poros oxidados e a sua dissolugdo. Esse equilibrio dindmico inicial controla o

desenvolvimento da porosidade e a espessura da camada de 6xido formada.

Um dos parametros importantes na anodizagdo ¢ a tensao aplicada durante o processo.
A tensdo aplicada determina a porosidade das camadas anddicas, sendo que baixas voltagens
propiciam grande nimero de poros de tamanhos muito pequenos, enquanto que voltagens
mais altas resultam em um nimero pequeno de poros de tamanhos maiores. Bayoum et al.
(2006) observaram que o aumento do potencial e do tempo de anodizagdo de (Ti-8 at.% Al),
em 1M NaOH com pequenas quantidades de HF, resulta em nanotubos mais desenvolvidos.

Nesse caso, a densidade e os didmetros internos e externos dos poros sdo maiores.

A densidade de corrente também tem influéncia na anodizagdo. Se esta for mantida
constante durante a anodizagdo, a espessura produzida ¢ diretamente proporcional ao tempo.
Caso a densidade de corrente diminua, em virtude da voltagem constante, o tempo de
anodizacdo aumentard e a espessura da camada anddica serd reduzida. Contudo, a espessura ¢
limitada pelo fato de que, enquanto a camada est4 sendo formada eletroquimicamente ocorre,

ao mesmo tempo, uma dissolucido quimica parcial da mesma.

O aumento da espessura resultara num aumento da area exposta a solugdo e, com isso,
uma maior dissolu¢do da camada. Portanto, a razdo de formacdo eletroquimica e a razdo de
dissolu¢do quimica da camada sdo iguais. Desse modo, se o tempo da anodizagdo for
prolongado ndo ocorrerd um aumento da camada de 6xido. Porém a camada externa podera se

tornar pulverulenta, sem praticamente nenhum valor de protecao (OLIVEIRA, 2001).

Varghese et al. (2003) estudaram a transformagdo de fase em 6xidos nanotubulares de
titdnio anodizados em meios seco ¢ umido de atmosfera de argénio e verificaram que tubos
cristalizados em atmosfera de argonio permanecem na fase anatasio até 280°C na regido
dentro do tubo. Os cristalitos apresentaram a completa transformagao para rutilo em 620°C
em meio seco € em 570°C em meio imido. J&4 em atmosfera imida de argonio, a espessura da

camada formada foi menor, em comparagdo a camada formada em atmosfera seca.
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3.6 Osteoinducdo versus osteoconducio

Infelizmente o Ti, osteoindutor, apresenta uma pobre caracteristica osteocondutiva.
Desta forma, um recobrimento bioativo sobre a superficie desse metal poderia melhorar o
crescimento 6sseo em direcdo ao implante. Segundo Najdoski (2001), um recobrimento
bioativo apropriado pode aperfeicoar a fixacdo ao tecido dsseo natural e melhorar o tempo do

processo osteocondutivo.

3.7 Camadas bioativas de fosfato de calcio sobre Ti

As caracteristicas quimicas da superficie do implante também sdo relevantes para o
processo de ligacdo osso+implante. A natureza dessa ligagao pode ser favorecida pela ligacao
quimica existente entre as hidroxilas do rutilo, presentes no 6xido do implante de Ti, e os
componentes organicos do osso. Os componentes bioativos na superficie do implante criam
uma aproximacao biomimética do tecido dsseo, pois imitam o processo de mineralizacdo do
osso. Esses componentes sdao conhecidos como fosfatos de calcio (BIGI et al., 2005),
bioativos e osteocondutores, sendo a HA (hidroxiapatita), o principal componente mineral

0sseo (95%) (HENCH, 1991).

Dentre os materiais bioativos destacam-se os fosfatos de célcio, que possuem
similaridades quimicas, fisicas ¢ mecanicas com a fase mineral do tecido 6sseo, por exemplo,
a HA, que ndo apresenta toxicidade local ou sist€émica (biocompatibilidade). Tais
caracteristicas podem ser explicadas pela natureza quimica desses materiais, por serem
formados basicamente por ions de célcio e de fosfato, estdo presentes no corpo humano sob a
forma de componentes da fase mineral do tecido 6sseo, dentina e esmalte dentdrio, além de

algumas calcificagdes patologicas (ELIAS et al., 2002).

Para combinar a resisténcia mecanica dos materiais bioinertes com a bioatividade dos
materiais bioativos existem duas possibilidades. A primeira consiste na preparagdo de
materiais compostos (ou compositos), nos quais o material bioativo estd homogeneamente
disperso em uma matriz resistente do material bioinerte. A segunda possibilidade consiste em
recobrir o material bioinerte de boa resisténcia mecanica com uma camada bioativa, através

da deposi¢do de um material bioativo (DHERT, 1992).
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3.7.1 Principais métodos de producdo de fosfatos de célcio

Para que uma cerdmica em po tenha propriedades adequadas para ser utilizada como
ceramica biocompativel esta deve apresentar particulas muito finas e com composi¢do
homogénea. Abaixo estdo apresentados os principais métodos utilizados para obter a
hidroxiapatita (HA), a partir de diferentes pds, com diferentes morfologias e formas (de denso

a extremamente poroso).

No Método Via Umida, a mistura de reagentes, com os fons célcio e fosfato, pH > 7 e
tempo de envelhecimento prolongado, converte a fase precursora formada (fosfatos de célcio
amorfo) (VAN KEMENADE, 1987), em hidroxiapatita. Para valores de pH entre 5 e 7 pode
ocorrer também a formagao de precursores como o octacalcico e o fosfato bicélcico, pois uma
diminui¢do do pH pode produzir uma HA deficiente em célcio (SANTOS et al., 2005). Este
método produz pés de HA com baixa cristalinidade e particulas menores que 1um (AOKI,

1991) ou menores que 10um (LE GEROS, 1991), conforme os tipos de reacado, a seguir:

Reagdo acido-base
10Ca(OH); + 6H3PO4 — Ca;o(PO4)¢(OH), + 18 H,O ()

O produto formado ¢ um p6 de baixa cristalinidade e particulas menores que 1pum.

Reagao entre sais de fosfato e calcio
10CaCl, + Na,PO4 + 2H,0 — Ca;o(PO4)¢(OH), + 12 NaCl + 8HCI (3)
10Ca(NO3), + 6(NH4),HPO4 + 2H,0 — Ca o(PO4)s(OH), + 12 NH4NO;3; + 8HNO; 4)

O produto formado ¢ um p6 de baixa cristalinidade e particulas menores que 10um.

O Meétodo Via Seca ¢ usado para produzir uma HA em pd, com alta cristalinidade e

tamanho de particulas muito finas (AOKI 1991), (LE GEROS, 1991).

6CaHPO42H,0+4CaCO3 — Ca;o(PO4)s(OH),+4CO,+14H,0 (5)

O M¢étodo Hidrotermal € muito similar ao via imida, porém emprega-se temperatura e
pressdo. A HA produzida pode ter a forma porosa ou de pé nano ou milimétrico, com

particulas até¢ 10nm (AOKI, 1991), além disso, apresenta poucos defeitos na rede cristalina.
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3.7.2 Principais métodos de recobrimento com fosfatos de céalcio

Existem diversos métodos comumente utilizados para a deposicdo de fosfatos de

calcio e HA na superficie de Ti. Abaixo estdo apresentados alguns desses métodos.

O M¢étodo de recobrimento por lon Sputtering consiste em bombardear o alvo do
material a ser depositado com um feixe de ions positivos. O feixe i6nico, por transferéncia de
momento provoca o deslocamento de atomos neutros do alvo, que se condensam sobre o

substrato na forma de um filme fino (FISHER, 1986).

O M¢étodo Plasma-Spray consiste na injegao de HA, em po, em um gas transportador a
altas temperaturas, alcancando o estado de plasma ao passar por um arco elétrico estabelecido
entre dois eletrodos. A HA, em pd, € transportada em alta velocidade através do plasma,
funde-se parcialmente e se ioniza. Em seguida o po, neste estado, ¢ projetado sobre o
substrato metalico, onde sofre um rapido resfriamento (DHERT, 1992), (JARCHO, 1992). O

recobrimento ¢ produzido mediante a deposicao de varias camadas de HA.

O Método Biomimético consiste em colocar o substrato durante sete dias, em uma
solugdo denominada Fluido Corporal Simulado (Simulated Body Fluid - SBF), semelhante ao
plasma sanguineo. Neste método, hd uma mimetizacdo do processo biologico de formagao
dos tecidos duros (fendmeno espontaneo de formacao de fosfato de célcio na superficie do

implante quando este se encontra no organismo do corpo) (BIGI et al., 2005).

No Método Sol-Gel, materiais inorganicos podem ser preparados a partir de solucdes
contendo compostos metalicos, tais como alcoxidos ou outros sais organicos ou inorganicos
como fontes de cations; agua como agente de hidrdlise e dlcoois como solventes. Como
resultado da hidrélise dos precursores metdlicos a solucdo se torna um sol. As reagdes

continuam, e pouco a pouco interligam as particulas, solidificando a sol em um gel.

O M¢étodo Eletrolitico ¢ empregado para depositar filmes com propriedades especiais

sobre substratos metalicos, basendo-se na reacao catddica da agua:

H,O+e — % H,-+O0H (6)

Essa reacdo produz um aumento local do pH nas imedia¢des do catodo, onde ¢
observada a precipitagio de fons Ca®" e PO,>, presentes na solugio eletrolitica, na forma de

uma camada insoluvel e aderente de fosfato de calcio sobre o catodo.
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BAN et al. (1997) descreveram a precipitacdo dos fosfatos de calcio no catodo no
processo eletrolitico como a supersaturacdo do sal de fosfato de calcio devido ao aumento do
pH e & incorporagio de fons Ca*" ¢ HPO,>. Esse procedimento ¢, geralmente, empregado para
recobrir substratos de Ti com uma camada de fosfato de célcio, cuja estrutura cristalina

assemelha-se a da apatita carbonatada (CO;-HA).

Oh et al. (2005) estudaram o recobrimento biomimético da superficie nanotubular de
Ti anodizado em NaOH e observaram a formagdo de uma HA de fase nanodimensional na
superficie nanotubular de Ti. Em outro trabalho, Oh (2006) avaliou o comportamento
biologico de superficies bioativas em Ti com o6xido nanotubular formado em NaOH e
observou que a presenca dos nanotubos acelerou a cinética de desenvolvimento da
hidroxiapatita num fator 7. A adesdo, o crescimento e a proliferagdo das células osteoblésticas
foram melhoradas em func¢do desse oOxido. Além disso, os filopodes das células se

desenvolveram para o interior, produzindo o fechamento dos poros.

Usando o método Sol-Gel, Tuantuan et al. (1996) obtiveram filmes de HA com
espessura de 10 a 200um. Nesse estudo foi verificado que a adesao entre o filme e a superficie
de Ti foi muito pequena, contudo, a adesdo entre o osso € o Ti recoberto com HA foi duas

vezes maior que o valor encontrado para o Ti sem recobrimento.

Prado et al. (2001) estudaram o processo de recobrimento eletrolitico de Ti com
CaHPO,4 (monetita) e sua posterior conversao em HA e verificaram que o recobrimento final
apresentou um HA pura e cristalina, com poucas trincas. A camada de HA forada mostrou-se
homogénea e com grande disponibilidade de reacdo na interface tecido-implante.

Raja (2005a) estudou a eletrodeposicao de fosfato de calcio em superficies de Ti
anodizada em 0,5M H;PO, + 0,138M F'. Desse estudo foi constatado que as paredes internas
dos poros apresentam anions incorporados da solugdo, que era predominantemente composta
por fosfato. Além disso, o autor observou uma camada de fosfato de calcio sem falhas e bem

aderida ao substrato nanotubular de Ti.

Uma variante indireta para a deposicdo de uma camada de HA sobre Ti consiste na
anodizacdo em solu¢do acetato de calcio e P-glicerofosfato de calcio. Nessas condigdes
forma-se um filme de 6xido de titanio contendo Ca e P. Apds tratamento em autoclave em
presenca de agua precipita-se uma grande quantidade de cristais de HA. O resultado ¢ uma
camada anodica de 6xido de titdnio contendo Ca ¢ P ¢ sobre esta, outra camada de HA de

elevada cristalinidade com espessuras na ordem de milimetros (ISHISAWA, 1995).
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3.7.3 Importincia das cerdmicas bioativas na area médica e odontoldgica

Os implantes de Ti do tipo endodsseos, recobertos com fosfatos de célcio tem tido
aplicacdo crescente na odontologia, pois estudos clinicos indicam que o tecido 6sseo sadio
responde positivamente as superficies bioceramicas. A hidroxiapatita (HA) ¢ utilizada para
recuperar a perda Ossea apoOs a restauracdo ou extragdo de um dente. Pinos de Ti revestidos
com HA sdo usados no implante para a substituicdo da raiz do dente. Na ortopedia existe um
particular interesse em usa-la como revestimento de proteses metdlicas para promover a

ligacdo interfacial estdvel entre o material implantado e o tecido vivo.

3.7.4 Importancia das ceramicas bioativas na area farmacéutica

A liberacdo controlada de reagentes ou de medicamentos por bioceramicas bioativas €
outro aspecto com potencial importancia tecnologica, devido ao fato destas bioceramicas
serem biocompativeis em mamiferos. As substancias biologicamente ativas podem ser
incorporadas durante a transi¢do Sol-Gel, ou apds a formacao das biocerdmicas. A liberagdao
de uma grande variedade de substincias, incluindo esterdides, fArmacos anti-cancerigenos,
antibioticos, anticoagulantes, fatores de crescimento e proteinas, tem sido testada. Em geral, a
velocidade de liberagdo das espécies aprisionadas esta relacionada a dissolugdo da matriz,
embora possa ocorrer, também, simples difusdo da substincia a partir do recobrimento
bioceramico. A velocidade de liberagdo das espécies pode ser regulada variando-se
parametros como a concentracdo da espécie, a incorporacdo de aditivos, as condi¢des de

secagem e o pH do meio.

Ceramicas porosas, a base de HA possuem grande potencial de aplicagdo na area de
implantes Osseos, principalmente na reconstituicdo, reparos e preenchimento de cavidades
Osseas decorrentes de processos inflamatorios, acidentes ou osteoporose (FABRI, 1995;
RAVAGLIOLI, 1992; HENCH, 1998). No tratamento de tumores, esse biomaterial vem
sendo usado como suporte de acdo prolongada. A introducdo de drogas anticancerigenas em
blocos de HA porosa permite que o tratamento da doenga seja realizado com a liberagao
gradual da droga no organismo. Sob esse aspecto a técnica de recobrimento com uma camada
bioativa ¢ atrativa, pois combina o tratamento do tumor com a substituicdo do osso doente

(MAVROPOULOS, 1999).
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3.8 Cultura de Células-Tronco Mesenquimais

Células-tronco sao células em um estagio inicial de desenvolvimento e que podem se
transformar em qualquer tipo de célula, quando adultas. Essas células se diferem de outras
células do organismo por apresentarem trés caracteristicas: sdo células indiferenciadas e nao
especializadas, sdo capazes de multiplicar por longos periodos mantendo-se indiferenciadas e
quando se multiplicam cada nova célula tem potencial para manter-se como célula-tronco ou,

entdo, sao capazes de se diferenciar em células especializadas de um tecido particular.

Uma das mais interessantes propriedades das células-tronco ¢ a capacidade de
diferenciacdo em multiplos tipos celulares quando sdo utilizados estimulos apropriados. As
Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) podem ser diferenciadas in vitro, em adipdcitas
(células gordurosas), condrocitas (células cartilaginosas), osteoblasticas (células Osseas) e

midcitas (células musculares).

As CTMs in vitro sdo capazes de se diferenciar apenas se estiverem em condigoes
adequadas de temperatura, atmosfera e pressdo. Além disso, precisam ser cultivadas em um
meio com proteinas, soro e fatores de crescimento especificos para a diferenciagao requerida.
As CTMs podem ser estimuladas por proteinas convenientes, como as Proteinas Osseas
Morfogenéticas (Bone Morphogenetic Proteins - BMPs). As BMPs sdo utilizadas em CTMs

quando se deseja a sua diferenciagdo em células 6sseas (FAVUS et al., 1993).

Camargo (2004) estudou o comportamento de CTMs, condrdcitos e osteoblastos
expostos a fatores de crescimento ((PHA-E) ou (ConcA)). O estudo mostrou, através de testes
In vivo, que as c€lulas aumentaram a sua capacidade de adesdo em varios tipos de materiais,
incluindo Ti puro. Segundo Nishimura et al. (2004), CTMs, com fatores de crescimento,

apresentam um aumento na adesao e na resisténcia a estimulos mecanicos em proteses.

3.8.1 Cultura de CTMs associada ao uso de implantes

Devido a capacidade de facil obtencdo e a ampla capacidade de diferenciagdo, as
CTMs podem ser usadas na terapia celular e na engenharia de tecidos. Entretanto, o sucesso
do uso depende da interacdo entre as células e o suporte. Idealmente, o sistema célula+suporte
deve ser resistente a protedlises e a estimulos mecanicos, os quais causam inflamagdo ou

instabilidade mecanica nos tecidos lesados (NISHIMURA et al., 2004).
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Frosch et al. (2006), de acordo com testes in vivo, avaliaram o comportamento de
implantes de Ti recobertos com e sem cultura de CTMs. O estudo apresentou, em um
significante nimero de casos a regeneragdo superficial completa da cartilagem articular da
junta do joelho das cobaias, em contraponto com implantes ndo tratados que apresentaram

uma incompleta formacao de cartilagem.

Wang et al. (2002) investigaram o comportamento das Células-Tronco Mesenquimais
Humanas (hCTMs), diferenciadas em células osteoblasticas, quando expostas a particulas em
ruina, derivadas de biomateriais ortopédicos. Os autores verificaram, em presenga de
particulas submicroscopicas de Ti Cp a apoptose das células, em virtude da inibi¢do da matriz
de mineralizacdo. Esse comportamento sugere que a citotoxicidade gerada pelas particulas de
Ti pode causar uma reduc¢do da formacdo Ossea na interface osso-implante devido a baixa

diferenciagdo osteoblastica.

Dalby et al. (2006) estudaram o comportamento das Células-Tronco Mesenquimais
Humanas (hCTMs) em superficies de Ti nanoestruturadas. Os autores observaram que as
células formam grandes filamentos (filépodes), além de estabelecerem contatos bem definidos
e organizados. Segundo os autores, o desempenho verificado indica que a superficie de Ti
nanoestruturada pode ter influéncia na resposta celular e que escalas nanotopograficas sao,

possivelmente, responsaveis pelo aumento da adesdo celular com o material.

Segundo Dekker et al. (2005), implantes de Ti que ndo possuem camada bioativa na
sua superficie também possuem um grande potencial de induzir a formagao 6ssea. Contudo,
um recobrimento bioativo sobre implantes de Ti, sob uma cultura de células especificas,
facilita a proliferacao e diferenciacdo de células dsseas osteoprogenitoras, produzindo células
osteogénicas. Gil (2002), usando o método proposto por Kokubo (1996) para induzir a
formac¢do de uma camada bioativa em Ti, demonstrou que adesdo e a diferenciacdo de células
de osteoblastos sdo muito melhores sobre camadas bioativas de Ti, em compara¢do com Ti

sem recobrimento bioativo.

Sader et al. (2005) estudaram a interagdo Ti + células osteoblasticas, em razao da
topografia do implante. Os autores observaram que a presenga de filamentos e a aderéncia das
células ndo sdo afetadas pela rugosidade da superficie. No entanto constataram que, em
superficies rugosas, as células apresentam um comportamento poligonal, com filamentos
pouco desenvolvidos. Esse comportamento sugere uma diminui¢cdo na viabilidade celular e

um atraso na atividade celular em células cultivadas sobre superficies rugosas de Ti.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

O procedimento experimental deste trabalho foi divido em trés partes. A primeira
parte foi realizada no Laboratério de Processos Eletroquimicos e Corrosao (ELETROCORR)
do Departamento de Metalurgia/UFRGS. A segunda parte foi realizada no ELETROCORR e
no Laboratorio de Imunogenética do Departamento de Genética/lUFRGS e no Centro de
Microscopia Eletronica (CME)/UFRGS. A terceira parte foi um trabalho em conjunto com o
Chair for Surface Science and Corrosion (LKO) do Departamento de Ciéncia dos Materiais
da Universidade de Erlangen-Niirnberg, em Erlangen/Alemanha. As amostras foram

produzidas no LKO e analisadas no ELETROCORR e no CME.

Parte 1

4.1 Modificacdes Superficiais Quimicas e Eletroquimicas

Neste estudo foram propostos quatro diferentes tipos de tratamentos superficiais,
produzindo, assim, quatro diferentes caracteristicas fisicas e quimicas na superficie das
amostras. Os tratamentos foram aplicados com a finalidade de produzir superficies distintas
em amostras de titdnio (Ti). Com base nessas diferengas de superficie, pode-se verificar a

qualidade das superficies produzidas através das avaliagdes biologicas in vitro.

As dimensdes das amostras foram previamente discutidas e estabelecidas juntamente
com um grupo colaborador da Faculdade de Odontologia/UFRGS. Essas dimensdes deveriam
ser adequadas com futuros testes in vivo em cobaias. Assim, determinaram-se as dimensdes

de um implante de titanio, compativeis com uma provavel cirurgia na tibia de ratos machos.

Os processos eletroquimicos utilizados foram: corrosdo por pites e/ou a anodizacao
ap6s centelhamento. A escolha dos parametros experimentais utilizados foi baseada em
trabalho anteriormente realizado (MAFFIA, 2005), no ELETROCORR. Nesse trabalho foi
avaliada a influéncia do acabamento superficial na morfologia do pite formado e a influéncia
da densidade de corrente aplicada e do tempo do teste sobre a morfologia do 6xido crescido
por Anodizacdo. Baseando-se nisso, foram estabelecidas as condigdes dos processos

eletroquimicos estudados como um parametro inicial para a realiza¢do do presente estudo.
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Em algumas das amostras anodizadas foi feita deposi¢do quimica de fosfato de calcio,
com a finalidade de se obter um recobrimento bioativo sobre as superficies das amostras
tratadas eletroquimicamente. Além disso, se deseja alcancar um fechamento total ou parcial
dos poros obtidos por anodizagdo. Esse procedimento tem grande importincia na area
bioquimica, pois 6xidos porosos de titdnio podem servir de veiculo para medicamentos
oclusos nos poros apds fechamento. A selagem total ou parcial ¢ capaz de funcionar como um

vetor, ajudando na taxa de liberagdo de farmacos no interior dos poros.

Para a avaliacdo das técnicas utilizadas simulou-se o comportamento biolégico junto
as amostras produzidas. Com a colaboragdo do Laboratério de Imunogenética fez-se a cultura

de Células-Tronco Mesenquimais sobre as superficies tratadas das amostras de Ti.

Todas as diferentes topografias produzidas nas superficies foram analisadas no
Microscopio Eletronico de Varredura. Por meio de imagens obtidas foi feito o estudo

qualitativo e quantitativo dos processos utilizados.

4.1.1 Materiais

Eletrodo de Trabalho

Uma chapa de titanio comercialmente puro (Ti Cp), ASTM F67, grau 2, com 0.8mm
de espessura, foi adquirida junto a empresa CAMACAM (distribuidora autorizada em Ligas
Especiais Villares Metals S/A). A composi¢ao quimica da chapa, apresentada pelo fornecedor
esta descrita na Tabela 4.1. Nao foram realizadas analises adicionais para a comprovagdo da

analise quimica fornecida pela empresa CAMACAM.

Tabela 4.1 Composicdo quimica (% em peso) da chapa de Ti, fornecida pela

CAMACAM.
C Si ([Mn (Cr | H Q) Mo | N W Y Ti Co Fe
0,01 |- - - 0,003 | 0,14 | - 0,01 |- <0,005 | Bal |- 0,11
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As amostras foram cortadas, a partir da chapa de Ti, em placas com dimensdes em
torno de 4mmX6mm, aproximadamente. Estas amostras foram lixadas mecanicamente com
lixas de SiC, desde #180 até #4000 e polidas com pasta de diamante de 3um e de lum. Em
seguida, foram lavadas em agua destilada e limpas em ultrasom com acetona durante 10

minutos, apo6s foram lavadas em alcool etilico e secadas com jato de ar frio.

O contato elétrico foi feito com um fio de cobre de 20cm de comprimento, sendo
removido o 6xido de cobre em ambas as pontas, e uma gota de cola prata unindo uma das
extremidades desse fio e uma das faces da amostra. O contato e a respectiva face juntamente
com as bordas foram isolados com laca cetonica isolante e ndo porosa. A area da face de

trabalho foi mantida inalterada em 4mmX6mm, aproximadamente.

Apos a secagem da laca, a face de trabalho foi desengraxada cuidadosamente, com o
auxilio de algoddao embebido em acetona. As amostras foram guardadas isoladamente em

envelopes plasticos e mantidas em um dessecador até realizacdo dos testes eletroquimicos.

Eletrolitos

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de grau PA e 4agua destilada, em
um meio aerado e sem agitacdo. A Tabela 4.2 e a Tabela 4.3 exibem os eletrélitos utilizados
nos processos eletroquimicos e a composicao das solucdes utilizadas na deposi¢dao quimica de

fosfato de calcio, respectivamente.

Tabela 4.2  Eletrolitos utilizados nos processos eletroquimicos.

Corrosao por pites NaBr IM pH 6,

Anodizacao apés centelhamento H;POy4 1M pHentre 1 e 1,5

Tabela4.3  Composicao das solugdes para deposicao de fosfato de calcio.

1/4 HsPO4 0,3M pH 1,5
Solugéo 1 3/4 Ca(OH), 0,2M pH 12,6
Solucio 2 Ca(OH), em suspensao 0,2M pH 12,6
Solucio 3 Ca(OH);, filtrada 0,2M pH 12,6
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Equipamentos

Os testes potenciostaticos foram realizados em um potenciostato AUTOLAB ECO-
CHEMIE PGSTAT 30. Nas medidas em modo galvanostaticos foi utilizada uma fonte de
corrente (0-300V / 0,2A) produzida na Oficina Eletronica do Instituto de Fisica/UFRGS.

4.1.2 Métodos

Processo de corrosao por pites

O processo de corrosdao por pites foi realizado potenciostaticamente em célula
convencional de trés eletrodos. O contra-eletrodo foi confeccionado a partir de uma grade de
Pt, de 1,77cm2 de 4rea. Como eletrodo de referéncia utilizou-se um fio de Ag, previamente
anodizado em 1M NaBr, pH 6, com uma densidade de corrente de lmA.cm'z, por 10 minutos,
sendo este anodizado anteriormente a cada novo teste. A distancia entre o eletrodo de trabalho

e o eletrodo de referéncia foi de aproximadamente 1mm e entre o contra-eletrodo foi de 1cm.

As amostras foram polarizadas em um potencial constante de 1,87V [ENH] acima do
potencial de pite, durante cinco minutos, conforme proposto por Maffia (2005). A solucdo
utilizada foi 1M NaBr, pH 6, preparada com 4gua destilada, arejada e sem agitacdo. A célula
pirex contendo a amostra foi colocada dentro de um frasco de vidro termostatizado em 80°C.

O potencial de eletrodo da amostra foi medido em relacao ao eletrodo de referéncia Ag/AgBr.

Processo de anodizacdo porosa apos centelhamento

Para o processo de anodizagdo a plasma foi montada uma célula convencional de dois
eletrodos. A distancia entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia foi mantida constante, em

aproximadamente Smm e o contra-eletrodo utilizado foi de Pt, o mesmo do ensaio anterior.

A solucdo aquosa utilizada foi 1M H3;POs4, pH entre 1 e 1,5, preparada com agua
destilada. Em cada um dos testes foi aplicada uma densidade de corrente de 40mA.cm™ com
auxilio de uma fonte de corrente (0-300 / 0,2A), sendo que esses foram realizados em
temperatura ambiente e teve a duracdo de 102 segundos apoOs atingir o potencial de

centelhamento (180+10)V.
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Processo de corrosdo por pites e posterior anodizagdo porosa apds centelhamento

O processo de anodizagdo porosa apoOs centelhamento também foi realizado em
amostras previamente corroidas por pites. Todas as amostras submetidas aos processos
eletroquimicos foram lavadas em agua destilada, limpas em ultra-som e secadas com jato de

ar quente.

Processo de anodizacdo porosa apOs centelhamento e posterior deposicdo quimica de

fosfato de calcio

Nesse tratamento foram utilizadas amostras submetidas ao tratamento de anodizacao
porosa ap6s centelhamento. Apds, fez-se o recobrimento dos poros por deposi¢cdo quimica de

fosfato de calcio.

Para o preparo da solug¢do 1, foram adicionadas uma parte de 0,3M H3POy, e trés
partes de 0,1M Ca(OH),, formando uma solu¢ao saturada em fosfatos de calcio. Observou-se
um aspecto turvo da solucdo, contendo uma grande quantidade de particulas brancas em
suspensdo. As solugdes 2 e 3, consistem em uma solu¢do de 0,2M Ca(OH); (em suspensao e
filtrada, respectivamente). A deposi¢do quimica, pelo procedimento 1, foi feita da seguinte

maneira:
1. Imersdao da amostra na solucdo 1, seguida de ligeira secagem.

2. Sem lavar a amostra, fez-se a imersao na solugdo 2 de 0,2M Ca(OH); (em suspensdo),

seguida de ligeira secagem. Cada uma das duas imersdes teve a duragdo de 1 minuto.
3. Repetiram-se os dois processos anteriores por mais quatro ciclos.

A deposicdo quimica, pelo procedimento 2, ocorreu de maneira similar ao

procedimento 1, sendo a segunda imersao em solucdo 3 de 0,2M Ca(OH), (filtrada).

A secagem do recobrimento de fosfato de calcio foi feito ao ar. Apds, as amostras
foram lavadas em agua destilada, secadas com jato de ar quente e guardadas em um

dessecador.
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Parte 2

4.2 Cultura de Células-Tronco Mesenquimais sobre placas de Ti

Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) foram cultivadas sobre as superficies tratadas
das amostras de titanio, junto ao Laboratério de Imunogenética/UFRGS. As células foram
extraidas de ratos vivos, conforme o método reportado anteriormente por Meirelles (2003).
Essa cultura de células responderd positiva ou negativamente em relacdo ao substrato,
verificando assim qual ambiente superficial ¢ o mais adequado para a sua proliferacao.
Espera-se com isso avaliar a qualidade das superficies produzidas nos tratamentos

eletroquimicos.

No primeiro conjunto de amostras, as placas de Ti foram recobertas com 2x10°
CTMs/ml, ressuspensas em 30uL de meio de cultura especifico (HDEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino. A Figura 4.1.a apresenta as amostras de titdnio recobertas com
CTMs e ressuspensas em meio de cultura especifico. As placas foram manipuladas com pinga
adequada, para evitar danos ao material. Nesse conjunto as amostras ficaram quatro dias em
estufa. A Figura 4.1.b apresenta a placa de 24 pogos mantida em estufa umidificada (37°C;

5% de CO,) até o momento da analise.

Figuras 4.1  Fotografias apresentando a) placa de 24 pogos contendo as amostras de titanio
de 24mm?” sob a cultura de CTMs e b) Placa de 24 pogos em estufa.
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No segundo conjunto, foram estabelecidos quatro grupos de cultura sobre as placas de
titAnio sem tratamento: 5x10° CTMs/ml durante dois dias, 1x10° CTMs/ml durante dois dias,
1x10° CTMs/ml durante 3 horas ¢ um controle negativo com meio de cultivo apenas. As
células-tronco foram cultivadas em Dulbeco's Modified Eagle’'s Medium (DMEM) com a

adicdo de solug¢do tampao-salina Hepes (2,5-3,7g/1) e 10% de soro fetal bovino (HDMEM).

As culturas foram conduzidas pela adi¢cdo de 5X103, 1x10°, 1x10° CTMs/ml e diluidas
em 40uL. de HDMEM, em cada amostra de titdnio esterilizada. Essas concentragdes foram
mantidas sobre a superficie de Ti, em uma atmosfera umida de 5% CO, durante 3 horas. Apds
este periodo foi adicionado sobre a superficie 1,5ml de HDMEM. Em seguida, as amostras
retornaram as mesmas condig¢des de atmosfera e temperatura de 37°C, durante os tempos de
cultura correspondentes as concentracdes. Passado este periodo em incubacdo, as amostras
foram lavadas em solugdo salina de Hank, livre de Ca’" ¢ Mg*™ (HB-CMF-HBSS), para

garantir a remogao das células que nao ficaram aderidas a superficie (MEIRELLES, 2003).

Nesse conjunto aplicou-se o método colorimétrico em amostras em triplicata. Essas
medidas foram realizadas pelo Laboratério de Imunogenética/UFRGS e interpretadas no
ELETROCORR/UFRGS. O objetivo desse conjunto foi verificar a biocompatibilidade das
modificagdes superficiais e a proliferacao celular das CTMs que estiveram em contato com as

placas de Ti.

No terceiro conjunto foi cultivada uma concentragdo de 1X10° CTMs/ml, durante dois
dias, sobre os quatro tratamentos superficiais em amostras de Ti. O procedimento
experimental dessa cultura celular foi 0 mesmo aplicado no segundo conjunto. A comparagao
da biocompatibilidade promovida pelas modificacdes superficiais em Ti foi avaliada através
do método colorimétrico, no Laboratorio de Imunogenética/lUFRGS e interpretadas no

ELETROCORR/UFRGS.

O objetivo do primeiro e do terceiro conjunto foi avaliar a cultura de CTMs de acordo
com os tratamentos superficiais. Essa avaliacdo foi feita por andlises de Microscopia

Eletronica de Varredura.
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4.3 Andlises e Medidas

4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise por Microscopia Eletronica de Varredura teve como objetivo auxiliar nas
investigacoes das caracteristicas topograficas e quimicas dos materiais estudados. A avaliagdo
da micro e da nanoestrutura superficial ¢ de grande importancia na area de biomateriais, pois
¢ a partir dela que se efetivard a biofuncionalidade do implante. O Microscépio Eletronico de
Varredura utilizado foi um equipamento da marca JEOL®, modelo JSM 6060, localizado no

CME/UFRGS.

A caracterizagdo quimica do recobrimento bioativo foi feita com o Microscopio
Eletronico de Varredura da marca JEOL®, modelo JSM 5800 do CME/UFRGS, através de
espectroscopia de Raio-X (EDS - Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy). Essa analise
possibilita a obten¢do de informagdes quantitativas dos elementos presentes na superficie dos

recobrimentos de fosfatos de calcio.

As amostras foram analisadas em vista de topo, com a finalidade de se obter
informagdes tridimensionais sobre as morfologias superficiais das amostras modificadas
superficialmente. As imagens obtidas em MEV revelaram informagdes topograficas das

amostras tratadas quimica e eletroquimicamente.

Esse equipamento também foi utilizado para avaliacdo da cultura de Células-Tronco
Mesenquimais sobre as superficies das amostras tratadas. Para isso foi adotado um protocolo

padrdo de preparagdo de amostras biologicas para analise em MEV.

4.3.2 Preparacdo de amostras bioldgicas para analise em MEV

A fim de se obter imagens satisfatérias em MEV, aplicou-se, primeiramente, um
protocolo (usado no CME) padrdao de fixacdo, desidratagdo e dessecagdo das amostras
bioldgicas. Tal protocolo foi rigorosamente obedecido para evitar danos a superficie das

amostras, quando submetidas ao feixe de elétrons.
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A primeira etapa e a mais importante ¢ a fixacdo das amostras bioldgicas sobre
substrato metadlico. E na fixagdo que as amostras biologicas tornam-se mais rigidas,
impedindo assim que haja distor¢des nas imagens que serdo obtidas durante a interferéncia

dos elétrons na superficie. A composi¢do do fixador usado nas amostras € vista na Tabela 4.4.

Tabela4.4  Composicao e concentracdo em volume do fixador.

solucio (% vol)
Glutaraldeido 25% 10
Paraformaldeido 8% 25
0,2M Tampao Fosfato 50
H,O destilada 15

A fixacdo do material biologico foi feita apds a coleta das amostras no Laboratdrio de
Imunogenética. Na primeira etapa, as amostras, individualmente em tubos de ensaio, foram

imersas em solucao fixadora e mantidas sob refrigeragdo por uma semana.

Apods uma semana a solugdo fixadora foi retirada do tubo de ensaio com o auxilio de
uma pipeta. Na etapa de limpeza, foram feitas trés imersdes das amostras em solucdo 0,1M

Tampao Fosfato. A composicao da solucao de limpeza esta na Tabela 4.5.

Tabela4.5  Composicao da solucao de limpeza 0,1M Tampao Fosfato.

solucio (% vol)
Tampao Fosfato 0,2M 50
H,O destilada 50

Nas duas imersdes, o processo de limpeza teve a duragdo de 30 minutos cada. Na
ultima imersdo as amostras permaneceram em solugdo Tampao Fosfato e sob refrigeracdo por
24h. Apds fez-se a retirada da solucdo de limpeza de dentro do tubo de ensaio. A solugdo de

limpeza ¢ responsavel pela retirada do Glutaraldeido das células.
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Na terceira etapa, a da desidratacdo, as amostras foram submetidas a banhos de
acetona em concentracdes € em tempos crescentes. A desidratagao ¢ responsavel pela retirada
lenta e gradual de agua das amostras. Na Tabela 4.6 estdo descritas as concentragdes e tempos

em que as amostras foram submetidas nos intervalos de desidratagao.

Tabela4.6  Concentragdo e tempo dos banhos de desidratagao.

Acetona H,Odestilada tempo do banho
(%vol) (%vol) (minutos)

30 70 10

50 50 10

70 30 10

90 10 10

90 10 20

100 0 10

100 0 20

Baseando-se no roteiro mencionado anteriormente, procedeu-se a etapa de dessecacao
das amostras. Na quarta etapa, as amostras ja fixadas e desidratadas foram fixadas sobre stub
e levadas ao aparelho de ponto critico. No aparelho, as amostras, entdo mergulhadas em

solucao desidratante (acetona absoluta), permaneceram numa camara isolada.

Um pequeno volume de CO; liquido foi injetado na camara, misturando-se a solugdo
desidratante. Gradualmente, em varias substituicdes de CO; liquido por solucdo desidratante,
fez-se a remocao total da solucdo da camara. Apods elevou-se a temperatura da camara (até 40-
45°C) acima da temperatura de ponto critico (T, entre 31 e 32°C), consequentemente
aumentando a sua pressdo interna. Durante esse processo, 0 menisco de transicao de fases

desaparece e ¢ feita a substituicao da fase liquida pela fase gasosa de CO..

Ao atingir as condi¢des ideais de temperatura e pressao, a camara foi despressurizada
e as amostras foram retiradas com seguranga. O aparelho de ponto critico utilizado foi um

CRITICAL POINT DRYER da marca BALZERS®, modelo CPD030 do CME/UFRGS.
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4.3.3 Metalizacdo

Todas as superficies das amostras, inclusive as citadas anteriormente, foram
metalizadas com Au, via sputtering, para que se tornassem condutoras. O aparelho utilizado
para a metalizagio foi um SPUTTER COATER da marca BALZERS®, modelo SCD05 do
CME/UFRGS.

4.3.4 Programa de analises de imagens

Andlises estatisticas sobre a morfologia da superficie das amostras foram realizadas
através do tratamento digital das imagens obtidas em MEV. As distribui¢des e tamanhos de
micro e de nanoporos foram medidas utilizando o programa de andlise de imagens Image
Tool® 1.62. As medidas estatisticas foram calibradas de acordo com a escala de tamanho

descrita na imagem em MEV.

Essas analises permitiram quantificar e caracterizar o didmetro médio e a densidade
dos poros, assim como avaliar a influéncia da deposi¢cdo quimica de fosfato de célcio no
fechamento total ou parcial dos poros. Além disso, as imagens permitiram analisar o efeito
quimico e fisico da topografia do substrato na resposta celular. Esse estudo permitiu a

caracterizagdo do crescimento e da modificagcdo das Células-Tronco Mesenquimais.
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Parte 3

4.4  Microcaracterizacao de TiO, nanotubular formado por anodizagdo

As amostras, previamente tratadas, foram fornecidas pelo LKO/Universidade de
Erlangen-Niirnberg. Este grupo investiga a estrutura auto-organizada do 6xido poroso de

titanio em solugao de Na;SO,4 contendo pequenas quantidades de NaF.

O procedimento experimental realizado pelo LKO consistiu na anodizagdo
potenciostatica de amostras de Ti (99,6% de pureza), com 0,1lmm de espessura, fornecida pela
Goodfellow. O eletrolito usado no experimento eletroquimico foi 1M Na,SO4com a adicao de
pequenas quantidades de NaF (0,5; 1 e 5% em peso). Na montagem experimental utilizou-se
uma célula convencional de trés eletrodos, tendo como contra-eletrodo uma grade de Pt e
como eletrodo de referéncia um eletrodo Ag/AgCl (1M KCl). O procedimento eletroquimico
consistiu na aplicagdo de um potencial de 20V por 6h, realizado em temperatura ambiente.
Ap6s a formagdo da estrutura porosa, as amostras foram lavadas com agua destilada e secadas

com um fluxo de nitrogénio.

Para a caracterizagdo morfoldgica as amostras anodizadas foram observadas em um
Microscopio Eletronico de Varredura da marca JEOL®, modelo JSM 5800 do CME/UFRGS.
Uma fina camada de Au foi depositada via sputtering, usando o aparclho SPUTTER
COATER da marca BALZERS®, modelo SCDO05 do CME/UFRGS.

As amostras foram analisadas em vista de topo, para a caracterizagdo quanto a
morfologia topografica do 6xido. Algumas das amostras foram dobradas mecanicamente até
que houvesse o descolamento do 6xido em relagdo ao substrato e consequentemente a quebra
do mesmo. Desta forma foi possivel obter informacdes sobre a secdo transversal e sobre a

medida da espessura do 6xido.

O programa da andlise de imagens, Image Tool® 1.62, foi usado para analisar as
imagens obtidas em MEV. Essas andlises possibilitaram o célculo do didmetro médio, da

densidade de poros, da porosidade e da espessura do 6xido nanotubular auto organizado.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

Parte 1 (Modifica¢des Superficiais em Ti)

5.1 Processo de corrosdo por pites (polarizacdo potenciostatica)

5.1.1 Transiente de corrente do Ti em 1M NaBr

A corrosdao por pites do Ti foi realizada em modo potenciostitico em 1M NaBr,
aplicando-se um potencial de 1,87V [ENH], em temperatura de 80°C, por cinco minutos. Em
estudo desempenhado anteriormente no ELETROCORR, onde se realizou a corrosao por pites
em Ti, nas mesmas condi¢des utilizadas neste estudo, se verificou, através de curvas de
voltametria, um potencial de pite em torno de 1,7V [ENH] (MAFFIA, 2005). Portanto, o
potencial aplicado neste trabalho encontra-se acima do potencial de pite. A Figura 5.1

apresenta o transiente de corrente durante a polarizagao potenciostatica.
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Figura 5.1 Transiente de corrente do Ti em 1M NaBr, 1,87V [ENH] e temperatura de
80°C, durante cinco minutos.
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Nos primeiros segundos é possivel observar, na figura anterior, uma diminui¢ao da
corrente inicial, a qual atinge um minimo de aproximadamente 15mA. Durante esse intervalo
de tempo (em torno dos 10 primeiros segundos) a corrente ¢ muito pequena, o que significa
que a velocidade de anodizagdo ¢ muito baixa. Esse comportamento indica que ha um
pequeno espessamento do o6xido, antes do pite nuclear, que ocorre até a regido A indicada na

Figura 5.1.

Depois de atingir um valor minimo de corrente, ocorre a quebra do filme passivo e
nucleagdo de pites metaestaveis (em torno dos 15s). Como os pites metaestaveis sao muito
pequenos (chamados de micropites), estes crescem e se repassivam em poucos segundos.
Durante esse processo, a corrente apresenta um rapido e gradativo aumento e o seu respectivo
transiente apresenta uma grande declividade. Em virtude do intervalo de tempo estabelecido
durante a aquisicdo ndo foi possivel visualizar as oscilagdes de corrente, atribuidas a
nucleacao de pites metaestaveis. Essas oscilagdes, em correntes muito baixas, indicam que
ocorre a nucleacdo e repassivagdo de pites, em um rapido intervalo de tempo. A

metaestabilidade dos pites dura até, aproximadamente, a indica¢do B na Figura 5.1.

A partir da regido B, a declividade positiva da curva diminui assintoticamente,
apresentando um aumento mais lento de corrente. Nessa etapa, a declividade da curva nao
apresenta oscilagdes, caracteristica do crescimento de pites estaveis. A medida que o pite
estavel cresce, as condigdes dentro do pite se tornam favoraveis para seu crescimento estavel
(indicado pela letra C). Na Figura 5.1 se observa uma diminui¢do gradual do aumento da

corrente.

Experimentalmente, durante a nucleagao do pite, foi observada a formacao “aleatoria”
de bolhas de gas oxigénio na superficie do eletrodo de trabalho. No crescimento dos pites,

essas bolhas se tornam mais intensas e recobrem toda a superficie.
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5.1.2 Analise por MEV em Ti polarizado potenciostaticamente em 1M NaBr

Na Figura 5.2 estd apresentada a micrografia, obtida em MEV, em modo de elétrons
secundarios (SEI), de uma amostra de Ti polarizada potenciostaticamente em 1M NaBr,
obtida em estudo anteriormente realizado por Maffia (2005), no ELETROCORR. A

micrografia, em vista de topo, mostra um pite, com perimetro aproximadamente circular.

Figura 5.2 Micrografia, em vista de topo, apresentando a morfologia de um pite estavel
em Ti polarizado potenciostaticamente em 1M NaBr (MAFFIA, 2005).

Observou-se, durante o experimento, a formacao de goticulas de liquido avermelhado
no interior dos pites, indicando a formagdo de Br; liquido durante o ataque. Como o 6xido ¢
mais fino no interior do pite, nesse local ocorrera o enriquecimento de Br', o qual migra para
dentro do pite para garantir a eletroneutralizacio dos cations Ti’", liberados pela reacdo
anédica dos hidronios produzidos pela hidrolise de Ti*" (Ti** + xH,O = Ti(OH)," ™" + xH,,").
Sendo o 6xido no interior do pite mais recente e, portanto, mais fino, hidratado e condutivo,
do que o 6xido da superficie do Ti, haverd uma profundidade de pite com as melhores

condi¢des de concentracdo de Br™ e de resiténcia do 6xido para a precipitagdo de Br; liquido.

Essa andlise demonstra que a reagdo de oxidacdo do Br ird competir com reagdo de
oxidacdo do titdnio e diminuir a velocidade de dissolucdo nos pites ativos, além de reduzir a

concentragdo dos Br™ do eletrolito dentro da célula oclusa constituida pelo pite.

46



A corrosdo por pites do titdnio em solug¢des de halogenetos ocorre a potenciais bem
acima do potencial do equilibrio halogenetos/halogénio (DUGDALE, 1964). Desta forma, a
corrosdo por pites do titanio em solu¢des de brometo ¢ observada em potenciais acima do
potencial de equilibrio Br'/Br;.

A morfologia interna dos pites repassivados, oclusos com produtos de corrosao,
apresenta uma rugosidade fina. O pite formado apresenta um comportamento conforme o
“modelo hemisférico concavo”, na Figura 5.3. Na Figura 5.4, observa-se uma micrografia de

MEYV em sec¢do transversal do titanio polarizado potenciostaticamente.

w w = didmetro da abertura do pite

m d = profundidade do pite

Figura 5.3 Esquema do pite formado conforme o “modelo hemisférico concavo”.

Figura 5.4 Micrografia, em sec¢do transversal, apresentando um pite estavel em Ti
polarizado potenciostaticamente em 1M NaBr (MAFFIA, 2005).

Nessa figura, se observa um pite estavel, com diametro de abertura igual a 460um e
profundidade de 150um, medidas essas obtidas nas mesmas condigdes de potencial,
concentragdo de eletrolito e temperatura do teste experimental aplicados neste trabalho. O
diametro médio dos pites foi quantificado, neste trabalho, em 314,25 (£85,35)um e a

densidade em cerca de de 250 pites.cm™.
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As analises quantitativas das superficies produzidas mostraram uma grande densidade
de pites e a formagdo destes com grande didmetro de abertura e profundidade, quando
comparados aos obtidos por Maffia (2005). Esta elevada nucleacdo e desenvolvimento dos

pites podem estar associados a fraca anodizacao inicial durante a polarizagao potenciostatica.

Como o tempo de anodizagdo foi muito pequeno, houve a producdo de um filme de
oxido com espessura muito pequena sobre a superficie do titdnio. O filme formado ndo ¢
capaz de suportar a acdo do brometo, aumentando, portanto, a possibilidade de nucleag¢do de
pites. Durante o fendmeno de corrosdo localizada, o 6xido se rompe em vérios locais e de
forma mais intensa, provocando um grande estrago na superficie do metal. Deve ser levado
em conta que a alta temperatura do ensaio (T = 80°C), aumenta os eventos de corrosdo, pois a
temperatura tem um forte efeito na velocidade de corrosdo, quando a velocidade do passo

controlador ¢ o processo de ativacao.

A razdo de aspecto (aspect ratio) média, w/d (onde w ¢ o didmetro ¢ d ¢é a
profundidade do pite) dos pites foi calculada em 2,89 + 0,72. Da mesma maneira se obteve a
taxa de crescimento horizontal, em fun¢do do crescimento vertical do pite. Essa medida ¢
calculada através de w/2.d e seu valor ¢ 1,445 + 0,38 > 1. Ou seja, a taxa de crescimento
horizontal ¢ maior que a taxa de crescimento vertical do pite, isso se explica pela grande
deformagdo mecanica, incorporada durante o polimento mecanico, além dos macro e

microdefeitos do material, a qual resulta em maior velocidade de dissolugao.

Os resultados de didmetro médio obtidos estdo na ordem de grandeza necessaria para
favorecer o crescimento 6sseo no interior do implante e assim melhorar sua ancoragem
mecanica com o 0sso. A densidade de poros medida também ¢ favoravel para o processo de
osseointegracao, pois uma grande area superficial pode ajudar na estimulacao dssea a favor do
implante. Outro fator importante que deve ser levado em conta ¢ a forma do poro obtida.
Estudos (CHEHROUDI, 1989, 1990) mostram que ranhuras superficiais com componente
horizontal sdo necessarias para acelerar a migracdo e garantir a orientagdo dos fibroblastos
para dentro do implante. Portanto, a corrosdo por pites se mostra um método eficaz na
producao de poros micrométricos, capazes de melhorar o ancoramento fisico dos implantes.

Embora os resultados obtidos se mostrem capazes de favorecer a fixagao fisica durante
a implantacao, o desenvolvimento de topografias nanométricas sobre a superficie poderia
ajudar na adesdo de células Osseas sobre o implante. A anodizacdo apds centelhamento ¢é
capaz de produzir superficies porosas de ordem nanométrica. As condi¢des de anodizacdo

podem determinar a textura da topografia e influenciar na modificac¢do da area superficial.

48



5.2. Processo de anodizacao porosa apds centelhamento (polarizacdo galvanostatica)

5.2.1 Transiente de potencial do Ti em 1M H;PO,4

A anodizacdo de Ti, em temperatura ambiente, foi realizada em 1M H;POy, aplicando-
se uma densidade de corrente (i) de 40mA.cm™. O teste teve a duracio de 102 segundos apds
atingir o potencial de centelhamento (180+10V), garantindo-se carga constante acima do Eg.

A Figura 5.5 reproduz o teste em modo galvanostatico de uma amostra de Ti em 1M
H3;PO4. A sobreposi¢do dos transientes de potencial e de corrente, em fung¢do do tempo,

referentes ao ensaio pode ser observada nesta figura.
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Figura 5.5 Transiente de potencial do Ti em 1M H3PO,, temperatura ambiente e duragdo

de 102s apds o inicio do intenso centelhamento.

Verifica-se na Figura 5.5, que o primeiro estagio de anodizacdo ¢ composto por duas
taxas de anodizagdo (OE/0Ot). Nos primeiros segundos ¢ possivel notar as mudangas na
declividade da curva de potencial, que estdo relacionadas as diferentes etapas da anodizacao
nas quais ocorre crescimento de 6xidos com diferentes propriedades elétricas, sendo a taxa de
anodizacdo (OE/ot);+ = 4,2V/s >0. Durante esse intervalo de tempo (0-9s), observou-se, no
experimento, a mudanca acentuada na coloragdo do o6xido, em tons de cores bem vivas,

(BAUN, 1990), relacionada a variagao de espessura do 6xido.
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Apbs, o Oxido cresce a uma taxa de anodizagdo (OE/Ot); = 27,6V/s, constante até
atingir mais ou menos 100V. Esse aumento linear do potencial em fung¢do do tempo
representa o comego do crescimento do 6xido barreira. A densidade de corrente permanece
constante durante esse primeiro estagio, apresentando um comportamento caracteristico da
formagao de filme barreira, onde toda a corrente ¢ utilizada para a formagao do filme.

O inicio do fendmeno de ruptura do dielétrico (electrical breakdown) ¢ indicado pelo
primeiro degrau na curva de potencial. Observa-se na Figura 5.5 que o potencial de ruptura do
dielétrico ocorre aproximadamente em 100V (indicacdo A). Nessa segunda etapa, ocorre um
decréscimo na taxa de crescimento do potencial em fun¢do do tempo de anodizagao (OE/ot), =
16,2V/s, linear e constante. Experimentalmente, foi constatada a variacdo em tons de cinza
claro ao cinza escuro no 6xido. No entanto, apesar da anodizacdo ser realizada em modo
galvanostatico, verifica-se oscilagdes na curva de densidade de corrente que podem ser
explicadas pela fonte ndo ser capaz de manté-la constante durante o centelhamento.

O potencial de ruptura (ou de centelhamento) limita o crescimento normal do filme.
Segundo Yahalom (1971), a mudanca na inclinacdo na curva de potencial em funcdo do
tempo, durante a formacdo do 6xido ¢ devida a recuperagdo parcial dos defeitos no filme,
produzidos quando inicia a ruptura do dielétrico.

A mudanca gradual na declividade da curva de potencial indica o inicio de uma
intensa ruptura do dielétrico (ou intenso centelhamento), que ocorre em 180+£10V (indicagdo
B). A partir desse momento, inicia-se uma suave diminui¢ao na taxa de anodizacao (OE/0t) e,
experimentalmente, pequenas centelhas sdo verificadas na amostra.

Logo apos, uma reducdo abrupta na declividade da curva de potencial, ¢ observada em
torno de 200V (indicac¢do C). A diminui¢do na taxa de anodizagdo (OE/0t); = 0,96V/s indica a
ocorréncia de um intenso centelhamento, juntamente com uma reducao significativa na taxa
de crescimento do 6xido. Nessa terceira etapa comegam a ser observadas oscilagdes na curva
de potencial, sendo que esse quase na varia com o tempo de anodizagdo, que estdo
relacionadas a eventos locais de centelhamento distribuidos uniformemente pela superficie do
filme, ou seja, cada oscilagao esta relacionada a uma fusao localizada, com emissao de luz e
som perceptiveis a “olho nu” e de calor (FERDJANI, 1993).

A duragdo do teste foi de 102s apds o inicio do forte centelhamento e o potencial
maximo foi pré-estabelecido em 300V. Valores esses foram definidos, anteriormente por Dick
et al. (2004), quando se constatou que a anodizac¢do, durante 102s acima do potencial de
180V, produz um grande aumento do didmetro médio dos poros e dos respectivos desvios

padrdo e, consequentemente, uma diminuicao da densidade de poros por area.
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5.2.2 Andlise por MEV em Ti polarizado galvanostaticamente em 1M H3;PO4

Experimentalmente foi observado que o intenso centelhamento comec¢a, com a
emissao aleatoria de luz e som fracos ¢ em menor quantidade, na regido central do anodo
(amostra de Ti). Rapidamente a emissdo de luz aumenta a intensidade, seguindo em pontos ou
em trilha até a regido periférica da amostra. Os estalos também ficam mais fortes e mais
frequentes, parecendo um som continuo. O centelhamento segue, principalmente nessa regiao,
diminuindo de intensidade até o final do experimento. A emissdao de luz resulta da formacao
de plasma apds a vaporizagdo do 6xido e, provavelmente, também do eletrolito. A Figura 5.6
representa o comportamento descrito, onde os poros produzidos pelo centelhamento sdo mais

intensos no centro (regido II) do que perto da borda da amostra (regiao I).

Figura 5.6 Micrografia, em vista de topo, apresentando o 6xido poroso formado pelo
fendmeno de centelhamento em Ti, com poros maiores € mais abundantes na
regido central IT do que na regido I, perto da borda da amostra.

No decorrer do experimento, o efeito luminoso intenso produz varios pontos de luz
aleatdrios e instantdneos na superficie na amostra. No entanto, também ¢é observada uma
sequéncia de pontos adjacentes ao longo de um curto periodo de tempo. A ocorréncia de um

centelhamento provavelmente ¢ catalisada pelo centelhamento anterior, com freqiiéncia,

aumentando o poro na dire¢do de propagacao da centelha.
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O efeito descrito anteriormente pode ser observado na Figura 5.7, onde se nota a
presenca de comportamentos morfologicos diferentes. Na regido I sdo mostrados poros
circulares, provenientes dos “pontos de luz” produzidos durante o centelhamento, enquanto

que regido II ¢ mostrada uma seqiiéncia de poro alongado, em forma de trilha.

®

o
®
regiao I

Figura 5.7 Micrografia, em vista de topo, apresentando as diferentes morfologias do 6xido
anddico em Ti, com poros circulares ou em forma de trilhas.

Nessa micrografia verifica-se o 6xido anddico com comportamento topografico nao
homogéneo. Em algumas regides ¢ observado um 6xido plano e com poros circulares e em
outras regides ¢ verificado um 6xido volumoso em torno das trilhas. A irregularidade na
textura do 6xido pode ser explicada pela condi¢do de intensidade do centelhamento.

Na Figura 5.8 apresenta-se a morfologia do 6xido em uma regido onde ocorre um
centelhamento fraco. Observa-se que nesta regido ndo ocorrem erupgdes em torno do poro. O
oxido formado nesta regido apresenta uma topografia plana e bordas de poros bem definidas.
Nessa micrografia sdo indicados poros com diferentes tamanhos de aberturas e um poro

superficial e raso no 6xido, provavelmente, representando um precursor de poro.
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Figura 5.8 Micrografia, em vista de topo, apresentando a morfologia do 6xido plano,
resultante de um fraco centelhamento, formado sobre Ti.

A Figura 5.9 mostra a morfologia do 6xido em torno de um poro em uma regido de
forte centelhamento. A cratera produzida apresenta um espessamento de 6xido na regido

adjacente a sua abertura, que se deve a erupg¢do causada no poro durante a fusdo do 6xido.

Figura 5.9 Micrografia, em vista de topo, salientando a erup¢ao formada pela fusdo do
o6xido, em uma regido de forte centelhamento, formado sobre Ti.
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Observa-se, na figura anterior, a presenca de pequenos poros isolados em torno da
base da erupg¢do. Isso pode significar que os poros maiores crescem em fungdo dos poros

menores, produzindo poros maiores, com erupcdes ao longo das trilhas.

Esse comportamento induz a conclusio que o Ti anodizado a 40mA.cm™, durante
102s apds o intenso centelhamento apresentard um aumento no diametro dos poros e uma leve
tendéncia a diminuir a densidade de poros, quando comparado aos resultados obtidos por

Maffia (2005), em densidades de correntes e tempos de anodizacao menores.

Na Figura 5.10 pode-se observar regides com diferentes texturas e tamanhos de poros,
conforme visto nas Figuras 5.8 e 5.9. A intensidade das anodizacdo estd representada nas
regides I, II e III, que indicam um fraco centelhamento, um centelhamento de intensidade

média e um centelhamento forte, respectivamente.
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Figura 5.10  Micrografia, em vista de topo, apresentando as diferentes topografias formadas
no 6xido, sobre o Ti, durante o intenso centelhamento.

Para a caracterizacdo quimica do 6xido foi usada a técnica de EDS (Energy Dispersive
X-Ray Spectroscopy), com uma resolugdo lateral de cerca de 1pm. A partir dessa técnica
foram realizadas andlises de elementos no 6xido crescido por anodizagao apos centelhamento,
com o objetivo de verificar a incorporacdo de fosforo. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 5.1 e as regides citadas nesta referem-se as regides indicadas na Figura 5.10.
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Tabela 5.1 Incorporagdo de fosforo durante a anodizagdo do Ti em condigdes de intenso

centelhamento. A porcentagem atomica dos elementos foi obtida por EDS.

elementos regido I regido I1 regido 111
fosforo 3,0% 7.2% 9,3%
oxigénio 33,1% 34,2% 29,2%
titanio 63,9% 58,6% 61,5%
fosforo/oxigénio 0,09 0,21 0,32

Na anodizagdo, apds centelhamento, ocorre a incorporagdo de elementos do eletrélito
no o0xido TiO,, que apresenta tanto constituintes do substrato como espécies idnicas do
eletrélito. De acordo com a tabela anterior verificou além da esperada presenga de Ti e O

(oxigénio), a presenca do elemento P (fosforo), proveniente do H3PO,.

Na regido III foi detectada uma maior quantidade de P, em comparacdo a regido I, que
se referem as locais de forte e de fraco centelhamento, respectivamente. Esses resultados
indicam que com a fusdo do 6xido, teores maiores de P sdo incorporados ao 6xido. Além
disso, sugerem que a incorporagdo inicia no momento da ruptura do dielétrico, desde a
primeira camada de 6xido anddico formada e aumenta & medida que o 6xido cresce até a
ultima camada formada no intenso centelhamento. Essas deducgdes sdo confirmadas pelos
resultados obtidos por Lu et al. (2002), onde as camadas de 6xido mais proximas ao substrato
metalico sdo formadas pelo 6xido puro, enquanto que as mais externas sao formadas pelo

oxido do metal com incorporacdo de ions do eletrdlito.

Maftia (2005) observou por medidas de p-Raman, que, quando se aumenta o potencial
final aplicado, ou seja, quando ha uma intensificacdo do centelhamento, aumenta a razao
anatasio/rutilo. Isso indica que o centelhamento esté4 relacionado diretamente com o aumento
da fase anatéasio. Segundo Eppler (1969) os fosfatos sdo fortes catalisadores da formacao da
fase anatasio. Portanto, o fato de, presumidamente, ter sido encontrado fosfato incorporado do

eletrélito durante a anodizagdo, sugere que uma das fases ou a fase formada seja anatéasio.

55



Na Figura 5.11, se verifica o comportamento de uma fusdo. A erupgdo formada pela

fusdo apresenta-se num estagio anterior a formagao do poro, durante a anodizagao.

oxido mais

ZB8kL X122, 088 15t

Figura 5.11  Micrografia, em vista de topo, salientando uma erupg¢ao inicial do 6xido sobre
Ti, durante o intenso centelhamento.

Em regides de forte centelhamento houve um aumento do volume de 6xido em torno
da abertura do poro; em comparacdo ao 6xido plano da base, formado sem fusdo. Esse
aumento de volume sugere que o 6xido formado pela erupcdo ¢ menos denso que o 6xido da
base (vide indicagdes na figura anterior). A menor densidade deduzida pode ser explicada
tanto pela vaporizacao de 6xido e formacao de nanoporos e vacancias, como pela formagao da
fase menos densa anatasio (Panatasio = 3,90g/cm3) em detrimento da fase rutilo (pPrutio =
4,25g/cm’). A ruptura do 6xido pode estar associada a transformagio da estrutura cristalina
durante o aumento de potencial, levando a crer, como isso, que as fusdes endotérmicas na

superficie do 6xido estdo basicamente associadas a cristalizagcdo, sendo estas fusdes as

precursoras dos nanoporos.
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Na Figura 5.12, observa-se em toda a extensdo do 6xido uma estrutura porosa crescida
superficialmente. Essa estrutura contém uma grande variedade de poros distribuidos

aleatoriamente, com tamanhos e formas distintas.

poros de tamanhos diferentes poros em formas diferentes

Figura 5.12  Micrografia, em vista de topo, apresentando a topografia sobre Ti formada por
poros de tamanhos ndo homogéneos.

Andlises estatisticas sobre a morfologia da superficie das amostras, obtidas em MEV,
foram realizadas utilizando o programa Image Tool®. As distribuicdes e tamanhos dos poros
foram medidas através da contagem digital de pixels de cada poro e conversdo em suas
respectivas normalizagdes através da devida calibragdo. Com isso deseja-se avaliar o efeito
morfoldgico produzido no 6xido de titdnio, quando o potencial de anodizacdo ultrapassa o
potencial de centelhamento numa duragdo de 102s. Os resultados da anodizacdo do titanio
foram avaliados através de aspectos morfologicos tais como diametros médio (Dmedio),
maximo (Dmaximo) € MINIMO (Diminimo), assim como a densidade de poros em relagdo a area da

amostra.

A Tabela 5.2 mostra o resultado do estudo morfolégico do 6xido, feito a partir do
mapeamento e contagens dos poros obtidos na anodizagdo acima do potencial de forte

centelhamento. Os resultados a seguir foram apresentados por Dick et al. (2006).
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Tabela 5.2 Parametros obtidos por imagens de MEV e analises do programa Image Tool®,
da anodizacdo em condi¢des de intenso centelhamento.

D medio dos poros D maximo dOS D ninimo dOS porosidade densidade de poros
(£3) poros poros
529 (£ 462)nm 3922nm 113nm 4,2 % 1,09 x 10" cm™

A porosidade percentual da superficie foi medida através da razdo entre area total dos
poros ¢ a area total da amostra. A densidade de poros foi estabelecida pela quantidade total de

poros distribuidos na area superficial da amostra.

Os resultados obtidos foram comparados aos resultados obtidos em trabalho anterior
(MAFFIA 2005), realizados nas mesmas condi¢des do presente estudo. Os resultados obtidos

por Maffia estdo mostrados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3  Parametros obtidos por Maffia (2005) em condi¢cdes de anodizagdo
semelhantes a realizadas neste trabalho.

D medio dos poros B maximo dOS DB iminimo dOS densidade de poros
(£9) poros poros
322 (+199)nm 1189nm ~110nm 2,42x 10" cm™

Confrontando os resultados apresentados nas Tabelas 5.2 e 5.3 se observa uma
discrepancia entre os respectivos valores. Levando-se em conta que ndo houve diferenca entre
os parametros experimentais, pode-se inferir que a diferenga entre as condi¢des foi agregada a

amostra durante a sua preparacao.

No procedimento experimental realizado por Maffia, as amostras foram lixadas sob
grande pressdo, em condig¢des esporadicas de jato de dgua e sem sabao liquido. O acabamento
final mostrava uma superficie de textura irregular e tonalidade esbranquicada, que indicavam
as regides de deformacdo mecénica. Neste trabalho as amostras foram lixadas, aplicando-se
uma baixa pressdo durante o lixamento, em fluxo de agua e com sabdo liquido. O
procedimento foi adotado para minimizar o atrito entre a amostra e a lixa e, assim, diminuir os
defeitos mecanicos produzidos na superficie do Ti. A superficie produzida apresentou uma

coloracdo cinza escuro e sem indicios de deformacdo mecanica.
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Os valores de didmetros médio, maximo e¢ minimo sdo maiores na Tabela 5.2,
(referentes a este trabalho), em comparagdo a Tabela 5.3 (tese defendida por Maffia). No
entanto, a segunda tabela apresentou uma densidade de poros maior, em relagdo a primeira.

A Figura 5.13 mostra um poro formado em uma regido de forte centelhamento. A
morfologia desse poro apresenta uma borda em relevo e alguns pequenos poros distribuidos
em torno da base da erup¢do. A abertura desse poro possui uma forma irregular,

provavelmente, formada pela jungdo dos diferentes formatos e tamanhos dos poros internos.

diferentes formatos e tamanhos de poros
no centro da erup¢io

poros menores na base da erup¢io

Figura 5.13  Micrografia, em vista de topo, apresentando uma estrutura porosa
interconectada, formada pelas sucessivas erup¢des no 6xido anddico de Ti.
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Através da abertura desse poro, observa-se uma estrutura de oxido poroso e
interconectado, tipo uma esponja, formado por varios poros menores, que estdo distribuidos
na espessura do oxido. Ao longo da profundidade, os poros menores e arredondados
encontram-se numa regido mais interna do 6xido, enquanto que os poros mais abertos e de

formatos irregulares acham-se mais superficialmente no 6xido.

Na anodizacao, o espessamento do 6xido ocorre devido as finas camadas de 6xido que
apresentam em sua extensdo varios sitios de centelhamento. O espessamento e a porosidade
do oxido estdo relacionados com sitios de centelhamento da camada anterior, resultando em
um 6xido poroso com poros interconectados. A condicao de forte centelhamento, ao longo do

tempo, torna esses poros mais abertos, com formas irregulares e com erupcdes na borda.

Os resultados obtidos apresentaram o desenvolvimento de um método de
porosificacdo em escala nanométrica do 6xido de titanio crescido sobre Ti. Pela anodizagdo
porosa apds intenso centelhamento se obteve um aumento da rugosidade, devido ao
espessamento das camadas de 6xido anddico. Tais modificacdes podem ser benéficas no
processo de adesdo de células sobre a superficie do implante de Ti e, além disso, a anodizagao
porosa ap6s centelhamento é capaz de produzir um 6xido poroso com poros interconectados,

que podem servir de reservatorio de fArmacos e ajudar em tratamentos médicos.
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5.3.  Processo de corrosio por pites e posterior anodizacdo porosa apds centelhamento

A anodizacdo de Ti, previamente corroido por pites em 1M NaBr e potencial de 1,87V
[ENH], foi realizada em modo galvanostatico em 1M H3;PO4 e densidade de corrente (i) de
40mA.cm™. Os testes foram realizados em temperatura ambiente, por 102s apos atingir o
potencial de centelhamento (180+10V). A Figura 5.14 representa o teste realizado, onde se

observa a sobreposicao dos transientes de potencial e de corrente.
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Figura 5.14  Transiente de potencial de Ti em 1M H3;PO4, em condigdes de intenso
centelhamento.

As condi¢oes de anodizagdo utilizada nesse teste sdo idénticas as usadas no teste
anterior. No entanto, se verifica um comportamento diferente daquele observado na amostra
de Ti somente anodizada (vide Figura 5.5). Nos primeiros segundos, uma gradual mudanca na
declividade da curva de potencial que esta relacionada aos diferentes estagios da anodizagao,
sendo a taxa de anodizagdo (OE/ot);+ = 4,4V/s >0. As oscilagdes de potencial, nos 10
primeiros segundos, pode ser conseqiiéncia de uma anodiza¢do ndo convencional dentro do
pite, onde os Oxidos hidratados previamente e os hidroxidos formados durante a corrosdo por
pites sdo mais “frageis” que o 6xido presente na superficie nao corroida da amostra.

Ap0s, observa-se um aumento exponencial durante o crescimento do 6xido barreira. A
taxa de anodizagdo nesse estagio foi medida em (0E/Ot); = 2,0V/s. A densidade de corrente

permanece inalterada, em relacdo a corrente inicial aplicada, durante esse primeiro estagio.
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O crescimento do 6xido barreira ocorre até que o potencial do eletrodo atinja o nivel
de breakdown ou potencial de centelhamento (Eg), em mais ou menos 100V (indicado pela
letra A). Nessa etapa, o potencial cresce a uma taxa linear constante, sendo a taxa de
anodizagao ¢ (OE/ot), = 2,1V/s. No decorrer, hd uma diminui¢do do crescimento do 6xido e
um intenso centelhamento ¢ observado a olho “nu” (que ocorre em 180+£10V, indicado pela
letra B), em toda a extensdo da superficie. Nota-se na curva uma suave diminui¢do no

crescimento do potencial e, pequenas oscilagdes até atingir o potencial indicado pela letra C.

Na seqiiéncia ¢ verificada uma brusca diminui¢do no aumento e muitas oscilagdes do
potencial até o final do experimento, sendo que esse quase ndo varia com o tempo de
anodizagdo. A taxa de anodizagdo nessa etapa ¢ de (OE/0t); = 0,5V/s. Concomitantemente sao
observadas oscilagoes na curva de densidade de corrente, embora a anodizagao tenha sido
realizada em modo galvanostatico. Estas oscilagdes podem ser atribuidas a baixa eficiéncia da
fonte de corrente durante o crescimento do 6xido formado apods centelhamento. Isto ¢, o
aparelho ndo consegue responder com suficiente rapidez e/ou poténcia a uma variagdo muito

rapida e/ou muito grande de resiténcia elétrica do sistema.

Através da comparagdo entre os transientes de potencial da anodizagdo com e sem a
prévia corrosdo por pites (Figuras 5.14 e 5.5, respectivamente), se verifica uma diminuicao na
taxa de anodiza¢do de amostras com a previa corrosdo. Esse comportamento pode indicar um
crescimento anormal do 6xido anddico, sobre uma superficie previamente corroida e com
produtos de corrosdo no interior dos pites, pois, nessa superficie ha a incorporagdo de Br no
oxido, condi¢do necessaria 4 nucleacao do pite. A anodizagao desse 6xido contendo Br™ na sua

estrutura ¢ distinto da anodizagdo de 6xidos livres de halogenetos

Como a superficie apresenta muitos e enormes orificios, a area superficial é maior
do que a amostra sem corrosao. No entanto, a densidade de corrente estabelecida permanece a
mesma estabelecida em 40mA.cm™. A consequéncia disso ¢ uma diminui¢do na corrente
através do eletrodo previamente corroido. O resultado dessa anodizagdo pode ser uma
superficie com tamanho de poros menores (em comparacao a amostra anodizada sem corrosao
prévia, ou até¢ mesmo semelhantes aos poros produzidos em regides de fraco centelhamento).

Embora haja diferenga na corrente, verifica-se que o potencial de centelhamento nao
¢ atingido pela condi¢do superficial da amostra antes de ser anodizada. Segundo Tkonopisov
(1977), o potencial de centelhamento Eg depende do metal anodizado, composicao e
resistividade do eletrdlito. Outros fatores, como densidade de corrente, topografia da

superficie e a formagao do filme durante o polimento de Ti, quase ndo afetam Eg.
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5.3.3 Analise de MEV em Ti polarizado potenciostaticamente em 1M NaBr e posterior

polarizagdo galvanostatica em 1M H3;PO4

Na Figura 5.15 apresenta-se uma micrografia em MEV, feita em amostra de Ti
anodizada sobre uma superficie com corroida por pites. A micrografia obtida em vista de topo
mostra um pite de perimetro circular e uma frente de dissolucdo concava, como vista no item

5.1, no entanto, a estrutura interna do poro apresenta-se modificada.

oxido semi-aderido a parede interna do pite

oxido aderido a parede interna do pite

Figura 5.15  Micrografia, em vista de topo, apresentando a anodizacdo em condi¢des de
intenso centelhamento em uma superficie de Ti corroida por pites.

O oxido interno crescido anodicamente, ora apresenta-se aderido a superficie, ora
apresenta-se semi-descolado das paredes. O fato pode ser explicado pela precipitacdo de
produtos de corrosdo da dissolugdo de Ti, que se precipitam no interior do pite. Os produtos
de corrosdo remanescentes provavelmente, contribuem semi-adesdo do 6xido e na sua

irregularidade morfoldgica, verificada dentro do pite.
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Em toda a extensdo da amostra encontram-se somente pites de forma arredondada, que
podem estar unidos ou nao. Na figura 5.16, pode-se observar a presenga de dois pites bem
definidos, unidos por um caminho de corrosdo. Esse comportamento mostra que, nessa regiao
houve a nucleagdo de pites menores, um perto do outro, em vez de ter nucleado um unico pite
maior. Apesar de ndo ser estabelecido, com consentimento geral, o real motivo pelo qual um
pite nucleia e a efetiva influéncia de alguns parametros experimentais, ¢ possivel deduzir
algumas explicacdes para esse comportamento.

Um dos motivos pode ter sido a ruptura mecanica do filme 6xido passivo na regido
citada. Desse modo, a ruptura teria acontecido pelo enfraquecimento e pela incorporagao de
defeitos neste filme, em virtude do complicado polimento mecanico do titanio. A imperfei¢cao
agregada ao o0xido durante polimento pode ter ocasionado uma maior velocidade de corrosdo

na regido com maior grau de deformagao plastica, possivelmente transferida para esse 6xido.

caminho de corrosio unindo dois pites

pite - caminho - pite

anodizado

zekU

Figura 5.16  Micrografia, em vista de topo, salientando dois pites circulares unidos por um
caminho de corrosdo, em Ti.
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O comportamento descrito anteriormente foi observado em outras regides aleatorias da
amostra, onde se verificam a existéncia de dois ou mais pites circulares unidos por um
caminho. Esse caminho de pite pode apresentar largura (A) mais estreita ou mais larga, como
se fosse a “cintura” do nimero 8. A Figura 5.17 descreve esse comportamento, interpretado

como o “modelo da cintura do 8”, onde os pites 1 e 2 possuem formatos circulares.

w = largura da abertura do pite
A = largura do caminho que une os pites

Figura 5.17 Esquema representando a unido de dois pites por um caminho de corrosao.

A deformacdo mecanica adicionada ao 6xido pode ter facilitado a dissolugdo
horizontal do metal, ajudando na unido dos dois pites, em detrimento da dissolu¢do em
profundidade, conforme discutido no item 5.1.2 deste capitulo. Somando-se a essa explicagao,
o caminho de corrosdo ¢ formado pela maior acidificagdo e concentragdo de Br que essa
regido sofre, devida ao somatdrio de zonas de maior [HBr] dos pites 1 e 2, alimentando o
caminho de corrosdo por ambos os lados.

O caminho de pite formado ¢ mais superficial (ou seja, menos profundo) do que o pite
circular, e sua largura ¢ expressa pela letra grega A. A formacdo desse caminho vem
contribuir com um aumento da componente horizontal do buraco e da area superficial da
amostra. Essas caracteristicas podem auxiliar na deposi¢ao das células precursoras do o0sso,
assim como ocorre em superficies nanométricas produzidas pela oxidag¢ao anddica.

A Figura 5.18 apresenta o distinto comportamento dentro do pite e na superficie do
metal proxima ao pite. Foram feitas duas ampliagdes (a e b) dessa superficie para que se
pudesse verificar o aspecto do 6xido anddico dentro e fora do pite.

As ampliagdes a e b, sobre a Figura 5.18 indicam um comportamento distinto dentro
do pite em relagdo a superficie do metal. Apesar das micrografias ndo possuirem o mesmo

aumento, ¢ possivel estabelecer a diferenca fisica entres estas topografias.
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oxido poroso e irregular dentro do pite oxido plano e homogéneo na superficie

19884 11

Figura 5.18  Micrografia, em vista de topo, apresentando os diferentes 6xidos formados na
superficie do Ti e dentro do pite.

Observa-se que o centelhamento ocorre com mais intensidade no interior do pite,
indicando a presenca de um 6xido mais condutor e menos resistente a quebra do dielétrico.
Esse o6xido, que provavelmente se forma por precipitacdo dos produtos de corrosdo, deve
conter Br incorporado, o que explica a sua menor resisténcia ao centelhamento. Dentro do
pite se nota a formacdo de um 6xido anormal, ndo uniforme e pouco denso, com morfologia
diferente & morfologia do 6xido formado na regido ndo corroida. E possivel que esse
comportamento se deva aos produtos de corrosdo existentes no interior do pite, anterior a

anodizacao.

A magnitude da anodizagdo apods centelhamento sobre uma amostra corroida por pites
¢ fortemente influenciada pela magnitude da corrosdo por pites. Como a corrosdo por pites €
um fendmeno completamente aleatorio, no que se refere a quantidade de pites e a regido

corroida, ndo ¢ possivel garantir a reprodutibilidade desse processo.

66



A condi¢do final da anodizacdo galvanostatica tem grande dependéncia com a
densidade de corrente aplicada sobre a amostra. Isso indica que o centelhamento ocorrera de
forma mais branda, ou até mesmo com a quase auséncia de poros, sobre amostras com grande
quantidade de pites. J4 em amostras com uma pequena quantidade de pites, a densidade de

corrente ¢ maior, provocando assim, um forte centelhamento da superficie.

As Figuras 5.19 - 5.23 apresentam micrografias da regido interna dos pites. Nessas
micrografias ¢ possivel observar a presenca de um o6xido poroso e nao homogéneo. A
porosidade, caracteristica dos 6xidos anodizados em condicdao de forte centelhamento, tem a
sua morfologia modificada, em virtude dos produtos de corrosdo precipitados anteriormente

ao crescimento desses 6xidos. Na Figura 5.19 ¢ indicado um 6xido anormal e desagregado.

oxido compacto oxido rarefeito buraco no d6xido

Figura 5.19  Micrografia, em vista de topo, apresentando o 6xido anddico dentro do pite,
onde se observa um 6xido compacto e/ou desagregado.

Nessa micrografia se observam trés comportamentos distintos. Um o6xido denso e
compacto, um 6xido rarefeito e um 6xido completamente desagregado e esburacado.

A existéncia de um o6xido compacto adequado sobre a superficie metal ¢ capaz de
melhorar as caracteristicas de resisténcia a corrosdo ou de dureza desse metal. Todavia, um
oxido poroso, com tamanho de poros especificos, pode ser de grande utilidade no processo de

osseointegracao.
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Na Figura 5.20a ¢ possivel observar o fundo do pite, em foco, através da largura do
buraco no 6xido (y). Ja na Figura 5.20b criou-se um volume de foco maior, ressaltando as

informagdes sobre a espessura e a topografia do 6xido anodizado.

fundo do pi

. \.*' " 5

/ FSPASSIra dgo

Figura 5.20  Micrografias, em vista de topo, apresentando os 6xidos anodicos dentro do
pite, com a imagem focada a) na regido ao fundo do pite, isto €, na base deste
oxido e b) ao longo da espessura e na superficie do 6xido.
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Conforme foi constatado anteriormente, o 6xido poroso formado na regido interna do
pite apresenta um comportamento anormal e espessura irregular. Contudo, na Figura 5.21 ¢

possivel fazer uma estimativa da espessura desse 6xido na regido perto da borda do pite.

Figura 5.21  Micrografia, em vista de topo, salientando a borda do pite, onde a espessura do
oxido anodizado foi medida em, aproximadamente, 20um.

Verifica-se nessa micrografia que o o6xido formado possui uma alta porosidade
volumétrica. E, que, além disso, apresenta uma semi-adesdo com a superficie interna do pite.

A superficie desse 6xido ndo apresenta um crescimento isomorfo a superficie base,
isto ¢é, a superficie do 6xido formado ndo espelha a concavidade do pite. Isso se deve ao fato
do 6xido ser anormal e ndo possuir uma base plana, como as superficies do item 5.2.2.

Porém, a morfologia deste oOxido pode apresentar um papel preponderante no
crescimento tecidual sobre a superficie modificada. A espessura estimada do 6xido (A) e os
tamanhos de buracos (y) verificados apresentam um tamanho na ordem de dezenas de
microns. As dimensdes dessas fendas sdo compativeis com aquelas necessarias para favorecer
o crescimento tecidual, em um estagio anterior a formagao dssea (pré-osso ou ostedide), para

dentro do implante. A Tabela 5.4 apresenta o crescimento tecidual de acordo com tamanho

das fendas (CERRONI et al., 2002).
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Tabela 5.4  Crescimento tecidual conforme o tamanho das fendas (CERRONI et al., 2002).

tamanho de fendas crescimento tecidual
menor que 10pum sem crescimento

entre 15 e 50um crescimento fibrovascular
entre 50 e 150um formacgao de ostedide
entre 150pum e 300pm crescimento 0sseo

Embora um tamanho de fenda menor que 100pum nao apresente crescimento 6sseo em
seu interior, esse tamanho € necessario para que haja a formagao de um tecido 6sseo imaturo
(ou primdrio). Tamanhos de fendas maiores que 15um sdo importantes na proliferagao de
fibroblastos e na disposicdo de vasos sanguineos e, consequentemente no crescimento, em
fendas maiores, de um tecido 6sseo primario.

A Figura 5.22 mostra um 6xido anormal e muito poroso. Nesta micrografia, & possivel
verificar a presen¢a de um o6xido liso, misturado com um 6xido crespo, de comportamentos

contrastantes, como liso, texturizado, globular e poroso.

— & S

oxido liso oxido texturizado oxido globular oxido poroso

Figura 5.22  Micrografia, em vista de topo, apresentando o fundo do pite, onde se observa
um comportamento anomalo dos 6xidos anddicos.
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A Figura 5.23a ressalta o 6xido em uma regido de fraco centelhamento, onde hé poros
pequenos, de formato circular bem definido e fechados na base. A Figura 5.23b apresenta
regides de forte centelhamento, com poros maiores e abertos, em formatos circular irregular
ou em trilhas e interconectados ao longo do volume do 6xido.

regiio de fraco centelhamento

> pequenos

regioes de forte centelhamento

. ,}l;

pnectados

trilhas

Figura 5.23  Micrografias, em vista de topo, apresentando o 6xido anodico dentro do pite,
onde se observam a) poros muito pequenos, circulares e ndo interconectados e
b) poros maiores, abertos, irregulares e interconectados.
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Os o6xidos anodicos crescidos dentro do pite possuem distintos formatos de poros,
textura alta e porosidade volumétrica maiores, em comparagdo aos 6xidos anodicos crescidos
em Ti sem a prévia corrosdo por pites. Observa-se a formag¢do de um 6xido texturizado apenas
dentro do pite, pois o 6xido na superficie ndo corroida do metal ¢ plano e homogéneo. Desse
modo, os 6xidos crescidos dentro dos pites apresentam uma topografia mais apropriada para a

adesao de células precursoras do osso.

O fendmeno de osteoindugdo do titanio deve-se ao seu recobrimento de 6xido TiO; na
superficie. Portanto, o crescimento anddico de 6xidos TiO, na superficie do titdnio pode
auxiliar na inducao de osso a favor do implante. Entretanto, se a rugosidade do implante for
muito intensa e o dano ao coloca-lo for muito grande, o osso ndo sera capaz de se regenerar
sozinho em torno do implante. Consequentemente, a producdo de um novo 0sso precisa ser

conduzida para o interior das profundas fendas do implante.

O uso de revestimentos de fosfato de calcio na superficie de implantes de titanio, com
o objetivo de torna-los mais bioativo, tem sido explorado em alguns estudos (SPOERKE,
2005). Takemoto et al., (2006) mostraram que o Ti, mesmo sem conter um revestimento de
fosfato de célcio, pode ser osteoindutor. Acontece isto quando o Ti possui uma complexa
estrutura porosa interconectada e uma superficie bioativa proveniente de especificos
tratamentos térmicos e/ou quimicos. Porém, o periodo de implantagdo requerido para a
inducdo do crescimento do osso (osteoconducdo) nos poros desses implantes foi mais longo

(12 meses) do que nos poros de biomateriais com base em fosfato de célcio (45-90 dias).

Contudo, estudos mostram que as propriedades mecanicas dos tecidos; cartilagem,
0ss0, ligamento e tenddo sdo visivelmente diferentes entre si. Devido a diferenca em suas
naturezas, ¢ sensato admitir que a implantacdo em um tecido especifico deva levar em
consideracdo a natureza dos tecidos adjacentes. Desta maneira, a substituicdo de um tecido

especifico ira requerer a constru¢ao de um implante com o uso de muitos materiais.

Superficies tridimensionais de TiO, formadas por anodizagdao porosa podem favorecer
a aderéncia fisica de fosfatos de célcio, uma vez que estes se depositam sobre os nanoporos
formados. Além disso, a deposi¢do de cristais de fosfato de célcio ¢é extremamente aderente,

em virtude das ligagdes quimicas na interface.
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5.4 Processo de anodizacdo porosa apds centelhamento e posterior deposicdo quimica de

fosfatos de célcio

5.4.1 Sintese do fosfato de célcio

Os fosfatos de célcio podem ser sintetizados por precipitacdo, atavés da mistura de
reagentes com ions de célcio e de fosfato sob condigdes alcalinas ou éacidas. Baseando-se
nisso, o preparo da presente solucao foi inspirado na reagao acido-base do Método Via Umida

de formacao das hidroxiapatitas (HA), conforme o item 3.7.1 do capitulo 3.

A solucdo foi preparada através da adi¢do de Ca(OH), a H3POy,, até a saturagdo com a
formagao de cristais de fosfato de calcio. A propor¢do dos volumes foi alcangada em, 75%
0,2M Ca(OH), + 25% 0,3M H3PO,, aproximadamente. Como resultado desta proporcao se
observou uma solu¢do aquosa, de tonalidade leitosa, com a precipitacdo de cristais brancos no

fundo do béquer, que garantem a saturagdo da solugdo.

Dentro dessa solu¢do aquosa, cations de célcio e anions de fosfato apresentam uma
atracdo mutua muito forte, levando a uma superconcentragdo de fosfato de calcio em pontos
aleatorios da solugdo, procurando alcangar a supersaturacdo requerida para a nucleagdo
homogénea. O movimento aleatorio desses “potenciais nucleos” permitird, eventualmente, se
aproximar de alguma superficie onde seja possivel minimizar a energia superficial requerida
para a precipitacdo de um nucleo. Assim, mesmo que a supersaturacdo média da solugdo
tenha um valor modesto, a viabilidade das supersaturagdes pontuais ¢ um fato naturalmente

esperado a partir da atragdo mutua de ions de cargas opostas (GOMES et al., 2002).

5.4.2 Deposicdao quimica de fosfatos de calcio sobre a superficie anodizada de Ti

O método empregado na deposi¢do quimica de fosfatos de célcio sobre a superficie de
Ti anodizado foi baseado no Método Eletrolitico, visto no item 3.7.2 do capitulo 3. A imersdo
na solugdo saturada em fosfatos de céalcio gera um aumento local do pH nas imediacdes da

. . - , 2+ - . ~
superficie da amostra e produz a precipitagdo de fons Ca>" e PO,>", provenientes da solugio.

Posteriormente, a amostra ¢ imersa em uma solugdo alcalina de Ca(OH), aquosa,
assim a amostra carrega, em sua superficie, a solu¢do acida pra dentro da solugdo alcalina. A
pré-acidificagdo da superficie favorece uma reacdo quimica com a solugao alcalina e promove

o~ , 2+ .
a deposicao de ions Ca™ sobre a superficie.
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O procedimento consiste na deposicdo de finas camadas de fosfato de célcio através
de ciclos de imersdo das amostras em duas distintas solugdes aquosas em temperatura
ambiente (25°C). Foram adotados dois procedimentos diferentes, nos quais a forma de

preparacdo da segunda solugdo foi modificada, conforme aparece a seguir.

solucdo 1: Solugdo 0,2M Ca(OH), + 0,3M H3PO4, com fosfatos de célcio

. em suspensao.
Procedimento 1: p

solucdo 2: Solugdo aquosa de 0,2M Ca(OH),, em suspensio.

solucdo 1: Solugdo 0,2M Ca(OH), + 0,3M H3PO4, com fosfatos de célcio

em suspensao.
Procedimento 2:

solugdo 3: Solugdo aquosa de 0,2M Ca(OH),, filtrada.

Para que a espessura final das camadas depositadas seja expressiva, uma maior
quantidade de precipitacao de fosfatos de calcio deve ocorrer sobre a superficie anodizada. No
entanto, a camada final ndo pode ser tdo espessa, de modo que descaracterize a topografia
original do 6xido anodico. Assim, estabeleceu-se um padrao de cinco ciclos de imersdes para
que haja um espessamento significativo da camada de fosfato de célcio na superficie do
oxido. Cada ciclo consite em: imersdo na solucao 1 e posterior imersao na solu¢dao 2, no

procedimento 1, e imersdo em solucdo 1 e posterior imersao na solucao 3, no procedimento 2.

. . . ~ . ~ ’ - +
Na primeira imersio criou-se um filme fino de solugdo saturada em ions PO,’ e Ca’
(fosfatos de calcio) na superficie anodizada. Na segunda imersdo, a amostra foi imersa em
~ . . , 2+ . . . . o . ..
uma soluc¢ao alcalina rica em ions Ca”". No primeiro ciclo de imersdes, pretendia-se precipitar

rapidamente os fosfatos de calcio nos poros superficiais.

No decorrer de cada ciclo de imersdo, as camadas de fosfato de calcio vdo sendo
sobrepostas sobre a superficie do 6xido e nas paredes externas e internas dos poros. Apos a
secagem do ultimo ciclo foram observados, em ambos os procedimentos, a deposicdo de uma

camada densa e esbranquicada sobre superficie das amostras.
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5.4.3 Andlise por MEV em Ti anodizado galvanostaticamente em 1M H3;PO4 e posterior

deposicdo quimica de fosfatos de célcio

Procedimento 1 (cada ciclo de imersdo: imersdo em solucdo com fosfatos de calcio em

suspensao e posterior imersao em solugdo com suspensdo de Ca(OH),)

As figuras deste item apresentam a deposicdo quimica de fosfatos de calcio sobre o
oxido produzido por anodizagdo. A deposi¢ao quimica foi conduzida através do procedimento
1, com cinco ciclos de imersao, sendo cada um: imersao em solu¢ao com fosfatos de calcio

em suspensao e posterior imersao em solucdo com suspensao de Ca(OH),.

Na Figura 5.24, ¢ mostrada a topografia da superficie formada pela deposicao quimica
de fosfato de célcio. Como resultados dessa deposicdo foram obtidos precipitados em duas
morfologias distintas: um recobrimento fino e uniforme sobre superficie e lamelas pequenas e

aglomeradas ou em forma grosseira. ..
precipitados:

aglomerados de pequenas lamelas

recobrimento fino e uniforme .
lamelas grosseiras

Figura 5.24  Micrografia, em vista de topo, apresentando as morfologias formadas pela
deposicdo quimica de fosfato de célcio, através de ciclos de imersdo em
solugdo de fosfatos de célcio em suspensdo e posterior imersdo em solugdo
com suspensdo de Ca(OH),, sobre Ti anodizado.
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Para a caracterizagdo quimica da deposicdo foi usada a técnica de EDS (Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy). No entanto, o feixe de EDS verifica ndo s6 a presenca dos
elementos da deposicdo quimica de fosfato de célcio, mas também os elementos presentes no
oxido anddico e no substrato de titdnio. Em virtude disso, a mesma deposi¢do de fosfato de
calcio foi realizada em uma amostra de Ti sem anodizacdo, garantindo assim que o resultado
da analise de EDS sobre os fosfatos de célcio, nao fosse disfargado pelo foésforo contido no
oxido anddico. A andlise quimica da deposicdo em Ti sem anodizagdo foi realizada sobre as
mesmas morfologias encontradas na deposi¢do sobre 6xidos anddicos. Nessa medida foi
subtraida a informagdo do substrato (Ti) e avaliada s6 a informagao da deposicao quimica. O
resultado obtido por EDS, em amostra sem processo de anodizagdo, esta apresentado na

Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Analise quimica por EDS dos precipitados depositados na deposi¢ao quimica
de fosfato de céalcio em Ti sem anodizagao.

elemento recobrimento recobrimento em
fino e uniforme forma de lamelas
(% atdbmica) (% atdmica)

calcio 249 92,1

fosforo 75,1 7.9

A morfologia uniformemente distribuida, em forma de recobrimento sobre o 6xido
possui uma propor¢do razoavel entre os elementos de calcio e fésforo para que esta
morfologia possa ser caracterizada como um fosfato de calcio. No entanto, a morfologia

composta pelas lamelas, apresentou uma grande quantidade de calcio em relagdo ao fésforo.

No processo de deposicdo quimica pode ocorrer a deposicdo de fosfatos de calcio
sobre a superficie, assim como a anexagdo de hidroxido calcio. Isso ocorre em virtude da
solucdo Ca(OH), apresentar particulas em suspensdo que podem se assentar sobre a fino
recobrimento de fosfatos de calcio. A morfologia em lamelas, provavelmente seja formada
por hidréxido de calcio, contaminado com pequenas porcentagens de carbonato de calcio. Os
resultados da Tabela 5.5 corroboram esse argumento, pois mostram uma quantidade
exacerbada de calcio em relacao a quantidade de fosforo presentes no recobrimento em forma

de lamelas.
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A Figura 5.25 mostra a deposi¢ao quimica de fosfato de célcio sobre poros e trilhas no
oxido, formadas em condi¢des de intenso centelhamento. Na micrografia se observa uma
maior deposi¢ao de fosfato de calcio em regides de forte centelhamento, em comparagdo com

regides de fraco centelhamento.

recobrimento de fosfato de calcio denso e homogéneo

Ay

recobrimento de fosfato de calcio escasso

‘ i

1 rm

Figura 5.25 Micrografia, em vista de topo, apresentando uma grande quantidade de
deposicao de fosfatos de calcio em torno de uma trilha do 6xido anddico de Ti.

As regides de forte centelhamento apresentam ions fosfatos incorporados do eletrélito,
conforme foi constatado na secdo 5.2. Dessa forma, o resultado da deposi¢do quimica de
fosfato de calcio sobre o 6xido anodico serda uma camada de 6xido de titanio contendo ions
PO,> e sobre esta, camadas de fons de célcio e de fosfatos unidos ao 6xido. A unifo ocorre
devido a ligagdo quimica entre os ions do eletrolito anodico e os ions provenientes da
deposicdo quimica, indicando que o P incorporado ao 6xido durante o centelhamento pode

ajudar na nucleacao de fosfatos de célcio sobre a superficie do éxido.

O processo de precipitagdo dos fosfatos de calcio na superficie anodica &,
possivelmente, induzido pela supersaturacao do sal de fosfato de célcio devido ao aumento do
pH na regido adjacente a superficie anddica e a incorporagio de ions Ca’" ¢ HPO,™.
Provavelmente, esse aumento de pH seja maior na regido de forte centelhamento, do que na
regido de fraco centelhamento. Desse modo hd uma menor acidificacao da solucao em locais

onde ha maior concentragdo de fons PO4” incorporados, em comparagio com a outra regido.

71



Na Figura 5.26a se observa um fino e uniforme recobrimento de fosfato de célcio que
atenua a topografia do 6xido anodizado. Em comparacdo com a topografia apenas anodizada

na Figura 5.26b, a Figura 5.26a apresenta uma ligeira diminui¢ao do tamanho dos poros.

Figuras 5.26 Micrografias, em vista de topo, apresentando o Ti anodizado a) com
recobrimento de fosfato de calcio e b) sem recobrimento.

As Figuras 5.27 apresentam uma sequéncia do volume da deposi¢do quimica de
fosfatos de célcio e do fechamento parcial dos poros do 6xido anddico. Os tamanhos das setas

indicam o aumento da espessura da deposicao e o aumento da abertura dos poros.
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espessura da deposicao de fosfato
de calcio

abertura dos poros

Figuras 5.27 Micrografias, em vista de topo, apresentando a ndo uniformidade da espessura
e da quantidade de deposicao de fosfato de calcio sobre o 6xido anddico.
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Através das figuras anteriores ¢ possivel concluir que a quantidade e a espessura da
deposicao ndo sdo uniformes ao longo da superficie. A sequéncia mostra que quanto maior a
espessura da camada depositada, maior ¢ o fechamento dos poros. No entanto, uma camada

demasiadamente espessa nao garante a nanotopografia do 6xido anodico sob esta.

A deposi¢do de fosfatos de célcio através do procedimento 1 (ciclos de imersdo em
solugdo com fosfatos de célcio em suspensdo e posterior imersao em solugdo com suspensido
de Ca(OH);) teve como resultado a formagdo de duas morfologias distintas. Apenas o
recobrimento fino e uniforme, diretamente precipitado e crescido sobre o 6xido anddico
apresentou caracteristicas quimicas de fosfatos de célcio, como indica a alta porcentagem de
P. As demais morfologias apresentaram-se, basicamente, compostas por Ca e podem ter as
seguintes origens: lamelas grandes, formadas por precipitados de hidroxido ou de carbonato
de calcio, oriundos da solucao 1 (fosfatos de célcio em suspensdao) ou pequenas lamelas,
formadas por precipitados de hidroxido ou de carbonato de célcio, provenientes da imersao na
solugdo 2 (suspensdo de Ca(OH),). Embora o recobrimento fino apresente uma composi¢ao

quimica plausivel, esse estd encoberto pela grande quantidade de lamelas de calcio.

Além disso, esse recobrimento apresentou uma distribuicdo ndo uniforme e espessura
irregular sobre o 0xido. Em algumas regides a deposicao se mostrou rala ou muito fina e com
poros totalmente abertos, enquanto que em outras regides a deposi¢ao foi muito espessa, a
ponto de descaracterizar a nanotopografia anddica sob essa deposicdo. A deposi¢ao
homogénea e em espessura intermedidria, que seria a ideal, ndo se mostrou eficiente no

fechamento total dos poros, nem mesmo dos poros menores.

Observou-se, também, que a pré-oxidacao anddica ¢ muito significante no processo de
deposicdo quimica. Foi constatada uma maior nucleagdo de fosfatos de célcio em regides de

forte centelhamento, atribuida a sua afinidade com os fosfatos presentes no 6xido anodico.

Devido aos resultados pouco significativos do procedimento 1, ndo foi realizada a
analise quantitativa do fechamento dos poros. Foram discutidas algumas metodologias para a
preparacdo da solugdo de Ca(OH),, com a intengdo de serem obtidas deposi¢des mais
proveitosas. A decantacdo das solugdes pode ser um parametro importante para obtencdo de
recobrimentos finos e uniformes fundamental para reduzir a presenca de lamelas grosseiras.
No entanto, para que a solu¢do de Ca(OH); seja preparada instantaneamente e os resultados
sejam favoraveis, foi feita uma corre¢do no procedimento 1. O procedimento 2 consiste na
filtragem da solugdo de Ca(OH); (solucdo 3), com a finalidade de minimizar a deposi¢ao de

lamelas de Ca e otimizar o recobrimento de fosfato de calcio.
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Procedimento 2 (cada ciclo de imersdo: imersdo em solu¢do com fosfatos de calcio em

suspensao e posterior imersdao em solugdo de Ca(OH); filtrada)

As figuras deste item apresentam a deposi¢do quimica de fosfatos de célcio sobre o
oxido produzido por anodizagdo. A deposi¢do quimica foi conduzida através do procedimento
2, com cinco ciclos de imersao, sendo cada um: imersao em solucdo de fosfatos de calcio em

suspensao e posterior imersao em solugao de Ca(OH), filtrada.

A Figura 5.28 apresenta a topografia da superficie formada pela deposi¢do quimica de
fosfato de calcio. Como resultado dessa deposi¢do obteve-se um recobrimento mais grosseiro,
compacto ou rarefeito e precipitado mais fino e em menor quantidade, quando comparados a

deposicao pelo procedimento 1 (Figura 5.24).

recobrimento compacto

precipitados recobrimento rarefeito

Figura 5.28  Micrografia, em vista de topo, apresentando as morfologias formadas pela
deposi¢do quimica de fosfatos de célcio, através de ciclos de imersdo em
solugdo com fosfatos de calcio em suspensdo e posterior imersdo em solugdo
de Ca(OH), filtrada, sobre Ti anodizado.
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Na Figura 5.29 ¢ observada a falta de uniformidade do recobrimento de fosfato de
calcio ao longo da superficie oxidada. Essa ndo uniformidade pode estar relacionada a

condicdo de centelhamento a qual as diferentes regides sdo submetidas.

forte centelhamento: . .
poros maiores e irregulares

trilhas

bordas das erup¢oes

fosfato de
mogéneo

fraco centelhamento:

poros menores € circulares

oxido plano

Figura 5.29  Micrografia, em vista de topo, apresentando uma grande quantidade de
deposi¢do quimica de fosfato de calcio em torno das regides de forte
centelhamento do 6xido anddico de Ti.

Através dessa micrografia se verifica que a deposi¢ao de fosfatos de calcio pelo
procedimento 2 também ¢ mais intensa nas regides de forte centelhamento, conforme
verificado na Figura 5.25. Observa-se um volume maior de fosfatos de calcio em torno dos
poros maiores e irregulares e das trilhas, que sdo formatos de poros caracteristicos de um forte
centelhamento. Outra provavel explicagdo ¢ que a nanorrugosidade criada pelo forte
centelhamento possui uma maior energia superficial, suficiente para promover uma

ancoragem do fosfato de célcio e, assim, criar uma unido fisica com a superficie do 6xido.
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A Figura 5.30 apresenta a espessura ndo uniforme da deposi¢cdo de fosfato de calcio
sobre a superficie anodizada. Algumas regides apresentam um recobrimento fino, ja em outras
¢ observado um recobrimento espesso € compacto. Mesmo assim, em ambas as regides o
recobrimento apresentou fissuras e ndo se tornou eficiente no fechamento do total dos poros,

nem mesmo dos Pporos menores.

recobrimento espesso e compacto fissuras no recobrimento

recobrimento fino e desunido

poros semiabertos

Figura 5.30  Micrografia, em vista de topo, apresentando o recobrimento ndo homogéneo de
fosfato de calcio, com fissuras e poros semiabertos, sobre o 6xido anddico de
Ti.
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Apesar do recobrimento espesso e compacto garantir o fechamento de grande parte
dos poros, infelizmente este apresenta fissuras ao longo da deposicao (vide Figura 5.31). As
fissuras presentes nesse recobrimento desvendam uma por¢ao de 6xido ndo recoberta pelo
fosfato de calcio. Esse 6xido aparenta ndo ter reagido quimicamente com a deposi¢do de
fosfatos de calcio, uma vez que apresenta intacta a sua topografia. Essa observacao leva a crer
que camadas muito espessas de deposi¢cdo apenas se depositam sobre o 6xido, e apresentam

pouca ou quase nenhuma interacdo quimica com esse 6xido.

oxido anddico intacto

ato de calcio

Figura 5.31  Micrografia, em vista de topo, apresentando o Ti anodizado intacto sob um
espesso recobrimento de fosfato de calcio.

A Figura 5.32 apresenta uma seqiiéncia do volume da deposi¢ao de fosfatos de calcio
sobre o 6xido anodico e do fechamento total e parcial dos poros. Essa sequéncia mostra desde
um escasso ou um intenso recobrimento nas regides de fracos ou de fortes centelhamentos, até
recobrimentos espessos ou muito espessos, com poros semiabertos ou espessuras compactas €
com fissuras, respectivamente (Figuras 5.32a, 5.32b, 5.32¢ e 5.32d, na ordem mencionada).
Os tamanhos das setas indicam o aumento da espessura da deposicao de fosfato de calcio e o

aumento da abertura dos poros.
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espessura da deposicao de fosfato de calcio

abertura dos poros

Figuras 5.32 Micrografias, em vista de topo, apresentando a ndo uniformidade da espessura
e da quantidade de deposicao de fosfato de célcio sobre o 6xido anddico.
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A andlise estatistica sobre a morfologia da deposi¢cdo quimica de fosfato de calcio
(procedimento 2), através de micrografias obtidas em MEV, foram realizadas utilizando o
programa Image Tool®. A Tabela 5.6 apresenta esta analise através de pardmetros
morfoldgicos, tais como: didmetros médio (Dmedio), MAXIMO (Dmaximo) € MINIMO (Diminimo),
assim como a densidade de poros em relacdo a area da amostra. Para fins de comparagao,
foram reportados os parametros morfologicos obtidos na anodizacao realizada apds intenso

centelhamento, na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 Parametros obtidos por imagens de MEV e analises do programa Image Tool®,
da anodizacdo em condi¢des de intenso centelhamento.

D medio dos poros D maximo dOS DB minimo dOS Porosidade Densidade de
(£9) poros poros poros
529 (+ 462)nm 3922nm 113nm 4,2 % 1,1 x 10’ cm™

Tabela 5.6 Parametros obtidos, por imagens MEV e analises do programa Image Tool®,
da amostra anodizada e posterior deposi¢ao quimica de fosfato de célcio.

Dmedio dos poros D maximo dOS D iminimo dOS Porosidade Densidade de
(+9) poros poros poros
576 (£ 460)nm 3498nm 113nm 2,6 % 6,1 x 10°cm™

A deposicao através do procedimento 2, apresentou como resultado tanto poros
fechados ou parcialmente fechados como poros totalmente abertos. A comparagdo entre as
tabelas mostrou uma ligeira diminuicdo do diametro médio e maximo dos poros € uma

relevante diminui¢do da porosidade.

O Omedio € 0 Dmaximo dos poros ndo apresentaram mudangas significativas, pois foi
feita uma analise estatistica global de superficies aleatérias da amostra. Como foi visto
anteriormente, a deposi¢do quimica nao ¢ uniforme ao longo da superficie, no entanto, a
metodologia empregada no levantamento estatistico nivela as regides com pouco ou nenhum
recobrimento e regides com recobrimento muito intenso. Ja o didmetro G pinimo NA0 apresentou

variagdo, pois estd no limite inferior de aferi¢io estabelecida no programa Image Tool®.
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Contudo, ocorreu uma reducao significativa no numero de poros abertos, em relagdo a
area total da amostra, evidenciado pela redu¢do da porosidade e da densidade de poros. A
porosidade da amostra recoberta com com fosfato de célcio sobre intenso centelhamento,
diminui 38,4% em relacdo a amostra sem recobrimento. A reducdo da porosidade da

superficie ¢ proveniente tanto dos poros fechados como dos parcialmente fechados.

O processo de fechamento de poros, produzidos por anodizagdo na superficie de
implantes dsseos de titdnio, ¢ um importante artificio no estudo da oclusdo de medicamentos
nestes poros, que servem como mecanismo de transporte de medicamentos nos implantes. Sob
esse aspecto a técnica de recobrimento com uma camada bioativa ¢ atrativa, pois combina o

tratamento médico com a substituicdo do osso doente (MAVROPOULOS, 1999).

Entretanto, o recobrimento de fosfato de calcio, através do procedimento 2,
possivelmente apresente pouca adesdo com o O6xido. O controle da espessura desse
recobrimento ¢ importante na medida em que a adesio aumenta com a diminui¢do da

espessura do recobrimento, isto €, camadas mais finas apresentam melhor adesao ao substrato.

A espessura do recobrimento pode ser controlada pela relacao entre o tempo de cada
imersdo e o nimero de ciclos das imersdes. Essa adequada relagdo serd suficiente para
garantir a uniformidade da camada produzida e determinar a obten¢do de uma fina e
razoavelmente homogénea camada de fosfatos de calcio. Além disso, a necessidade de um
recobrimento muito aderido ao substrato pode ser solucionada com a aplicacdo de um

tratamento térmico, que permitira a difusdo entre a camada depositada e o metal base.

Foi observado durante o experimento, principalmente na tltima secagem da amostra,
que a precipitagdo macroscopica dos fosfatos de calcio ocorria apds a secagem da deposigao,
e que a concentragao de precipitados estava relacionada ao gradiente do tempo de secagem. A
primeira regido a sofrer a secagem apresentou uma menor quantidade de precipitados,
enquanto que as outras regides permaneceram com maior quantidade de fosfatos de calcio em
suspensdo (foi observada uma superficie densa e esbranquigada). Esse resultado induz a
conclusdo de que a eliminacao do eletrolito, através da secagem, tem papel importante na

precipitacdo e na deposi¢do de fosfato de célcio na superficie anodizada.

Neste estudo ¢ descrita uma nova metodologia para desenvolver camadas bioativas na
superficie do Ti, que, consiste em recobrir quimicamente superficies anodizadas de Ti com
fosfatos de calcio. Além disso, cultura de Células-Tronco Mesenquimais in Vitro sobre essas

amostras pode ajudar na avaliacdo das modificagdes aplicadas.
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Parte 2 (Avaliagdo Biologica das Modifica¢des Superficiais em Ti)

5.5 Cultura de Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) sobre amostras de Ti

A cultura de CTMs sobre amostras tratadas de Ti foram realizadas em trés conjuntos
({1}, {2} e {3}), onde se variaram as concentracdes iniciais das células [CTMs/ml] e o tempo
de cultura. Estes dados estdo apresentados na Tabela 5.7 e as notagdes usadas na indicagao

das modificac¢des estdo relacionadas na legenda logo abaixo da tabela.

Tabela 5.7  Modificagdes superficiais e suas respectivas culturas de CTMs.

Modificacao Superficial
{1 | [CTMs/ml] | t(h)
sem MS Pite Anod Pite+Anod Anod+P-Ca
1 2x10° 96 - J J J J
5x10° 48 J - - _ _
2 1x10° 48 J _ _ _ _
1x10° 3 J - - - -
3 1X10° 48 - J J J J

sem MS = sem modificagdo superficial em Ti.

Pite = corrosdo por pites sobre Ti.

Anod = anodizagdo apos centelhamento em Ti.

Pite+Anod = corrosdo por pite e posterior anodizagdo apos centelhamento em Ti.
¢ Anod+P-Ca = anodizagdo apos centelhamento em Ti e posterior deposi¢do de fosfato de calcio.

Os (V) indicam a modificagdo superficial aplicada. A nomenclatura “sem MS” indica a
amostra de Ti sem modificacdo quimica ou eletroquimica na superficie. No segundo e no
terceiro tratamento, as amostras foram avaliadas quanto a biocompatibilidade da superficie e a
provavel proliferagdo celular. No primeiro e no terceiro, novamente, as amostras foram

caracterizadas morfologicamente através de micrografias obtidas por MEV.

Na Tabela 5.7, a varidvel (t) indica o tempo de corte na cultura das CTMs em estufa.
Apos as etapas de fixagdo, desidratacdo e dessecacdo das células vivas, o que se tem, sobre o

substrato, ¢ preservacao da forma das células no exato momento do tempo de corte.
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5.5.1 Cultura de 2x10° CTMs/ml, por 96h, sobre amostras de Ti modificadas
superficialmente

No primeiro conjunto foi feita uma cultura em concentragio de 2x10° CTMs/ml por
96h sobre amostras de Ti modificadas superficialmente. O tempo méaximo em estufa,
tradicionalmente aplicado em uma cultura de CTMs ¢ de 72h. Esse dead-line na cultura ¢
estabelecido em virtude de uma provavel apoptose (morte das células). No entanto, em
virtude de percalgos experimentais na preparagdo de amostras bioldgicas em MEV, as

amostras foram retiradas da estufa apds 96h de cultura.

A Figura 5.33 apresenta uma cultura de Células-Tronco Mesenquimais sobre uma
amostra de Ti apds corrosao por pites. Nesta micrografia pode se observar que a células

apresentam-se uniformemente distribuidas em toda a superficie da amostra.

CTMs sobre a regiio niao “pitada” CTMs dentro de um pite

Figura 5.33  Micrografia, em vista de topo apresentando a cultura de CTMs sobre amostra
de Ti submetida a corrosao por pites.

A regido da amostra ndo corroida por pites apresenta uma baixa rugosidade (vide
Figura 5.18). Apesar de ndo se conhecer a real influéncia da topografia no desenvolvimento
celular, verifica-se uma grande proliferacao celular. Além disso, supde-se que a caracteristica

quimica desta superficie também tem papel importante no desenvolvimento das CTMs.
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A Figura 5.34a mostra a superficie ndo corroida e as amplia¢des nas Figuras 5.34b e
5.34b, demarcadas nessa figura apresentam filamentos unindo e um rendilhado cobrindo as
CTMs, respectivamente. Ja a Figura 5.34d mostra a regido dentro do pite, com ampliagdes nas

Figuras 5.34e e 5.34f apresentando, também, rendilhados e filamentos, respectivamente.

filamentos unindo as CTMs

filamentos unindo as CTMs

Figuras 5.34 Micrografias, em vista de topo, apresentando as CTMs na superficie nao
corroida (a) e na regido dentro pite (d). As ampliagdes demarcadas nessas
figuras mostram filamentos (b, f) e um rendilhando (c, €) cobrindo as células.
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A Figura 5.35 apresenta trés comportamentos distintos da cultura de CTMs, em
relacdo a regido da amostra. Na regido perto da borda observa-se uma fraca cultura celular,

em comparag¢ao com a regiao mais ao centro da amostra, conforme as indicagdes na figura.

regiao III: centro da amostra regiao I: borda da amostra

regioes I1:

combinada com a regiio III v

isolada . -
combinada com a regiio I

Figura 5.35  Micrografia, em vista de topo, apresentando a falta de uniformidade na
distribuigdo das CTMs sobre a superficie de Ti anodizada apds centelhamento.

Na regido I, na borda da amostra, ¢ verificada um fraco desenvolvimento celular,
provavelmente, devido ao baixo relevo provocado pelo fraco centelhamento. Em contraponto,
a regido III, no centro da amostra, apresenta um espressivo desenvolvimento celular,
combinando com a regido de forte centelhamento. Esse comportamento pode indicar, ndo
somente uma relagdo com a nanotopografia, mas também uma forte relagdo das CTMs com a
fase cristalina ou com os ions fosfatos, incorporados durante o intenso centelhamento. Nas
regides I ¢é constatada uma quase que ausente cultura de células, que pode ser verificada em

forma isolada ou combinada com o comportamento das regides I e I11.

A Figura 5.36 mostra, de forma ampliada na regido I, o comportamento descrito

anteriormente. Na figura ¢ verificado um aumento da proliferagdo celular (indicado pelo

sentido da seta), desde a borda até o centro da gota da cultura das CTMs.
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perto do centro da an

aumento da proliferacio das CTMs

—* borda da gota

borda da ameostra: auséncia de CTMs

Figura 5.36  Micrografias, em vista de topo, apresentando a cultura de CTMs sobre o 6xido
anddico de Ti, desde a borda da gota da cultura até a regido central da amostra.
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Na Figura 5.35, a regido III apresenta uma maior quantidade de células, quando
comparada a regido 1. Esse comportamento pode ser explicado pelo gradiente na quantidade
de células sobre o substrato, onde o centro da gota da cultura apresenta um maior volume de

CTMs, enquanto que a regiao perto da borda apresenta um volume de células muito menor.

A cultura de CTMs em forma de gota, sobre um substrato, pode ser vista na Figura
4.1a do capitulo 4. A Figura 5.37 representa um modelo de comportamento, no que se refere
aos diferentes volumes de acordo com a gota, onde a fatia transversal no centro da gota
apresenta uma maior conentra¢do de células, enquanto que e a fatia perto da borda apresenta

uma concentragao menor.

maior concentragdo de CTMs [ gota CTMs

menor concentracdo de CTMs [l substrato

[] fatia perto da borda da gota

B fatia no centro da gota

Figura 5.37  Esquema apresentando o modelo da gota de CTMs sobre o substrato de Ti.

As Figuras 5.35 e 5.36 apresentam a falta de uniformidade no desenvolvimento das
CTMs sobre a superficie de Ti produzida ap6s intenso centelhamento. Nessas figuras verifica-
se que o desenvolvimento e proliferagao celular sdo maiores em regides mais centelhadas da
superficie anodizada. Esse comportamento deve-se, provavelmente, ao aumento da
rugosidade da superficie. O aumento da area superficial, em comparagdo com superficies
lisas, pode ser capaz de estimular no desenvolvimento de filamentos celulares sobre a
topografia rugosa, assim melhorando e aumentando a adesao das células com o material. Os
resultados confirmam os resultados obtidos por Oh (2006), onde se verificou que a
proliferacdo celular ¢ mais desenvolvida sobre superficies modificadas de TiO,, em

comparagdo com a superficie de TiO, nativo.
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A Figura 5.38 mostra a cultura de CTMs sobre a superficie de Ti anodizada apds
centelhamento sobre a superficie previamente corroida por pites. Essa figura apresenta a

cultura de CTMs sobre a superficie da regido ndo corroida da amostra.

distribuicio ndo homogénea das CTMs forte cultura de CTMs

Figura 5.38  Micrografias, em vista de topo, apresentando a cultura das CTMs sobre a
amostra de Ti corroida por pites e posterior anodizag¢do apos centelhamento.

Nas micrografias acima se observam comportamentos semelhantes aos
comportamentos vistos sobre as amostras modificadas superficialmente por corrosdo por pite
e por anodizagdo apoés intenso centelhamento. Através dessas micrografias verificou-se uma

distribui¢do ndo homogénea da cultura celular e até mesmo regides com auséncia de células.
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A Figura 5.39 apresenta a cultura das CTMs sobre uma superficie anodizada apoés
centelhamento e recoberta com fosfato de calcio (através do procedimento 1: ciclos de
imersdo em solucdo com fosfatos de célcio em suspensdo e posterior imersao em solugdo com
suspensdo de Ca(OH),). Nessas micrografias ndo se observa de forma explicita o

comportamento celular, como se observa nas modifica¢des anteriores.

superficie sem aparente cultura de CTMs

Figura 5.39  Micrografias, em vista de topo, apresentando a cultura de CTMs sobre amostra
de Ti anodizada apods centelhamento e posterior deposicdo quimica de fosfato
de calcio (através do procedimento 1: ciclos de imersdo em solu¢do com
fosfatos de célcio em suspensdo e posterior imersao em solu¢cdo com suspensao
de Ca(OH),).

Apesar da deposicdo de fosfato de calcio produzir, em algumas regides, uma
rugosidade favoravel a proliferacdo celular, ndo foi verificada a presenca de filamentos em
torno da nanotopografia oferecida pela camada bioativa. Este comportamento sugere que a
modificacdo quimica (através do procedimento 1) causada na superficie anodizada ¢

inadequada a cultura das CTMs, provavelmente indicando a morte celular.
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5.5.2 Culturas de 5x10°, por 48h e 1x10° CTMs/ml, por 3 e 48h, sobre amostras de Ti

polidas até 1 um

No segundo conjunto foram realizadas andlises estatisticas para verificar a
biocompatibilidade das amostras de Ti, sem modificacdo superficial, apenas lixadas e polidas
até lum. A anélise estatistica foi realizada no Laboratorio de Imunogenética do Departamento
de Genética/UFRGS, sendo os testes feitos em triplicata. O comportamento celular observado
auxilia na avaliacdo bioldgica da cultura de CTMs, em relagdo a ‘concentracdo de células

versus tempo de incubacdo’, de acordo com a qualidade superficial e o tipo de substrato.

Para verificar proliferacdo celular das CTMs, aplicou-se o método colorimétrico. Esse
método ¢ usado para avaliar a biocompatibilidade das amostras de Ti, através da reagdo do
produto quimico (MTT sal) em cultura, com componentes celulares. Os resultados obtidos

estao apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 Avaliacdo da biocompatibilidade do Ti polido até 1pm, em fun¢do do tempo

de cultura das CTMs.
[CTMs/ml] | t(h) média taxa de
mortalidade
5x10° 48 | 0,09x10° 98%
1x10° 48 | 0,11x10° 90%
1x10° 3 0,49x10° 51%

As contagens das células, observadas no método colorimétrico, foram aplicadas no
teste T-STUDENT (Student—Newman-Keuls — SNK). A coluna média da tabela anterior
apresenta a contagem de células, das respectivas culturas, ao final do tempo de incubagao. Na
tabela se verifica que, aproximadamente 50% das células morrem nas 3 primeiras horas e que
s6 10% de 1x10° CTMs/ml estdo vivas ao final de 48h.

A taxa de mortalidade celular apresenta um menor valor na cultura de 1x10°
CTMs/ml e tempo de incubagdo de 3h sobre amostras de Ti polido até 1um. Os resultados
mostram uma grande biocompatibilidade de amostras de Ti polidos apenas quando o tempo

de cultura ¢ muito pequeno.
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5.53 Cultura de 1X10® CTMs/ml, por 48h, sobre amostras de Ti modificadas
superficialmente

No terceiro conjunto foi feita a cultura de 1X10° CTMs/ml por 48h sobre amostras
modificadas superficialmente. Nesse conjunto se avaliou a morfologia do comportamento

celular, por MEV e a biocompatibilidade das modificagdes propostas.

As Figuras 5.40 apresentam a cultura de CTMs sobre amostras de Ti submetidas a
corrosdo por pites. Nas Figuras 5.40a e 5.40b ¢ mostrada a cultura sobre a superficie ndo
corroida e dentro do pite, respectivamente. J4 as Figuras 5.40c e 5.40d apresentam, na

seqiiéncia mencionada, a falta de ligacdo na cultura de células na superficie e dentro do pite.

células nio aderidas células aderidas na superficie

TONRS < ok o A\ Ay

Figuras 5.40 Micrografias, em vista de topo, apresentando a cultura de CTMs sobre a) a
superficie ndo corroida b) dentro do pite em amostra e a descontinuidade da
cultura c) fora e d) dentro do pite em amostra de Ti corroidas por pites.

A Figura 5.41a mostra uma regido com a quase auséncia de CTMs, em comparagdo
com a Figura 5.41b, que mostra uma regido com células em formato estrelar e provaveis

extensoes citoplasmaticas, ou com a Figura 5.41c com células esféricas, com filépodes.
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quase auséncia de CTMs

filopodes

Figuras 5.41 Micrografias, em vista de topo, apresentando o comportamento celular das
CTMs dentro dos pites, formados pela corrosao por pites em Ti.
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As Figuras 5.42 apresentam a cultura de CTMs sobre a superficie de Ti anodizada
apos centelhamento. Observam-se, provavelmente, extensdes citoplasmdticas em pequeno,
médio e alto grau de desenvolvimento unindo as células (Figura 5.42a, 5.42b e 5.42c,

respectivamente), sendo representado pelo tamanho das elipses. S3o observados também

alguns filépodes aderidos a superficie.

grau de desenvolvimento
extensdes citoplasmati i‘k

Figuras 5.42 Micrografias, em vista de topo, apresentando o provavel desenvolvimento das
extensdes citoplasmaticas em a) pequeno, b) médio e c) alto grau, unindo as
CTMs cultivadas sobre Ti anodizado ap6s centelhamento.
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As Figuras 5.43 apresentam a cultura de CTMs sobre a superficie de Ti modificada
por corrosdo por pites e anodizagdo apos centelhamento. As Figuras 5.43a e 5.43c apresentam
a cultura sobre a superficie ndo corroida, enquanto que as Figuras 5.43b e 5.43d estdo

orientadas para a regido interna do pite.

CTMs nao aderidas a superficie interna do pite

grande quantidade de CTMs

Figuras 5.43 Micrografias, em vista de topo, apresentando a cultura das CTMs sobre a) e c)
regido ndo pitada e b) e d) no interior do pite em amostras de Ti produzidas por
corrosao por pites e anodizadas apds centelhamento.

As Figuras 5.44 apresentam a cultura de CTMs sobre diferentes regides da superficie
anodizada e recoberta com fosfato de célcio. Na Figura 5.44a ndo se observa o
desenvolvimento celular das CTMs, enquanto que em outras regides se observa um baixo

(Figura 5.44c) ou um alto (Figura 5.44b) grau de desenvolvimento de filopodes.
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auséncia de filopodes e de
extensoes citoplasmaticas

filopodes com um alto
grau de desenvolvimento

filopodes com um baixo
grau de desenvolvimento

Figuras 5.44 Micrografia, em vista de topo, apresentando o desenvolvimento das CTMs
sobre amostra de Ti anodizado recoberto com fosfato de célcio
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A Figura 5.45 apresenta cultura de CTMs sobre a superficie anodizada e recoberta
com fosfato de célcio. Na micrografia observam-se provaveis extensdes citoplasmaticas e

filépodes pouco desenvolvidos.

extensio citoplasmatica pouco desenvolvida pequenos filopodes

Figura 5.45 Micrografia, em vista de topo, apresentando o comportamento celular das
CTMs sobre o Ti anodizado e recoberto com fosfato de calcio.

As modificagdes superficiais propostas foram, também, avaliadas de acordo com a
biocompatibilidade, em razdo das CTMs cultivadas sobre essas. A avaliacdo estatistica,
através do teste ANOVA foi realizada em duplicata no Laboratério de Imunogenética/UFRGS
e interpretada no ELETROCORR. Os resultados estao discutidos apds a Tabela 5.9.

Tabela 5.9  Avaliacdo da biocompatibilidade das modificagdes superficiais sobre amostras
de Ti, de acordo com a cultura celular de 1x10® CTMs/ml, por 48h.

Ti + modificacao superficial média taxa de
mortalidade

Ti pite 0,47x10° 52%

Ti anodizagio 0,46x10° 54%

Ti pite + anodizago 0,53x10° 47%

Ti anodizagao + fosfato de calcio 0,75x10° 26%
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Na tabela anterior se verifica a taxa de mortalidade celular, em funcdo das
modificacdes superficiais propostas. A avaliacdo mostra que a deposi¢do quimica de fosfato
de célcio apresenta uma maior biocompatibilidade, em comparacdo as outras modifica¢des
superficiais, pois apresenta uma menor taxa de mortalidade.

O comportamento da cultura de CTMs no terceiro conjunto mostrou que as células
cultivadas sobre amostras de Ti corroidas por pites apresentam um baixo desenvolvimento de
filopodes. Isso pode justificar a ocorréncia de células pouco aderidas ao substrato e, em
algumas regides a auséncia de extensoes citoplasmaticas. Além disso, foi observada uma
proliferacdo celular descontinua no degrau da borda do pite e uma auséncia de adesdo com a
parede lateral deste. Essas observagdes podem indicar uma dificuldade de atuacdo das células
em regides extremamente agudas ¢ o baixo desempenho em degraus componente horizontal
pequena.

Outro comportamento notado ¢ que, em regides corroidas por pites, as CTMs ndo
desenvolvem extensoes citoplasmaticas ou filopodes capazes de cobrir a abertura do pite. Isso
sugere que as CTMs precisam de contato fisico com a topografia do substrato ou de tamanho

de abertura do orificio adequado para se desenvolverem.

Em geral, as CTMs apresentam-se em formato estrelar, poligonal e achatado ou em
formato esférico. As amostras de Ti anodizadas, com a prévia corrosdo por pites ou com a
posterior deposicdo de fosfato de calcio apresentam células com, provaveis extensdes
citoplasmaticas e filopodes em pequeno grau de desenvolvimento. Esse comportamento pode
indicar uma superficie nociva, provavelmente atribuida a incorporagao de P no 6xido anddico
ou a presenga, mesmo que em pequenas quantidades, de precipitados de carbonato de calcio

no recobrimento quimico.

Afora isso, a propria interpretagao pode ser influenciada pela preparagdo das amostras
para observacdo em MEV, pois essas podem alterar a morfologia original das células. Deste
modo, a avaliacdo das CTMs por MEV s6 € possivel se todas as amostras forem processadas

em condic¢des similares de preparacao.

Os resultados obtidos por MEV e por avaliagdo da viabilidade celular indicam um
melhor comportamento biolégico em superficies produzidas pela deposi¢do quimica de
fosfato de célcio, quando comparadas com as superficies corroidas por pite e anodizadas apds
centelhamento. Essas modificagdes superficiais apresentam um plausivel desempenho frente a

cultura de CTMs, no que se refere a citotoxicidade, a adesdo e a proliferacao celular.
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Parte 3 (Analise estatistica em amostras de Ti com anodizagdo nanotubular auto ordenada)

5.6 Processo de anodizacdo nanotubular

O procedimento experimental da anodizacdo potenciostatica em Ti (99,6% de pureza),
foi completamente realizado no LKO/Universidade de Erlangen-Nurnberg. As amostras
foram anodizadas durante 6h, sob potencial de 20V, em eletrdlitos de 1M Na,SO4 com
adi¢des de 0,5 ou 1 ou 5% (em peso) de NaF. O objetivo desse estudo foi investigar a
possibilidade de formacao de estruturas porosas de TiO;, e de um provavel crescimento dessas
estruturas, devido a influéncia dos parametros experimentais aplicados. Os tamanhos de
poros, ¢ suas distribuicdes ¢ a espessura dos 6xidos formados, foram determinados pelas
condig¢des especificas de cada anodizagao.

Este estudo se propde a caracterizar morfologicamente os resultados das oxidacdes
anddicas obtidos pelo grupo colaborador. A caracterizagdo morfoldgica das amostras foi
realizada no ELETROCORR e no CME, ambos da UFRGS. Esse estudo teve por finalidade
avaliar a influéncia da adicdo de pequenas concentragdes de NaF nos eletrolitos da

anodizacdo potenciostatica.

5.6.1 Analise por MEV em Ti polarizado potenciostaticamente em Na,SO,4, com a adicdo de
pequenas quantidades de NaF.

As amostras foram analisadas em vista de topo, para a caracterizacdo topografica do
oxido. Algumas das amostras foram dobradas mecanicamente e foram observadas em secao
transversal. Este encurvamento ocasionou o descolamento do 6xido em relagdo ao substrato,

possibilitando a obtengao de informagdes sobre o 6xido barreira.

As Figuras 5.46a, 5.46b e 5.46¢ mostram a vista de topo dos 6xidos porosos formados
em eletrolitos de 1M Na,SOs com adi¢des de 0,5 ou 1 ou 5% (em peso) de NaF,
respectivamente. As topografias desses Oxidos mostram poros de formas ndo uniformes,

desde circulos irregulares até formatos quase triangulares.
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poros maiores

poros menores

parede do poro

interseccio entre as paredes

Figuras 5.46 Micrografias, em vista de topo, apresentando o Ti anodizado em 1M Na;SO4
com adicdes de a) 0,5 ou b) 1 ou c) 5% (em peso) NaF.
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Nas micrografias anteriores, se verifica o crescimento de 6xidos tubulares porosos,
com o limite das bordas dos poros bem definidos. A topografia superficial apresenta a

existéncia de uma camada de 6xido, com separados individualmente.

A Figura 5.47 apresenta a quebra do 6xido poroso produzido na condi¢ao de 1% (em
peso) de NaF. Na micrografia, se observa a camada interna do 6xido poroso, com o

comportamento idéntico ao comportamento a superficie deste 6xido.

quebra do 6xido tubular poros separados individualmente

Figura 5.47  Micrografia, em vista de topo, apresentando o Ti anodizado em 1M Na,;SO4
com adi¢do de 1% (em peso) NaF.
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As Figuras 5.48a e 5.48b mostram duas micrografias em se¢do transversal (Cross
section) dos oxidos porosos formados em 1M Na,SO4 com adig¢do de 1 e 5% (em peso) de
NaF, respectivamente. Nas micrografias se exemplificam a topografia rugosa (Figura 5.48a) e
o espessamento nado regular (Figura 5.48b), ao longo da camada de 6xido.

oxido com topografia rugosa

TR e T e

% superficie do oxido

espessura do oxido

Onde:
® = espessura do 6xido

Figuras 5.48 Micrografias, em se¢do transversal, apresentando o 6xido poroso tubular,
formado em solu¢des 1M Na,SO4 com adi¢cdo de a) 1 e b) 5% (em peso) de
NaF.
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A Figura 5.49 mostra o descolamento de alguns poros tubulares, ao longo da camada
de oxido. Nessa micrografia ¢ possivel observar que as paredes dos poros apresentam-se
separadas individualmente em suas intersecdes, onde geralmente se encontram 0s poros

menores, conforme o esquema da Figura 5.46.

orificios no 6xido causados pela auséncia de poros tubulares

Figura 5.49  Micrografia, em se¢do transversal, apresentando o Oxido poroso tubular,
formado em solugdes 1M Na,SO,4 com adicao 1% (em peso) de NaF.

A relacdo entre as paredes dos poros e a presenca de poros menores, em suas
interse¢des torna-se mais desobstruida com aumento da concentragdo de NaF, estando
associada ao aumento na solubilidade do o6xido. Os poros menores sdo resultados da
coalescéncia das vacancias produzidas no Ti, em virtude do processo de oxidagdo. Outra
razdo para a presenca da interseccdo entre as paredes dos poros pode ser pelo surgimento de
Ti remanescente dentro das paredes dos poros, ou pela alta concentracdo de atomos de Ti
metalico nessa regido. Esse excesso de Ti, em ambos os casos, pode, posteriormente, se situar

no topo da parede dos poros e ser dissolvido na interface TiO,-eletroélito.

Na Figura 5.50, ¢ apresentado um o6xido poroso removido a partir da superficie do
titdnio. Na micrografia pode se observar a morfologia da interface TiO,-Ti. A topografia do
metal titdnio contém ondulacdes, em toda a sua extensdo, que espelham a morfologia da base

da camada anddica porosa.
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A estrutura formada durante a anodizagdo apresenta uma camada barreira com a base
do poro em forma cdncava e poros que crescem eretamente, desde a superficie externa do
oxido TiO; até a interface TiO,-Ti. Deste modo, a superficie do titdnio apresenta pequenas

cavidades rasa que estdo correlacionadas a cada poro da camada anddica.

ondulagio na base do 6xido = ondulagio na superficie do metal

Figura 5.50  Micrografia, em se¢do transversal, apresentando o Oxido poroso tubular,
formado em solugdes 1M Na,SO4 com adicao 5% (em peso) de NaF.

A evolucao da anodizagdo, nas trés condi¢des aplicadas, resultou na formagdao de
estruturas relativamente homogéneas, uniformes e organizadas. Apesar de esses trés
tratamentos apresentarem comportamentos similares, ¢ possivel verificar algumas diferencas
sutis entre os mesmos, como visto na Figura 5.46. A medida que a quantidade de NaF em
solugdo aumenta, se observa um aumento da espessura da borda do poro, assim como um

ligeiro aumento na interseccao entre as paredes de poros adjacentes.

Na avaliagdo morfologica do tamanho dos poros foram levados em conta tais aspectos
como; o diametro médio (Dmedio) © espessura média da camada porosa, assim como a
densidade de poros em relacdo a area da amostra. O procedimento foi idéntico ao utilizado na

secdo 5.2 deste capitulo. A Tabela 5.10 apresenta o resultado do estudo morfolégico do éxido.
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Tabela 5.10  Parametros obtidos por de imagens MEV e analises do programa Image Tool®,
da anodizacdo porosa nanotubular.

1M Na,SO, + Dmedio dos poros | espessura do 6xido | porosidade | densidade de
(£0) (U] poros

0,5% NaF 68,4 (£36,5)nm 460-550nm 35,8 % 67,6um™

1% NaF 74,9 (£35,0)nm 570-630nm 35,5% 76,6pm'2

5% NaF 70,0 (£35,4)nm 570-630nm 33,6 % 69,8um™

Os valores de porosidade obtidos sdo razoavelmente constantes, significando que a
cinética da dissolugdo do 6xido TiO; nao ¢ influenciada pelas concentragdes 0,5; 1 e 5% (em
peso) de NaF em 1M Na,SO4. J4 os valores de espessura do 6xido apresentaram o seguinte
comportamento: ®(1% NaF) = ®(5% NaF) > ©(0,5% NaF) adicionados em 1M Na,SO,. Isto
significa que a dissolu¢do do 6xido ¢ mais rapida em eletrélito mais diluido em NaF,
resultando em uma camada de 6xido mais fina ou , provavelmente, que a evolugdo de
oxigénio seja mais forte em eletrolitos mais diluidos em fluoreto. A espessura da camada de
oxido aumenta durante a anodizagdo até certo limite de espessura, apoOs alcangar esse limite
uma morfologia irregular ¢ obtida e desenvolvida até uma estrutura altamente regular. Esse
comportamento indica que ha uma competi¢do entre a formagao eletroquimica e a dissolugao

quimica do 6xido.

Segundo Raja (2005b), na anodizagdo nanotubular, os poros crescem de forma isolada,
pois os ions Ti na base da camada barreira, entre dois poros adjacentes atuam como forgas
opostas. As componentes horizontais dessas forgas se cancelam umas as outras, privando o
poro de crescer lateralmente ou evitando a tendéncia de os poros se fundirem. No entanto, as
componentes verticais das forcas se reforcam umas as outras, obrigando os ions a se moverem

apenas na vertical, consequentemente, aumentando o comprimento do poro.

Os valores de espessura em solugdes contendo 1% NaF e 5% NaF apresentam-se
idénticos. Isso pode demonstrar que nessas condig¢des, a formagao da camada porosa de TiO;
apresenta uma condi¢do de equilibrio na competicdo de formacdo e de dissolu¢do do dxido.
Conclui-se entdo, que a concentracdo de NaF, em solucdo pode ser a chave no processo de
dissolugdo do oxido, além de ser crucial para estabilizar o equilibrio dindmico do

desenvolvimento da porosidade, do didmetro médio e da espessura da camada de 6xido.
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6.0 CONCLUSAO

Neste trabalho desenvolveu-se a metodologia para modifica¢des superficiais em Ti,
visando o aumento da biocompatibilidade e osseointegracdo. As modificacdes foram
avaliadas, quanto a topografia e a biocompatibilidade, por Cultura de Células-Tronco
Mesenquimais. Além disso, foi analisado estatisticamente o comportamento morfologico das

superficies produzidas em Ti. As conclusdes estabelecidas a partir dos resultados sao:

6.1 Modificacdes superficiais

A modifica¢do superficial por corrosdo por pites de Ti produziu pites em formato
hemisférico concavo com aspecto de forma w/2.d > 1. Os resultados podem ser justificados
pela baixa deformac¢do mecanica agregada a superficie durante o lixamento, favorecendo uma

corrosao por pites no sentido longitudinal da amostra.

Na anodizagao apds centelhamento de Ti foi observada uma nanotopografia porosa e
rugosa. As regides de forte centelhamento apresentaram poros grandes, de forma irregular ou
trilha, circundados por erupgdes. Este comportamento, provavelmente se deve a incorporacao

de fosforo do eletrodlito e a microfusdes que ocorrem no 6xido, em potenciais muito altos.

Na corrosdao por pites e posterior anodizagdo apds centelhamento se verificou uma
diminui¢do na taxa de anodizagdo, em comparagdo com o Ti sem a prévia corrosdo. Além
disso, foi observado, dentro do pite, um 6xido completamente rugoso e poroso. Esses
resultados devem-se a presenga de produtos de corrosdo dentro do pite ou a incorporagdo de

Br na superficie do Ti, durante a corrosdo por pites e anterior ao processo de anodizagao.

A deposicdo quimica de fosfato de cdalcio sobre a superficie anodizada de Ti
apresentou um recobrimento fino de fosfato de cdlcio e lamelas de, provavelmente, carbonato
ou hidroxido de calcio. A filtragem da solugdo de Ca(OH), se mostrou importante no sentido
de minimizar a forma¢do de lamelas, além de proporcionar o fechamento dos poros em
aproximadamente 40%. Uma grande quantidade de recobrimento foi verificada sobre regides
de forte centelhamento, indicando uma afinidade dos fosfatos de calcio com a topografia

rugosa ou com o fosforo incorporado no 6xido anddico durante o centelhamento.
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6.2 Avaliacdes bioldgicas in vitro sobre amostras modificadas superficialmente

A cultura de Células-Tronco Mesenquimais sobre as modificagdes superficiais de Ti

apresentou os seguintes comportamentos:

- Células em formato esférico, com didmetro de 10um, aproximadamente, em culturas

com tempo de incubagdo maior que o tempo limite de sobrevivéncia das células.

- Cé¢lulas achatadas com formato estrelar, filopodes e extensdes citoplasmaticas, em
culturas com tempo de incubagdo maior que o tempo limite de sobrevivéncia das

células.

- A baixa biocompatibilidade de superficies de Ti sem modificacdo superficial (apenas

polido até 1um) durante grandes tempos de cultura.

- O baixo desenvolvimento de extensdes citoplasmaticas ou filopodes dentro de
orificio muito profundos ou em regides agudas das superficies, tais como as bordas

dos pites.

- Grande desenvolvimento de extensdes citoplasmaticas ou filopodes sobre a
topografia do 6xido anddico formado apos centelhamento, indicando uma afinidade

celular com a topografia formada.

- Uma maior biocompatibilidade de superficies recobertas com fosfato de calcio (pelo
procedimento 2 — ciclos de imersdo em solucdo com fosfatos de calcio em suspensao e
posterior imersdo em solugcdo de Ca(OH), filtrada), indicada pela menor taxa de

mortalidade celular das CTMs.

112



6.3 Analise estatistica dos 0xidos anddicos nanotubulares auto organizados

Na anodizagdo nanotubular em Ti foi avaliado o efeito da concentracdo de ions

fluoreto sobre a morfologia do 6xido anddico formado. Neste estudo observou-se que:

- O aumento da concentragao de NaF produz um aumento da espessura da borda do

poro e da interseccao entre as paredes de poros adjacentes.

- A concentracao de NaF nao afeta a porosidade do 6xido.

- As espessuras dos 0xidos formados em 1% NaF e 5% NaF sdo idénticas, indicando

uma condicao de equilibrio na competi¢ao de formacao e de dissolucao do 6xido.

- A espessura do 0xido formado em 0,5% NaF ¢ menor que as espessuras dos 6xidos
formados em 1% NaF e 5% NaF, sugerindo que a dissolu¢do do 6xido é mais rapida

em eletrolito mais diluido.
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7.0  PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Este estudo se apresenta como um excelente ensaio cientifico no que se refere a
producdo de implantes de Ti com precisdo mecanica e caracteristicas superficiais fisico-
quimicas pertinentes. Neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia para
desenvolver modificagdes superficiais em Ti, no entanto ainda sdo necessarios estudos
complementares aos procedimentos descritos ¢ o aperfeicoamento das avaliagdes propostas.

Como sequéncia deste estudo sugere-se os seguintes procedimentos:

e Realizar anélises de caracterizagdo quimica para avaliar a deposi¢ao quimica de fosfato

de calcio.

e Desenvolver o método utilizado para a obtencdao de fosfatos de célcio, a fim de obter

uma solugao pura.
e Avaliar o numero de ciclos de imersao e/ou tempo na deposi¢do quimica de fosfato de
calcio para alcancar em fino recobrimento.

e Aprimorar o fechamento total dos poros para que se possa relacionar a oclusdo e a taxa

de liberacdo de farmacos com a necessidade de cura do organismo.
e Estudar a diferenciagdo e a proliferacdo das Células-Tronco Mesenquimais.

e Realizar testes in vivo para avaliar a biocompatibilidade, o tempo de osseointegragdo, o

percentual 6sseo nos sulcos do implante ou realizar testes de tragdo no metal.
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