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RESUMO

A perda de parte do corpo é uma constante preocupacao do ser humano desde
0s tempos mais remotos. Na busca pelo tratamento ou substituicdo de partes do corpo,
se desenvolvem atualmente diferentes materiais bioativos que possam promover uma
melhor conexdo 0ssea (osseointegracdo) através de uma ligacao fisico-quimica entre o
implante e o0 0sso. Apesar dos avancos significativos na area da ciéncia e tecnologia de
biomateriais, informacfes a respeito da natureza quimica e dimensfes espaciais
(rugosidade e topografia) dos materiais ainda precisam ser mais bem esclarecidas para
verificar suas influéncias relacionadas a energia da superficie e aos estagios da
osseointegracao. Diante disto, este trabalho teve como objetivo mostrar os efeitos de
modificacbes fisico-quimicas realizadas em superficies de materiais metélicos para
aplicagbes como implantes osseointegraveis. Como consequéncia, melhorar a
compreensao dos fenémenos relacionados a regeneracdo tecidual, em especial nos
primeiros estagios do processo de osseointegracdo. Os resultados experimentais
obtidos através de técnicas de microscopias eletrdnicas, tensiometria, goniometria e
ensaios de biocompatibilidade mostram uma importante relacdo entre a dinamica de
molhabilidade do fluido corporal simulado e as diferentes interfaces. As modificagdes
nas superficies promovem a difusdo iénica de espécies como o sodio e o calcio. O
revestimento final, testado no Ti cp e nas ligas Ti6Al4V e Til3Nb13Zr, apresentou
bioatividade e alta ades&o interfacial.

Palavras-chave: interfaces, rugosidade, energia superficial livre, molhabilidade,
bioatividade
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ABSTRACT

The loss of a body part is a constant concerning of the humanity since ancient times.
There has been a continuous search for materials for treatment, enhancement or
replacement of tissues, organs and body functions. That has leaded to the development
of several bioactive materials that can promote a better connection with the bone
(osseointegration) through a physical-chemical bond between implant and bone.
Although the significant advances in science and technology of biomaterials, information
about the chemical nature and spatial dimensions (roughness and topography) of the
materials is still needed to enable one to have better understanding on their influence,
especially in the first stages of tissue regeneration. The macroscopic evaluation of the
surface energy at the interfaces and the simulation of the dynamic processes of
interaction between the material and the biological environment may be the a key for
the development of bioactive materials with high interfacial adhesion. Owing to that, the
present work is aimed at the study of the interactions occurring at the contact between
the human body and metallic biomaterials after modifications in the surfaces of the
materials. The study was carried out through simulations with experimental techniques
of electron microscopy, tensiometry, goniometry and biocompatibility tests, which
provided a better understanding on the physical, chemical and biological events
occurring at the interfaces between the human body and the biomaterials.

Key Words: interfaces, roughness, Free Energy Surface, wettability, bioactivity
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l. INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO

l.1 Contextualizacéo

A perda de parte do corpo é uma constante preocupacao do ser humano desde
0s tempos mais remotos. Sejam por acidentes traumaticos ou doencas Osseas, as
limitagcdes promovidas pela perda de um brago, perna ou dente, quase sempre resultam
em limitacdes, impossibilidades e mudanca comportamental. Na idade média e durante
o império romano, as batalhas campais promovidas pela natureza humana, culminavam
com grande numero de mortos, assim como de sobreviventes amputados. Nos dias de
hoje, acidentes no transito, aumento na expectativa de vida e ritmo de vida imposta pela
sociedade, sdo algumas das causas de traumas e doencas 0sseas que comprometem
a vida social e profissional. Na busca pelo tratamento, aumento ou substituicdo de

tecidos, 6rgaos e fun¢des do corpo, surgiram os biomateriais.

O primeiro material, ou, a primeira “prétese” da histéria, segundo artigo
publicado pela Scientifc American em agosto de 2007, foi encontrado por cientistas da
University of Manchester no pé de uma mumia egipcia feminina de 2400 anos A.C. O
dedé@o do pé dobréavel, feito em madeira e couro, foi colocado em substituicdo a um
dedo que foi amputado. Ha outros registros de materiais implantados no corpo humano
desde 4000 A.C. como placas metélicas para lesdes cranianas e membros artificiais®.
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Figura 1 — Fotografia de prétese do deddo de pé dobravel encontrado em mamia®.

O primeiro autotransplante documentado foi realizado na ldade do Bronze.
Teria sido realizado por meio de uma trepanacéo para aliviar a pressao intracraniana
aumentada, através da retirada de um fragmento circular de o0sso do cranio,
posteriormente recolocado em sua posi¢céo para reparar o defeito. Escritos chineses e
egipcios descrevem tentativas de transplantar membros perdidos. O transplante

moderno comegou muito tempo depois, no inicio do século 20.

No decorrer da histéria, foram desenvolvidos e aperfeicoados diversos
materiais para serem aplicados em sistemas bioldgicos, mesmo sem uma efetiva
conceituacéo cientifica relativo a infec¢des, reagdes e materiais adequados. Mas foi no
periodo da segunda guerra mundial que ocorreram avancgos cientificos importantes na
biologia e na ciéncia de materiais. Com o estudo da estrutura da matéria, foi possivel
desenvolver metais e ligas metalicas como cromo-cobalto-molibidénio, tantalo e titanio

gue pudessem promover uma compatibilidade entre o material e o corpo humano.
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Atualmente, com a interacdo de pesquisadores das areas da fisica, quimica,
biologia, medicina, engenharias e informatica, se desenvolvem diferentes materiais
bioativos e superficies inteligentes destinados a desempenhar fun¢cdes mecanicas,
promovendo uma melhor conexdo 6ssea (osseointegracdo) através de uma ligacao

fisico-quimica entre o “implante” e o 0sso?.

Compostos de origem natural ou sintética que tratam, aumentam ou substituem
quaisquer tecidos, 6rgaos ou func¢des do corpo, 0s biomateriais podem ser metais, ligas
metdlicas, ceramicas, polimeros ou compésitos. Esses materiais devem apresentar
além de resisténcia a corrosao e propriedades mecanicas adequadas, trés outras
propriedades fundamentais®*. S&do elas: a biocompatibilidade, que é a capacidade do
material responder apropriadamente ao hospedeiro ou receptor, em uma aplicagéo
especifica; a biofuncionalidade, que é a capacidade de desempenhar uma funcdo,
semelhante ao material que esta substituindo e a bioadesado, que é a propriedade que

permite a unido entre o implante e o tecido.

A éarea de biomateriais agrupa diversos produtos dentro das areas da saude
gue incluem odontologia, ortopedia e cardiologia. Com tanta diversidade de produtos, a
ANVISA comecou a identificar cada material/produto considerando gastos publicos,
privados e variacdes de precos dentro de certo periodo. Os gastos do SUS com
ortopedia, por exemplo, crescem a uma taxa constante, cujas variaveis econdémicas
incluem internagfes, aquisicdo de proteses, cirurgias e afastamentos trabalhistas.
Acrescenta-se nessas analises também, o aumento da expectativa de vida média dos
seres humanos, que somado aos outros fatores, implica na necessidade da ampliagcéo
na oferta de produtos e servicos que sejam oriundos das tecnologias de materiais”.
Essa necessidade implica em um aumento significativo nas pesquisas cientificas para o

desenvolvimento de novos biomateriais.

No que se refere as terapias regenerativas, a perspectiva é de que fraturas e
rompimentos de tecidos resultantes de traumas violentos possam, em um curto periodo

de tempo, ser recuperadas de forma mais eficaz possivel. Para que as terapias de
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regeneracdo sejam otimizadas®, é importante que o material implantado tenha

gualidades peculiares, em especial no que se refere as propriedades bioativas.

Dentre os biomateriais utilizados na area da saude humana, os materiais
metalicos sdo usados em casos onde as propriedades mecéanicas sao requisitos
fundamentais para aplicacéo. S&o utilizados na artroplastia, na reparacao de juntas do
joelho, no tratamento das fraturas cranio-maxilo-faciais e nos implantes odontoldgicos.

O tithnio e suas ligas sdo amplamente empregados nas industrias de
implantes, pois resultados de experiéncias clinicas mostram que esses materiais
apresentam excelente biocompatibilidade. Descoberto na Inglaterra em 1791 pelo
mineralogista Willian Justin Gregor, o titanio foi obtido a partir do mineral FeTiO3 sendo
redescoberto mais tarde por Martin Klaproth a partir do rutilo TiO,. Mesmo ndo sendo
encontrado livre na natureza, € o nono elemento mais abundante na crosta terrestre e o
Brasil é o detentor da maior reserva de titdnio concentrados nos estados de Minas

Gerais e Goias’'.

Através da adicao de elementos quimicos e de tratamentos térmicos é possivel
criar ligas de titanio com a finalidade desejada com caracteristicas mecanicas

apropriadas e funcionais semelhantes ao 0sso.

O ano de 1940 marca o inicio do desenvolvimento do titanio para utilizacéo
comercial e, quase que simultaneamente, a sua evolugdo como material para implante
cirargico. Os primeiros experimentos utilizando o titdnio como material de implante em
animais foram realizados por Bothe, Leventhal e colaboradores, com resultados de
compatibilidade com o tecido bastante favoraveis®. Em 1950 foi utilizado nos EUA como
material de fixagcdo em pequenas fraturas, de forma pouco expressiva. Enquanto que na
Inglaterra, em 1960, as ligas de titanio foram empregadas, mais extensivamente, como

material de implante®.
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O uso do titanio e suas ligas para aplicagdes como implantes comecou a ser
difundido no inicio de 1970'. O Ti comercialmente puro (Ti cp) e a liga foram
desenvolvidas originalmente como materiais estruturais para aplicacdo na industria
aeroespacial, mas passaram a serem 0s principais materiais para aplicagbes como

implantes cirargicos.

A liga Ti1l3Nb13Zr desenvolvida por J. David faz parte da nova geracgéo de ligas
biocompativeis para aplicacdo como dispositivo médico. E uma liga quase B que
consiste de martensita HC (o) na condicdo de tempera em agua. Com um
envelhecimento subsequiente, a liga vai consistir de uma fase HC (a) e precipitados
submicroscopicos B de CCC (o). Esses precipitados B dispersos endurecem o material
e aumentam sua resisténcia’’. A tabela 1 mostra algumas diferencas entre as ligas

Ti6Al4V e Ti1l3Nb13Zr no que ser refere as propriedades mecanicas.

Tabela 1 — Comparacéo das ligas Ti6Al4V e da liga Ti13Nb13zr'*

Ti6AI4V Ti13Nb13Zr Ti13Nb13Zr
Propriedades (recozida) (temperado em || (trabalhado a
agua/envelhecido) | frio)

Limite de Resisténcia | 985 1030 1050-1100
(MPa)

Limite de Escoamento | 860 900 950-1050
(MPa)

Moédulo de elasticidade | 115 79 45-50
(GPa)

Alongamento (%) 12 15 10-15
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O numero de procedimentos cirdrgicos, envolvendo proteses,
aumentando consideravelmente visando restaurar as fungdes originais e promover o
alivio da dor. Os materiais metalicos de uso comum, além do titdnio e suas ligas,
englobam também o aco inoxidavel austenitico, onde o baixo teor de carbono confere
maior resisténcia a corrosdao e as ligas a base de cobalto, com menor médulo de
elasticidade, resisténcia a corrosdo e ao desgaste que o ac¢o inoxidavel. No entanto, € o
tithnio e suas ligas que apresentam as melhores combinagcbes de propriedades
mecanicas, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, condigbes necesséarias para

aplicacdo como proteses e implantes. A tabela 2 mostra algumas caracteristicas dos

materiais metalicos mais utilizados.

Tabela 2 - Caracteristicas dos materiais metalicos mais

ortopédicos *

utilizados para implantes

pinos)

Aco Inoxidavel Ligas de Co Ti elLigas de Ti
ASTM F-138 ASTM F-75 ASTM F-67 (ISO 5832/Il)
('316 LDVM") ASTM F-779 ASTM  F-136 (ISSO
Denominacéo ASTM F-1537 5832/I1)
(fundido e trabalhado) || ASTM F-1295 (fundido e
trabalhado)
Principais Fe (bal.) Co (bal.) Ti (bal.)
elementos de Cr (17-20) Cr (19-30) Al (6)
liga (% em peso) Ni (12-14) Mo (0-10) V (4) ou Nb (7)
Mo (2-4) Ni (0-37)
- custo - resisténcia ao || - biocompatibilidade
- disponibilidade desgaste - resisténcia a corrosao
Vantagens - beneficiamento - resisténcia a || - resisténcia a fadiga
corroséo - menor médulo de
- resisténcia afadiga | elasticidade
-comportamento | - alto modulo de | - baixa resisténcia ao
durante longo elasticidade desgaste
Desvantagens tempo de | - problemas de | - baixa resisténcia ao
aplicacéo biocompatibilidade cisalhamento
- alto médulo de
Elasticidade
Dispositivos Fundicbes dentais e | Dispositivos de longo
temporarios proteses externas tempo ou permanentes
Utilizacbes (placas, como hastes femoral,
parafusos e marca passos e pinos

continua
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.2 Osseointegracéo

O processo de osseointegracdo pode ser interpretado como um sistema
dinamico regido por interacdes que ocorrem na auséncia de uma camada fibrosa em
torno do osso estrutural e funcional, entre osso ordenado e vivo e entre superficie de
um implante, resultado de ligacbes fisico-quimicas entre o material e o 0sso. Na
literatura, alguns pesquisadores esclarecem a importancia dos estagios iniciais dos

fendmenos relacionados a regeneracéo tecidual™** .

A energia superficial e as dimensdes espaciais (topografia e a rugosidade) da
superficie de um material sdo consideradas de extrema importancia para a
osseointegracdo. A rugosidade da superficie em particular tem influéncia direta no
ancoramento das células 0sseas e consequentemente na sua proliferagdo no material.
A largura, a profundidade e a quantidade de sulcos s&o consideradas fatores
determinantes para uma reacdo positiva e orientacdo das células no substrato™.
Células Osseas aderem-se mais facilmente a superficies rugosas e aparecem de
maneira diferenciada quando comparadas com a morfologia de uma matriz
extracelular'®, no entanto, o nivel ideal de rugosidade ainda ndo é totalmente

compreendido no ambito cientifico quando nos referimos aos processos.

A Figura 2 ilustra as interacfes entre o meio biolégico e um implante. Em
vermelho, observam-se glébulos sanguineos, em amarelo, células 6sseas e em cinza, a
superficie do material' No que se refere aos estagios iniciais do processo, 0 primeiro
contato da superficie € com o sangue (plasmas corporal), cujo volume envolvendo o
material vai variar em funcdo da geometria do implante e do sitio cirtrgico'’. O coagulo
sofrerd uma série de eventos bioldgicos que terminardo na formacao de tecido ésseo
ao redor do material. O implante entrara em contato com percentagens variaveis de
0sso cortical, 0sso trabecular e medula 6ssea. Algumas areas estardo comprimindo o
tecido 6sseo enquanto outras estardo em contato com sangue e uma variedade de
células'® '*. Essa caracteristica aponta para a possibilidade da existéncia de diversas

interfaces com o implante.
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Para entender melhor o processo de osseointegracdo € preciso relaciona-lo
com as caracteristicas das superficies dos materiais durante os primeiros estagios da
vascularizagdo do tecido, que se forma em torno do implante imediatamente apos a
cirurgia. Ela é responsavel pelos parametros de migracdo, alinhamento, orientacao,

17, 18

adesdo, crescimento das proteinas e das funcdes celulares , 0 que nos remete a

encontrar métodos e técnicas que possam simular esses eventos iniciais de interacoes.

Figura 2 — Imagem ilustrando as interacées entre 0 meio biolégico e um implante®’
1.3 Interfaces

Para um estudo de fenbmenos ocorridos na superficie dos materiais deve ser
levada em consideracgdo a natureza da superficie e 0 meio externo no qual a superficie
esta em contato. Ao analisar duas fases em contato, sempre existira uma interface,
através da qual, propriedades do sistema se intercambiam de uma fase para outra,

como por exemplo, num sistema formado por um sélido e um liquido. Para que tal limite
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seja estavel, é imperativa a existéncia de uma energia livre interfacial, semelhante ao
trabalho que devera ser feito para estender ou diminuir o limite desta interface. Em
nosso caso, as interfaces envolvem as superficies dos materiais como o titanio e as
ligas, as camadas de oOxidos, 0s revestimentos com titanias e hidroxiapatitas e o fluido
corporal do meio biolégico. A figura 3 ilustra 0 modelo de interfaces em questéo.

Figura 3 — Interfaces de um biomaterial mostrando as diferentes fases™®.

A busca pela condigéo ideal para a regeneracéo do osso implica nas condi¢des
favoraveis da superficie dos materiais ao interagir com o meio biolégico, no caso
sangue, proteinas e células. O modo como as interacBes interfaciais irdo ocorrer
dependerdo dos tipos de superficies e que podem ser classificadas como inerte,

toleravel, reativa ou ativa. Todas energeticamente distintas.

As superficies bioinertes ndo induzem resposta local do sistema imunoldgico,
mas tendem a ser envolvidos por uma cépsula fibrosa isolando-se do meio biolégico.
S&do0 materiais inertes nos tecidos, ou seja, a pelicula de 6xido em contato com o tecido

|19,20

€ praticamente insollve Sdo quimicamente muito estaveis e, portanto, muito

pouco provaveis de ter uma resposta biolégica adversa. .
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As superficies bioreativas em contato com 0 ar, a agua ou qualquer outro
eletrélito forma uma camada de Oxido espontaneamente na sua superficie. A
biocompatibilidade dos metais e ligas € baseada na formagdo de uma camada fina e
aderente de 6xido estavel. Cada classe de metal deve ter sua composi¢cado quimica bem
controlada a fim de que n&o haja degradacdo da camada de Oxido nem das
propriedades mecéanicas do metal ou liga metalica. Os metais classificados como
bioreativos ficam no limite entre os materiais bioinertes e os bioativos. Esses metais
adquirem bioatividade apds um tratamento de ativacdo de superficie do seu Oxido. Sao

eles, o titAnio, o niébio e o tantalo?>?.

Para os propadsitos deste trabalho, o termo bioatividade pode ser compreendido
como sendo a propriedade de formar tecido sobre a superficie de um material
estabelecendo uma interface capaz de suportar cargas funcionais. Materiais bioativos
sdo aqueles que induzem uma resposta especifica na interface implante-tecido,
permitindo uma melhor ligacéo fisico-quimica entre o material e o tecido vivo?’. Os
fendbmenos interfaciais devem ocorrer com a auséncia de camadas fibrosas, ou seja, é
interessante que a superficie forneca condi¢cbes apropriadas, em termos de energia,
para aumentar a interacao entre as fases e consequentemente a velocidade do plasma
sanguineo e dos precursores de células especificas. Esses precursores devem se
diferenciar em células osteoblasticas, que sdo fundamentais para assegurar a

ancoragem mecanica dos tecidos e promover a osseointegragao.

Quando estdao em contato com o tecido 6sseo, 0s materiais bioativos formam
uma camada de apatita biologicamente ativa sobre sua superficie, e ligam-se ao tecido
através desta camada. Este € o principal mecanismo de ligacdo entre um material
bioativo e o tecido 6sseo. A tabela 3 mostra as diferentes superficies de biomateriais e

as ocorréncias nas interfaces.
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Tabela 3 — Classificagcdo dos diferentes tipos superficies de

interacées interfaciais no processo de regeneracéo®

Material

Biotoleravel
(aco inoxidavel,
liga de ouro)

Bioinerte
Titanio, alumina,
zircOnia

Bioreativos
(6xidos formados
espontaneamente
nas superficies
metalicas

Bioativos
Fosfato de Ca,
apatitas e titanio
com superficies
modificadas

Implante
Tecido

/|| Aparéncia

histol6gica
interface

Céapsula de tecido
conjuntivo (cicatriz
fibrosa), possivel
ostedide ou contato
condréide

Contato entre 0Sso
e superficie do
implante

Unido quimica

Unido fisico-
quimica

materiais e possiveis

Tipo de
Osteogénese

“

De contato
De uniao

h

Dentre os revestimentos ceramicos bioativos disponiveis para implantes, a

hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH),] € 0 material que mais promove a formacdo éssea.

Desempenha um papel importante no processo de biomineraliza¢do, pois € o principal

componente da fase mineral 6ssea®® ?*. Dessa forma, o uso dos recobrimentos & base

de hidroxiapatita sobre implantes metélicos associa a resposta biolégica favoravel

destes materiais as excelentes propriedades mecanicas dos metais. Sua funcao vital

em aplicacbes ortopédicas e odontoldgicas é atribuida a favoravel osseocondutividade

e outras propriedades bioativas, que aceleram a formagdo do osso novo ao redor do
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implante, reduzindo o tempo de cicatrizacdo, e consequentemente, o tempo total de

tratamento?.

A hidroxiapatita atua como um substrato fonte de fosfato e calcio. Acelera os
processos de diferenciacdo celular, deposicado de colageno e precipitagdo de calcio e
fosfato. O aumento nas concentracfes locais desses elementos causa intensa
calcificacdo e estabelece um gradiente de proliferacdo celular®®. Por causa desta
vantajosa propriedade bioativa, as préteses recobertas com hidroxiapatita previnem
micro movimentos na interface e consequentemente preveni falhas interfaciais do

dispositivo protético, aumentando os limites de tolerancia cirtrgica 2"%.

A conectividade entre a hidroxiapatita e o tecido 6sseo tem se mostrada
satisfatoria em prazos longos. Segundo Branemark e Hench, essa conectividade é
atribuida a formacdo de uma ligacao fisico-quimica entre o tecido e o material, como
conseqiiéncia da bioatividade e reabsortividade das apatitas®’. Para assegurar a
ancoragem mecanica do osso na superficie do implante (bioadesao), a estrutura
superficial micromorfoldgica (rugosidade e porosidade) do material € fundamental, pois

permite uma resposta bioldgica especifica do tecido vivo®® 223,

Estudos realizados em o0ssos circunvizinhos ao implante recoberto por
hidroxiapatita mostraram o0 aumento da capacidade biomecéanica. No entanto,
observaram que apesar deste recobrimento atenuar a corrosdo do substrato metalico e
sua dissolucdo, a hidroxiapatita ndo se constitui como barreira de difusdo de ions
metalicos ao organismo, o que levou a pesquisa de utilizagdo de uma intercamada de

titAnia (TiO2) rugosa e ndo porosa®?3*3!,

A tecnologia para producéo de revestimentos cristalinos de titania encontra-se
estabelecida devido a sua aplicagdo em varios campos da engenharia quimica e de
materiais como purificacdo fotocatalitica de aguas residuais, conversdo de energia

solar, circuitos integrados, sensores de gases e indUstrias de tintas®*333*.
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A titania apresenta propriedades atrativas que incluem elevada dureza, alta
constante dielétrica e grande estabilidade quimica. Estudos sobre a modificacdo da
superficie do titAnio comercialmente puro ou de ligas pela deposicéo de filmes finos de
titAnia mostram melhoras nas propriedades do biomaterial, mesmo sem a utilizacao de

hidroxiapatita®.

Ha também que considerar maior fixacdo do osso e melhor osseointegracao

1% 37 Desse modo, torna-se possivel

promovidas pelo aumento da area superficia
aumentar a adeséo entre o substrato e o recobrimento de hidroxiapatita, utilizando uma
camada intermediaria de titAnia que atuara, além de tudo, como protetor eficaz contra a

corrosdo do substrato?>?,

Nessa linha de pensamento, a proposta foi que, ao invés de simplesmente
depositar camadas bioativas de hidroxiapatita, a superficie fosse construida camada
por camada criando diversas interfaces até o revestimento final com altas propriedades

bioativas.

Para avaliar os efeitos das modificagbes propostas na tese, € importante levar
em consideracao a verificacdo da ativagdo da superficie e como ela se relaciona com o

meio. Essa avaliacdo se da através da determinacdo da energia da superficie.

No que se refere a adesao dos revestimentos, a disponibilidade energética da
superficie pode fortalecer a interface entre o metal e o filme, melhorando a adesdo. Em
contato com o meio biolégico, diferentes niveis de energia podem influenciar na adeséao
e proliferagdo de células. Os modelos fisicos utilizados neste trabalho para avaliar as

energias nas interfaces sdo fundamentados no principio da energia livre superficial.

Ao aplicar o biomaterial no corpo humano, os primeiros estagios do processo
de osseointegracdo comecam a ocorrer influenciados diretamente pela disponibilidade
energética da superficie. A figura 4 mostra o processo de osseointegracdo dividido em

estagios onde o hematoma (2) formado ao redor do implante (1) se transforma em 0sso
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novo no segundo estagio do processo (5) e o0 osso danificado (3) comega a ser
cicatrizado por um processo de desmineralizacdo e remineralizacdo (6) até se

transformar em um novo osso saudavel (7) igual ao anterior (4).

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3e 4

Figura 4 — Representac&o dos estagios de osseointegracéo propostos por Branemark™®
1.4 O problema da Adeséao

Adesdo é certamente o primeiro requisito que um filme precisa ter antes de
qualquer outra propriedade. E importante que, ao avaliar a adesdo de interfaces, seja
considerado a natureza das ligacdes quimica e como a superficie € caracterizada em
termos de energia superficial. Em principio, podemos pensar nos efeitos da adeséo de
um revestimento através da qualidade, durabilidade e estabilidade das interfaces. Ao
medir a forca ou energia necessaria para separar um revestimento de um substrato, o

que se mede é a energia das ligacdes atdbmicas™.

Termodinamicamente, o trabalho (W) requerido para separar uma unidade de

area de duas fases formadas em uma interface é expresso por:

W =7t +vs- 71s 1)
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Onde y; e ys sd@0 as energias especificas do filme e do substrato e vy € a
energia da interface. Um trabalho positivo denota atracao (ades&o) enquanto o negativo
implica em repulsdo. O trabalho de adesédo (Wa) possui alto valor e forte adesao
guando materiais com alta energia superficial entram em contato como a maioria dos
metais. Em contrapartida, Wa é pequeno e a adesdo € fraca quando a energia
superficial é baixa como nos polimeros. Quando y; e ys sdo idénticos, entdo forma-se 0s

contornos de gréos nas interfaces onde y; e ys > s>

Sob um olhar microscopico, a teoria de adsor¢cdo atbmica e molecular é
geralmente aceita quando existir um intimo contato entre um revestimento e substrato.
Acredita-se que a grande contribuicdo da energia de adesédo € devida a processos de
fisissorcao (forcas de Van der Waals) que resultam em forgas com energia em torno de
0,1 eV por pares de atomos. Além das forcas de Van der Waals, interagbes quimicas
(quimissor¢cédo) também contribuem para a adesédo e envolve principalmente ligacfes

idnicas e covalente variando de 1 a 10 eVv®®*°,

Ao menos quatro tipos de interfaces podem ser distinguidas durante processos
de deposicdo ou revestimento. Uma delas é a interface abrupta que é caracterizada
pela mudanca repentina do filme para o substrato com um espagcamento atbmico entre
1 a 3 Angstroms. Esse tipo de interface normalmente apresenta pouca adesdo em
especial devido a baixa taxa de difusdo entre o filme e o substrato. A interface
composta é caracterizada por estrutura de multicamadas e normalmente a adesédo é
boa se o revestimento é fino, porém fraca se o filme possuir uma espessura maior. A
interface por difusdo € caracterizada pela gradual mudancga na composicao entre o filme
e 0 substrato. Através da interdifusdo, normalmente é promovida uma boa adesao.
Esse tipo de interface é encontrado em sistemas poliméricos usados como adesivos. A
interface mecéanica é caracterizada pela ancoragem na rugosidade da superficie do
substrato durante a deposicdo. Neste caso, as forcas de atracdao dependem em
principio, das propriedades mecéanicas do filme e do substrato assim como da
geometria. O maior interesse cientifico e tecnoldgico esta na busca de interfaces do tipo
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3 e 4 conforme a figura 5, que mostra os diferentes mecanismos na adesdo de

interfaces criadas em uma deposicéo de filmes®.

Figura 5 — Representacdo de diferentes mecanismos interfaciais para a adesao: (1)
Interface abrupta; (2) interface composta; (3) interface por difusdo; (4) interface por

ancoragem mecanica®

O tipo de regiao interfacial formado durante o revestimento de um substrato
ndo ir4 depender apenas do trabalho de adesdo (Wa), mas também da morfologia da
superficie, interagcdes quimicas, taxas de difusdo e processos de nucleacdo. Soma-se a
isso o fato de que as interfaces entre metal-6xidos séo diferentes de interfaces metal-
metal quando nos referimos & orientacdo cristalografica, variavel que pode promover

maior tens3o interfacial diminuindo a adeso®.



33

Em condi¢bes de aplicagdo biomédica, as diferentes estruturas atbmicas que
constituem as interfaces possuem distintas funcfes. No caso do metal, responsavel
pelas propriedades mecéanicas requeridas para aplicagcdo em proéteses e implantes, este
deve possuir camadas oxidas com dupla caracteristica. A primeira € a capacidade de
aumentar a aderéncia do revestimento bioativo através de uma orientacao
cristalogréfica preferencial. Para isso é necessario um conhecimento prévio sobre
estruturas cristalinas considerando as interfaces como multicamadas, conforme
ilustrado na figura 6, de tal forma que, durante a criacdo das interfaces até o
revestimento final, ndo ocorra o desajuste fracional entre as células unitarias. A outra
caracteristica € servir como uma barreira protetora anti-corrosdo especialmente para
evitar a lixiviagcdo de elementos como o Aluminio e o Vanadio presentes nas ligas de

titanio.

BN REVESTIMENTO BIOATIVO
CAMADAS OXIDAS

I VETAL
e -
Boa adaptacao Possivel adaptacao

o090 6—8—9°0
o—0—0o¢o O 009¢

Figura 6 — Modelos de estruturas cristalinas em multicamadas para revestimentos.
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1.5 O problema da toxicidade

Das ligas metalicas a base de titanio, a Ti-6Al-4V é a mais utilizadas devido a
sua boa biocompatibilidade e resisténcia mecanica®, apesar de apresentar alto médulo
de elasticidade*. Contudo, as ligas de titanio contendo vanadio e aluminio, apresentam
efeitos toxicos devido a liberacdo destes ions no organismo. Estudos realizados com
pacientes que tém implantes de Ti-6Al-4V nas articulagbes mostraram a presenca de
fons aluminio e vanadio em seus tecidos. Elevadas concentragfes de ions aluminio e
vanadio nos tecidos provocam uma reacao histologica e produz leucdcitos polinucleares
(células gigantes), causando sintomas similares aos das reacdes alérgicas e

inflamatérias™2.

A preocupacdo com a toxicidade dos elementos aluminio e vanadio levou
pesquisadores a desenvolver ligas sem a presenca desses ions em sua composicgao.
Estudos mostraram que os elementos Nb, Zr, Ta, Pt e Ti ndo produzem reacbes
adversas nos tecidos®**. Os exames histolégicos e andlise de imagem em implantes
de animais mostraram que os metais Ti, Nb, Ta, Hf e Re potencializam a
compatibilidade e a osteogénese. I1sso se deve a maior resisténcia a corrosdo levando a
ndo dissolucdo metélica em tecidos moles e duros**°. Dentre as ligas, destaca-se a
liga Ti-13Nb-13Zr, promissora para aplicacdo em implante 6sseo e objeto de pesquisa
nesta tese.

A utilizacdo de recobrimentos ceramicos bioativos faz com que o organismo
deposite uma camada de fosfato de calcio sobre a superficie original do biomaterial
guando utilizada in vivo. Os componentes do fosfato de calcio podem variar na
composicdo, porém, € importante que os ions célcio, fosfato e magnésio sejam
lentamente liberados para obter boa resposta tecidual®’, no entanto, os fenémenos
interfaciais ndo podem promover a liberacdo de elementos como o Aluminio e o
Vanadio das ligas metalicas. Assim, a condi¢édo ideal de uma superficie metalica é que

seja bioativa, com alta adesao e estabilidade do revestimento e funcione como uma
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barreira no substrato metalico. Em conjunto, todos esses requisitos devem promover

uma melhor osseointegracgéao.

|.6 Motivagdes Cientifica e Tecnolégica

Esta tese foi desenvolvida a partir de algumas motivagdes pontuais. Uma delas
€, através dos conhecimentos da area de ciéncia e tecnologia de materiais, diante da
possibilidade de resolver um problema tecnolégico e industrial relacionado a adeséo de

revestimentos bioativos em superficies metélicas

Outra motivagdo esta relacionada a investigacdo de fendmenos interfaciais
resultantes do contato entre um biomaterial e 0 meio, de forma que, com este estudo,
seja possivel investigar os fendmenos da osseointegracdo, em especial, nos primeiros
estagios do processo. Como hipéteses, algumas questbes foram abordadas na procura
por regularidades e interpretacdes de um sistema dinamico em fungéo da natureza das
particulas envolvidas nas interacbes das interfaces, das condi¢cdes energéticas da
superficie para estimular a regeneracdo de tecidos e as dimensdes espaciais da

superficie que favorecem o preenchimento de fluidos e células.

Por envolver um estudo de aspectos dinamicos através da simulacdo de
processos da osseointegragdo, a expectativa € de que os resultados possam contribuir
para o desenvolvimento de novos materiais auto-organizaveis que permitam a liberacéo
controlada de grupos funcionais em camadas oxidas para estimular a regeneragao
tecidual. A criagdo de sistemas de materiais auto-organizaveis € o caminho para a nova
ciéncia de biomateriais. Suas aplicagbes permitem uma melhor regeneracgéo,

restauragao e reabilitacdo se utilizados como proéteses inteligentes.

Assim, com os devidos cuidados para uma interpretacdo reducionista, o
desenvolvimento do trabalho explora as relagbes entre matéria, energia, espaco e
tempo de acordo com quatro questdes fundamentadas que relacionassem essas

variaveis.
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Il. OBJETIVOS E META

O objetivo central da tese € mostrar os efeitos de modificagdes fisico-quimicas
realizadas em superficies de materiais metélicos para aplicagcdes como implantes
osseointegraveis. Como consequéncia, melhorar a compreensdo dos fendmenos
relacionados a regeneracédo tecidual, em especial nos primeiros estagios do processo

de osseointegragao.

Especificamente, este trabalho busca responder quatro questdes fundamentais.
Sao elas: (1) Qual a natureza das particulas envolvidas nas interagdes das interfaces?
(2) Quais as dimensdes da superficie do material que podem favorecer um crescimento
celular especifico? (3) Quais as condi¢gBes energéticas da superficie para estimular a
regeneracdo dos tecidos? (4) Como se dao os processos dinamicos nas interfaces?
Todas as modificacdes fisico-quimicas nas superficies propostas, assim como 0s
experimentos realizados foram fundamentados na busca de respostas para as quatro

guestoes.

Como meta, a criacao das interfaces deve promover o aumento da adeséo e da
estabilidade de revestimentos bioativos nas superficies metalicas visando a aplicacao

na biomedicina.
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lIl. METODOLOGIAS E EXPERIMENTOS

Toda pesquisa empirica que envolveu a escolha de experimentos, rotas de
sinteses, materiais e equipamentos, foi desenvolvida em funcdo das quatro questdes

fundamentais da tese.

1.1 Amostras metéalicas

Inicialmente foi utilizado como substrato metalico o titanio comercialmente puro
(Ti cp) ASTMF67 grau 2 fornecido pela empresa Realum Industria e Comércio de
Metais Puros e Ligas Ltda. ApGs obtencdo dos primeiros resultados que nos indicou
algumas regularidades sobre os fendmenos ocorridos nas interfaces do titanio cp, as
modificagcbes das superficies foram realizados também na liga Ti6Al4V ASTM F136 ELI

(exta Low intersticial) fornecida pela mesma Industria e na liga Til3Nb13Zr.

A liga Til3Nb13Zr, fornecida pela professora Sandra Giacomim Schneider da
Escola de Engenharia de Lorena (EEL/USP), foi obtida por fusdo a arco com tratamento
térmico de 1000°C por uma hora, resfriada em agua e laminada a frio com o objetivo de

obter um material com estrutura HC, matriz § com o".

l1l.2 Ativacdo das superficies e criacdo das interfaces

A ativacdo das superficies para a criacdo de diferentes interfaces se deu através
de modificacbes pré-estabelecidas, de forma a buscar informacdes para atender a
primeira das quatro questbes fundamentais da tese, referente a influéncia das
particulas envolvidas nas interagfes das interfaces. Para tanto, foi necessario escolher

uma técnica capaz de variar consideravelmente a natureza quimica das superficies.

Existem diversas técnicas para se modificar uma superficie metélica, inclusive
com aplicagbes industriais de revestimentos e deposicao de filmes ceramicos. Entre

alguns deles, podemos destacar a deposicdo quimica de vapor (CVD)*, processo “ion
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beam assisted” (IBAD)*, processo “ion beam enhanced” (IBED)****, deposicao “filtered
arc” (FAD)*?, deposicdo eletrostatica sol-spray (EESD) e processo plasma spray>®>*,
entre outros. Contudo, ha certa complexidade para depositar camadas uniformes de
filmes de TiO, em substrato com diferentes geometrias utilizando estes métodos. Além
disso, para ser aplicavel, é interessante que 0 processo ou técnica seja
economicamente viavel. A técnica desenvolvida para este propdsito é através de

55, 56,57
gel>™ 7,

recobrimento por imersdo em solucdo sol Esta técnica, associada as

modificacbes termos-estruturais, além de simples e barata, permite recobrir superficies

com geometrias irregulares, como é o caso da maioria dos implantes metalicos>> >*°’.

A preparacdo dos precursores dos revestimentos foi realizada utilizando o
método sol gel. Esse método permitiu a preparacdo de materiais altamente
homogéneos, com um controle simultdneo das propriedades estruturais, texturais e
morfolégicas® *°. Devido a essa homogeneidade a nivel atdmico, as temperaturas de
calcinacéo e sinterizacdo para obtencdo de fases cristalinas desejadas sao inferiores
aquelas obtidas por métodos ceramicos convencionais®®, de modo que a formacdo de
fases indesejadas possa ser controlada, assim como a porosidade e tamanho de

gr§061,62

, condi¢Oes analisadas levando em conta a estrutura laboratorial.

O método consistiu na condensac¢do de precursores quimicos até a obtencéo de
uma estrutura rigida de particulas coloidais, antes dispersas e estaveis em fluido.
Dentre as particulas, destacam-se 0 Ca, o P e o Na. A viscosidade das solugbes, o
tempo e a velocidade de submersao das placas foram variadas com o objetivo de criar
filmes finos com diferentes caracteristicas. As amostras foram cortadas em placas com
diversas dimensdes para andlises, mas em especial, as medidas 1,0 X 1,0 cm? e 5,0 X
5,0 cm? foram as mais utilizadas. Posteriormente as amostras passaram por trés

processos de polimento com lixas d”agua mesh 280, 400 e 1200.

Para criacdo das primeiras interfaces, as amostras passaram por tratamentos
acidos (HCI) e alcalinos (NaOH) com diferentes concentracdes e posteriormente

lavadas com agua deionizada por 10 minutos em banho ultra-sénico. Ao final destes



39

tratamentos, a superficie dos substratos foi lavada com agua destilada, secada e
esterilizada em estufa a 100° C por 24 h. Esses primeiros tratamentos tiveram como
objetivos ativar energeticamente as superficies através da modificacdo da é&rea
superficial pela natureza quimica das solugdes, o resultado desta etapa € a criacdo de
diferentes oxidos Ti-O na superficie. ApOs a criacdo dessas primeiras interfaces, as
superficies foram avaliadas conforme as caracterizagbes descritas nos capitulos

seguintes.

As interfaces seguintes foram obtidas nas amostras ja tratadas, limpas e secas
através da submersdo em solugdes, utilizando o sistema de submersado dip coating e
aplicando o método sol gel. Os precursores da solugdo para o filme de titania foram
obtidos pela mistura de acido acético, alcool isopropilico, acido nitrico, agua destilada e
isopropoxi titdnio em proporcdes previamente estudadas até a obtencdo de uma rota
gue efetivamente pudesse ser testada. A dificuldade encontrada nesta etapa foi o
estabelecimento de uma rota em que a atmosfera (em termos de temperatura e
ambiente) ndo influenciasse. Outro cuidado importante se refere a agitacdo dos
reagentes, pois a energia cinética da suspensao necessita de um controle preciso de
forma a evitar a hidrolisacdo. A reacdo é exotérmica. As amostras foram submersas nos
fluidos sempre com as mesmas velocidades e nimero de submersdes. Posteriormente,
foi realizado o primeiro tratamento térmico a 400° C por 8 h. ApGs este revestimento, as

interfaces criadas foram caracterizadas e analisadas.

Outras interfaces foram criadas a partir da deposicdo de uma solucado rica em
céalcio com o objetivo de formar uma camada de titanato de calcio (CaTiOs). Para isso,
0S precursores da titania, estabelecidos na rota anterior foram misturados com nitrato
de calcio hidratado e alcool isopropilico. Apds esta etapa de revestimento, as interfaces

criadas foram caracterizadas e analisadas.

A Ultima classe de interfaces criadas foi através da deposi¢cdo de Hidroxiapatita.
Para a sintese, foi utilizado nitrato de célcio [Ca(NOs3),], acido fosférico (H3PO.,),

etilenoglicerol (C2HgO2) e metanol. O protocolo utilizado para a sintese de hidroxiapatita
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foi 0 mesmo desenvolvido pelo professor Dr. Ariovaldo de Oliveira Florentino®® onde as

figuras 7 e 8 mostram as fases obtidas por DRX, a imagem de MEV do p6 e os ions

célcio e fésforo no espectro de EDS.
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Figura 7 — Espectros de difracdo de raios x dos poés de hidroxiapatitas calcinados em

diferentes temperaturas e comparados com Hidroxiapatita comercia

63
|

(a) comercial, (b)

700° C, (c) 500° C, (d) 300° C. (H) HA, (C) CO. JCPDS fichas catalogréaficas nimeros

04-0777 e 73-1731
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Figura 8 — (a) Micrografia Eletrénica (MEV) e (b) Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS) dos p6s de Hidroxiapatita®®.

As interfaces criadas para cada amostra foram nomeadas, conforme tabela 4.

.Tabela 4 — Nomenclatura das interfaces obtidas a partir das modificagcbes das
superficies

Ti polida Amostra de titAnio apenas com lixamento

Ti+HCI+TiOo+HA Com tratamento acido revestida com titania e hidroxiapatita

Ti+NaOH+TiO.+HA Com tratamento alcalino e revestida com titania e hidroxiapatita

Ti+HCI+TiO2+CatiO3 Com tratamento acido e revestida com titania e solugdo de célcio
Ti+NaOH+TiO2+CatiO3 Com tratamento alcalino e revestida com titania e solugéo de calcio

Ti+HCI+TiO2+CatiOsz+HA Com tratamento acido e revestida com titénia, solu¢éo de calcio e hidroxiapatita

Ti+NaOH+TiO,+CatiOz+HA Com tratamento alcalino e revestida com titania, solucéo e célcio e hidroxiapatita
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Esta etapa do trabalho foi realizada no laboratério de eletrogquimica e quimica de
superficies do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu e contou com a

colaboragéo dos alunos Gustavo, Vanessa e da profa. Margarida.

A figura 9 resume as etapas de desenvolvimento do projeto.

Titdnio cp ASTMFGT GR2
Liga TiGAl&\va ASTM ELI
Liga 13Nb13Zr fusdo a arco - matriz B com a’

|
| Tratamento acido ou alcalino ]
I
Revestimentos Ti0, ou Ti0,+CaTi0,
Izol-gel + dip coating)
I

| Tratamento Termico |
|
Recobrimento com Hidroxiapatita
[sol-gel+ dip coating)
|
Tratamento termico |
[
Caracterizagao experimental
STA, XRD, SEM, AFM, DTA, EDX, Pull Off
|
Tensiometria, Goniometria e Cinéfica de
KMolhabilidade
[
Biocompatibilidade
Viabilidade celulare citotoxicidade -MTT
Adesdoe proliferagao celular - 150 10993-6

Figura 9 — Sistematizacdo da pesquisa

[11.3 Caracterizagdes, testes e ensaios

Para caracterizar as interfaces foram selecionadas diversas técnicas
experimentais de forma a relacionar a natureza das superficies criadas com as trés
questbes fundamentais relacionadas a energia, espaco e tempo. As técnicas também
foram direcionadas de forma a testar os materiais quanto ao seu potencial tecnoldgico

para aplicacao na biomedicina.
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[11.3.1 — Anélises Térmicas e Estruturais

A caracterizagdo térmica/estrutural foi realizada aplicando as técnicas de
termogravimetria (TG) e andlise diferencial térmica (DTA) ®*. A figura 13 mostra o
diagrama do compartimento de DTA com os cadinhos no qual as amostras dos
revestimentos foram colocadas. Os cadinhos da amostra a ser analisada e do material
de referéncia foram conectados a dois sensores em um sistema aquecido por apenas

uma fonte de calor.

Amostra Referéncia

o]

I—Nx/\f\/\/—l

Figura 10 - Diagrama do compartimento onde as amostras sao colocadas para andlise

térmica®.

A amostra e o material de referéncia foram submetidos a mesma programacao
de aquecimento monitorada pelos sensores de temperatura. A referéncia usada foi o

cadinho vazio.

Foram avaliadas as variagbes das temperaturas de amostra dos materiais
utilizados como revestimento e da referéncia em funcao de alteracdes fisicas ao longo
do programa de aquecimento. Quando ocorreram transformacdes exotérmicas, a
amostras liberaram calor, ficando por um curto periodo de tempo, com uma temperatura
maior que a referéncia. Do mesmo modo, a analise foi feita para transformacdes
endotérmicas onde a temperatura da amostra ficava temporariamente menor que a

referéncia.
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Esta analise teve como principal objetivo estabelecer os tratamentos térmicos
adequados para verificar mudancas estruturais e estabelecer as rotas de sintese
durante a criacdo das interfaces. As analises foram realizadas na Central de
Laboratorios da UNESP, Campus de Bauru com a colaboracdo da professora Dayse
utilizando um equipamento de Termo-Andlise Simultaneo da Netzsch, com varredura de

50 a 800 Kelvin, com taxa de aquecimento de 10 K/min.
[11.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Com o objetivo de avaliar o potencial das modificacdes nas superficies
propostas no trabalho e na busca de dados que pudessem atender a segunda questao
fundamental da tese, as amostras foram analisadas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) pelo método de observacao direta da morfologia da superficie através
do impacto de feixes de elétrons com as superficies das amostras®®. A variedade de
emissdes de fotons e elétrons nos experimentos foi detectada e amplificada. A imagem
gue aparece na tela representa as caracteristicas da superficie da amostra. A figura 11
mostra o esquema funcional do microscépio utilizado. A sigla ERE representa os
elétrons retro espalhados decorrentes da alta energia com alto poder de penetracdo e
EP representa os elétrons primarios decorrentes da ioniza¢do das camadas externas do
atomo®’. Neste trabalho, a caracterizacéo ocorreu em duas etapas: a primeira somente
com as superficies modificadas e a segunda com células. Neste segundo caso, as

superficies foram eletricamente carregadas por processo de metalizagdo com ouro.
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Figura 11 — Esquematizacéo interna do microscépio eletrdnico utilizado®.

O equipamento utilizado para nos experimentos é da marca S.E.M. 515 da
Philips do Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da UNESP de

Botucatu e contou com a colaboracgéo da profa Margarida Saeki.

[11.3.3 Microscopia de forgca atdmica

As superficies modificadas foram analisadas por Microscopia de Forgca Atémica
onde uma importante propriedade no que tange os fendmenos superficiais foi avaliada
para responder a segunda questdo fundamental da tese: a rugosidade, propriedade
esta que possibilita o0 aumento da area superficial, afeta o coeficiente de atrito e
proporciona a retencdo mecanica de materiais estranhos. Considerando uma pequena
area de uma superficie real, sua composi¢ao inclui rugosidade, ondulacdo e erro de

68,69

forma conforme representagéo na figura 12.
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Rugosidade
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Ondulacic

T

Erro de farma

Figura 12 — Diferentes texturas de uma superficie.

Os parametros de rugosidade séo diversos e a escolha de um deles depende do
objetivo da pesquisa®® °°. Neste estudo, foi avaliada, especialmente a Rugosidade
média. Este parametro quantitativo € dado pela média aritmética de valores absolutos
das ordenadas de afastamento (yi) e dos pontos do perfil de rugosidade em relacdo a

linha média, dentro do percurso de medida (Im), como na figura 13.
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Figura 13 — Defini¢do da rugosidade meédia

Somente o parametro rugosidade média (R,) ndo é capaz de descrever
integralmente uma superficie. A figura 14 mostra diferentes superficies que possuem o

mesmo valor de R,, por isso, nesta tese, optou-se por calcular todos os parametros.
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Figura 14 — Diferentes perfis de superficies com a mesma rugosidade média

Outro parametro passivel de medicéo é a rugosidade méaxima (R;) que é definido
como o0 maior valor das rugosidades parciais (Zi) que se apresenta no percurso de
medicao (Im). As medidas foram realizadas conforme a figura 15 onde Z3 apresenta-se
como o maior valor parcial localizado no 3° comprimento de amostragem e que

corresponde a rugosidade R;.
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Figura 15 — Calculo da rugosidade maxima R;
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O valor de Rz, individualmente, ndo nos informa com boa precisdo a natureza
espacial da superficie A figura 16 ilustra esta idéia em que diversas formas de

rugosidade podem ter o mesmo valor para R..

AaA Y ] W

Figura 16 — Diversas formas de rugosidade para o mesmo valor de Ry

A rugosidade total (R;), também calculada nesta etapa dos estudos, corresponde
a distancia vertical localizado entre o pico mais alto e o vale mais profundo e isto

independe dos valores de rugosidade parcial (Z)).
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Figura 17 — Defini¢cdo da rugosidade R;.

A rugosidade total (R;) corresponde a média aritmética dos cinco valores de
rugosidade parcial (Z;).. Sua medida provém da altura entre 0s pontos maximo € minimo

do perfil, conforme a figura 18..
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Figura 18 — Defini¢cOes da rugosidade parcial Zie R,

Embora os trabalhos com superficies de biomateriais levem em consideracéo
a rugosidade média, neste trabalho todos os possiveis parametros de rugosidade foram
guantificados, ndo somente para relacionar com as outras variaveis estudadas, mas
também para que esses dados possam ser utilizados em trabalhos futuros no que se
refere a estudos de condi¢cfes espaciais da superficie no processo de osseointegragao.
Para isso, foi utilizado o Microscépio de Forca Atdmica Shimadzu SPM versdo 2.0 do
centro de Microscopias da faculdade de Filosofia e Letras USP Ribeirdo Preto com a
colaboragéo da Dra. Ivana.

[11.3.4 Adesdo do Revestimento Bioativo

Para comprovar o efeito das modificagbes nas superficies dos materiais
metalicos no que se refere a adesdo do revestimento bioativo, as analises foram
realizadas através de uma pré-avaliacdo por processo de atrito mecéanico e

posteriormente por uma técnica industrial desenvolvida pela Industria Braseq LTDA.
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E possivel medir indiretamente a ligacdo atdmica interfacial através de
diferentes métodos de testes de adesdo®®. A figura 19 mostra alguns destes testes
utilizados.
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Figura 19 - Métodos para testar adesao interfacial, (a) teste pull-off; (b) teste por

adesivos (c) testes por raspagem ou indentagéo.

Para os propositos deste trabalho, a caracterizacdo da superficie para
determinar a adeséo foi interpretada pela densidade de energia absorvida por unidade
de area. O teste do tipo pull off, conforme a figura 19 (a) é utilizado pela industria
especialmente para caracterizar recobrimentos em substratos metalicos. Nos
experimentos utilizou-se a metodologia de teste de medicédo direta da forca aplicada
para desgrudar os filmes e o substrato, ligados por um sistema de tracdo através de um
dinambémetro e uma bomba hidraulica, estes conectados por um cone de succao por
meio de uma coluna, que exerce vacuo e o display digital quantifica a pressao em
unidades MPa. O equipamento utilizado para determinar a adesdo em cada interface
criada € um PosiTest AT-D DeFelsko. Inicialmente utilizaram-se as colas Araldite
Hobby, Araldite 2011 e Super Bonder para determinar qual aderiria melhor ao substrato.
Apds os testes preliminares, optou-se pela cola Araldite 2011 e Araldite Hobby. O
preparo do corpo de prova (amostras com todas as diferentes interfaces) consistiu-se
em aplicar uma fina camada de cola nas amostras. Esta etapa do trabalho foi realizada
junto a industria BrasgEq LTDA.
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[11.3.5 Tensiometria e Goniometria

As técnicas tensiométricas e goniométricas combinadas sdo excelentes
ferramentas para investigar fenbmenos interfaciais e superficies de materiais. A
natureza da superficie, consequéncia de sua composicdo quimica e das dimensdes
espaciais, pode ser evidenciada mediante a avaliagdo da energia superficial livre que

envolve uma determinada superficie e 0 meio externo.

A natureza tende sempre a buscar um estado de menor energia dos sistemas
obedecendo ao principio da minimizacdo de energia. Desta forma, atomos e moléculas
tentam ocupar uma posicdo de menor energia potencial onde as forcas (atrativas e
repulsivas) sejam equilibradas. Porém, atomos e particulas na superficie do material,
experimentam forcas dirigidas sempre para dentro do liquido (Fig. 20), o que torna as
superficies regibes energeticamente maior. assim, as superficies sdo sempre regides
de maior energia. A diferenca energética € conhecida como energia de superficie ou

tensao interfacial °.

(/ >

< > < >

Figura 20 — Interagdes entre 4tomos ou moléculas no interior e na superficie de um

material .
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Para cada interface sélido-vapor Asy e interface liquido-vapor Ay, estdo
associadas as energias ysy € yLv. Quando uma gota toca a fase sélida conforme
ilustrado na figura abaixo, a area individual sélido e liquida desaparece, dando lugar a
uma nova area solido-liquido As. e a sua respectiva energia interfacial ys. conforme

mostra a figura 21.

‘f

Figura 21 — Representacdo das tensfes agindo em uma gota de um liquido em uma
superficie’?

Quando o trabalho de adeséo entre o liquido e o sélido se igualam, ou h&a
superacéo do trabalho de coesé&o do liquido, o angulo de contato igual tende a zero”.
Entdo, quando 6 = 180°, tem-se cos 6 = -1 e o trabalho de adeséo entre o liquido e o

sélido Com a ressalva de que a gota da Fig. 24 esteja em equilibrio, temos:

Ys = YsL + YLv COS 0 (2)

Essa equacdo é uma forma de interpretar a teoria de adesdo interfacial que,

em termos de trabalho, é conhecida como equac&o de Young-Dupré”?:

Wa =17y (cos 6 + 1) 3

Fundamentado nos conceitos sobre trabalho de adesao e equilibrio interfacial,
Fowkes’ atribuiu & energia de superficie o somatério de contribuicdes de interacées

dispersivas (y%) e polares, y**:

="+ (4)
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7 (1+ C0OS0) = 2(1%y%,) 5)

d
Assim, a equac&o descreve uma forma de estimar fornece um método para Vs

e nao energia total ys..

A equacao de Fowkes pode ser estendida de outras formas como a proposta
por Owens, Wendt” e Kaelble™:

Yo (L+€088) = 201378, ) + 20127, ) 2 (6)

d p
Utilizando liquidos com Ywv e Vv conhecidos, e medindo o angulo de contato

- d p
é possivel determinar ¥s e Vs.

Além destes modelos destacados, existem outros na literatura e para este
trabalho, a investigacdo da energia superficial foi realizada adotando o modelo de
Owens e Wendt e Kaelble, pela possibilidade em avaliar a energia superficial total em
termos de componentes de energia a partir do modelo tedrico. O angulo de contato 0 foi
determinado por um tensiometro/goniémetro automatizado OCA 100 que, através de
uma camera CCD, capturou a imagem da gota depositada sobre o material. Com a
ajuda de um software, foi possivel delimitar as fronteiras das interfaces entre a gota e a
superficie. Ao realizar o tratamento de imagens para determinar o perfil desta gota, foi
possivel calcular o dngulo de contato. Medindo-se 6 com um liquido polar, como a agua
d(y"Lv = 51 mI/m? e vy = 21,8 mJ/m?) e com dimetil sulfoxido (y*.v = 8,68 mJ/m? e y%.v
= 34,83 mJ/m?), o programa permitiu que se determinasse o trabalho de adesdo e a
energia de superficie do material, neste caso pelo método geométrico.
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111.3.6 Cinética de molhabilidade do Fluido Corporal Simulado

A avaliagao da biocompatibilidade de um material, especialmente quando este
material j& apresenta um alto potencial de aplicacdo tecnoldgica, envolve certo grau de
dificuldade devido a necessidade de se envolver sacrificio de animais para os testes in
vitro e in vivo. Sendo assim, ha a necessidade de se encontrar métodos e técnicas que
possam realizar uma pré-avaliacdo dos materiais antes de realizar alguns destes testes.
Seguindo essa linha de pensamento e com o objetivo de estudar as variaveis fisicas
nos primeiros contatos de interacdo entre um biomaterial e 0 meio biologico, uma
simulacdo experimental foi idealizada para investigar as etapas iniciais dos processos
de osseointegracdo. Essas simulacdes foram realizadas adaptando a técnica de
goniometria que mede a molhabilidade de fluidos em solidos. A técnica consiste em
determinar a cinética de molhabilidade entre o fluido corporal simulado e as superficies
modificadas abordando aspectos onde ndo ¢é possivel considerar o equilibrio

termodinamico.

A investigacdo dos eventos iniciais de um processo dinamico envolve uma
gama de conhecimentos tedricos e experimentais a cerca da matéria, energia, espacgo e
tempo. No caso dos modelos teoricos, a previsibilidade proposta pela ciéncia pode
funcionar até uma determinada quantidade de varidveis do sistema durante um
processo fisico. No caso do estudo em questdo, é necessario considerar novas
variaveis uma vez que envolve sistemas bioldgicos. Sendo assim, a idéia foi avaliar
experimentalmente a dinamica dos processos nos instantes iniciais a partir do momento
em que o fluido corporal simulado e a superficie do material sdo colocados em contato.
Entdo, os dados obtidos nestes experimentos sado confrontados com os dados das
componentes de energia superficial livre utilizando os modelos tedricos propostos na

tese, assim como com os testes de biocompatibilidade.

A dinamica do processo foi investigada a partir da observacdo macroscépica da
modificacdo da gota do fluido na superficie. Essa modificacdo € medida em termos da

variacdo da forma geométrica da gota, ou ainda, em termos da variacdo do angulo de
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contato, em fungédo do tempo. A variagdo temporal em termos de instantes iniciais e
finais depende da capacidade do equipamento (tensibmetro e goniébmetro acoplados) e

no numero de contagens possiveis feita por este.

O fluido corporal simulado foi obtido conforme protocolo de Kokubo'’ através
da mistura de 0,2 g KCI, 8,0 g NaCl, 0,2 g CaCl,.2 H,O, 0,05 g NaH,PO,4, 1,0 g
NaHCOs;, 0,1 g MgCl,.6H,O e 1,0 g de glicose para 1000 mL de agua evitando a
precipitacdo e com o monitoramento constante do pH = 7. A solucgéo foi obtida de forma
que as concentragfes das espécies envolvidas fosse a mesma do plasma corporal
humano. A tabela 5 compara as concentragbes ionicas da solucdo e do plasma

sanguineo.

Tabela 5 — Concentracdes idnicas (em mM) do fluido corporal simulado e do plasma
sanguineo humano’’.

fons | Plasma SBF
Sanguineo (Kokubo)

Na* 142 142

K* 5 5

Mg®* 115 1,5

ca® |25 2,5

Cr 1030 147,8

HCOs | 27 4,2

HPO,* | 1 1

s0o,” |05 0,5

A simulagdo da interacdo entre o material e plasma humano foi realizada
utilizando a camera do gonidmetro e o software para desenhar o formato da gota na
superficie. Na técnica, foi possivel monitorar com relativa precisdo os angulos da direita
e da esquerda do fluido, medidos simultaneamente a cada 0,1 segundos. A variagao
destes parametros permite identificar o efeito macroscopico da interacdo na interface, e
verificar se eles sdo devidos a efeitos de histerese ou ndo. Com a adaptacéo da técnica
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de goniometria e a partir de medidas preliminares realizadas, uma importante questéo é
colocada em discussédo. A heterogeneidade quimica, em funcdo de diversas interfaces
criadas na superficie dos biomateriais metalicos, pode produzir efeitos mais acentuados
do que a rugosidade da superficie? Essa € uma das questdes fundamentais da tese. A
figura 22 mostra a imagem registrada pela camera e enviada para o software antes e

apés a gota entrar em contado com a superficie.

. l

Figura 22 — Fotografia da gota de SBF antes e apds o contato com a superficie das

amostras.

O volume da gota, a temperatura e a atmosfera da camara de teste foram
mantidos constantes em cada experimento para nao interferir no resultado e a partir da
deteccdo do angulo de contato, foi medida a sua variagdo na forma geométrica em

funcdo do tempo durante varios intervalos.

A realizagdo de experimentos precisos e reprodutiveis para esta finalidade
envolve varias dificuldades inerentes a preparacdo adequada das superficies como
obter superficies suficientemente planas e homogéneas, evitar efeitos de histerese,
utilizar geometrias simples e procurar condi¢cbes necessarias para evitar ou minimizar
efeitos inerciais e gravitacionais para que a dindmica possa ser observada
detalhadamente. Nos experimentos, procurou-se evitar todas as variaveis que

implicassem em problemas para a interpretacdo dos dados, no entanto, outras
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consideracdes devem ser colocadas para que a técnica proposta possa ser
aperfeicoada e utilizada como um processo tecnoldgico para aplicagdo comercial.
Dentre essas consideragdes, no desenvolvimento da técnica foi importante distinguir

angulo de contato real e aparente.

O angulo de contato obtido sobre uma superficie solida ideal, ou seja, lisa,
homogénea, nado-reativa, rigida e impermeével, € conhecido como angulo de contato
real ou intrinseco. O angulo real é igual ao angulo de contato definido através da
relacdo de Young-Dupré’® ™. Este é representativo das propriedades materiais do
sistema liquido-solido-sélido envolvido e caracteriza, através de uma superficie solida
ideal, a analoga real de mesma composi¢do quimica. Porém, ndo é de facil obtencéo
experimental, o que limita o entendimento completo de fendmenos capilares em
situacdes reais, uma vez que geralmente somente o angulo de contato aparente é

acessivel experimentalmente’®.

O método baseado em observacdes Oticas ou extrapolacdes matematicas de
interfaces macroscoépicas fornecem o angulo de contato aparente, pois é determinado
com base na linha tangente a superficie sélida total, a qual, devido a baixa ampliacao,
aparenta ser lisa e plana. Desse modo, o angulo de contato aparente é uma
aproximacdo do angulo real devido tanto as caracteristicas morfologicas da superficie
sélida quanto as caracteristicas quimicas. Uma das questdes chaves para se entender
melhor os problemas que envolvem a molhabilidade é determinar a relacdo entre o
angulo de contato real e o aparente, uma vez que o Ultimo é o parametro mensuravel ™.

Todas essas questdes foram discutidas no desenvolvimento da técnica.

Além da distingdo entre o angulo real e o aparente, € importante considerar
também a histerese de angulo de contato™, isto é, das diferentes configuracdes que a
linha de contato foi submetida nos estagios anteriores do observado. E o fendmeno no
qual o angulo de contato de avanco difere do angulo de contato de recuo. Devido a
presenca da histerese, a interpretacdo das caracteristicas de determinado sistema

passa a ser dependente das condi¢des que tal configuragao foi obtida, de modo que o
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sistema ndo € mais descrito somente por um estado de equilibrio, como em nosso caso.

A figura 23 mostra uma leitura preliminar registrada a partir da filmagem da gota.

As medidas de energia superficial quanto o desenvolvimento da metodologia
para determinar a cinética de molhabilidade do SBF contaram com as colaborac¢des do
doutorando Douglas Monteiro e da professora Elisabete Zaniquelli do laboratério de
Fisico-Quimica de Superficies da Faculdade de Filosofia e Letras da USP campus

Ribeirdo Preto.
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Figura 23 — Imagem da tela do programa usado na medida dos angulos de contato.
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[11.3.7 Biocompatibilidade

111.3.7.1 Adeséo e proliferagcédo celular

Com a finalidade de avaliar a biocompatibilidade dos materiais com as
superficies modificadas, diferentes testes in vitro com cultura de células foram
realizados. Para a avaliagdo da adesédo e proliferacéo celular foram utilizadas células
O0sseas coletadas do fémur de coelhos machos adultos da raca Grupo Genético
Botucatu (consangtineo derivado de trés racas, nova Zelandia branco, Norfolk, e
Califérnia), adultos e peso entre 4 e 5 kg, porte médio. O protocolo empregado para o
cultivo pré-estabelecido no Laboratério de Citogenética Animal do Departamento de
Genética do Instituto de Biociéncias - UNESP, campus de Botucatu segue as normas
1ISO 10993%%,

O animal foi sacrificado com dose letal de propofol, apds a morte constatada foi
removido a pata traseira de onde foi retirado o fémur. Este foi aberto com o auxilio de
um osteotdémo e dentro da epifise foi coletado 0 0SS0 esponjoso com uma cureta.

Na cultura celular, o material coletado foi colocado em frascos de cultura
juntamente com 3,0 ml do meio HAM F12-DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium)
na proporcdo 1:1, suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico
penicilina/estreptomicina sendo incubados em estufa a 38° C, 95% de umidade e 5% de
CO.,. As culturas permaneceram em estufa a 38° C, em repouso, objetivando uma
melhor aderéncia das células a superficie inferior dos frascos. Foram realizadas trocas
de meio de cultivo a cada trés dias e sempre no mesmo periodo do dia tentando
promover um sincronismo fisiolégico na divisdo celular. As culturas foram
periodicamente observadas em microscoépio invertido para serem colhidas em momento
adequado, ou seja, quando estivessem com um alto indice mitético demonstrando uma
grande proliferacéo celular, mas também visando evitar uma superpopulagéo celular em

um periodo mais longo de cultura "in vitro". As figuras 24 e 25 mostram imagens das
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culturas de células obtidas por microscopia 6tica. Durante as trocas foram também

avaliados os niveis do pH no meio, mantendo-os sempre em torno 7,0.

Figura 24 — Fotografia do meio de cultura de osteoblastos obtida com microscopia otica

(12 observacao 3° dia)

Ao serem observados crescimentos celulares intensos, as células foram
desprendidas por meio de tratamento com tripsina (Solugdo Tripsina —Versene —
Instituto Adolfo Lutz). O meio previamente separado deste frasco foi utilizado para
neutralizar e formar uma suspensao com as células. A suspensédo celular obtida foi
transferida para um tubo de centrifuga e centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e, em seguida, foi adicionado ao “pellet celular” 2 ml de
meio de cultura, previamente aquecido a 38° C.

Para a contagem de células foi removido todo o meio de cultura dos frascos. As
células descoladas do frasco foram centrifugadas e diluidas em 1ml de meio Tripsina.
Desta solucao foi retirado 20 ul e adicionado 20 pl da coloragéo azul de Trypan, que
cora células mortas. A coloragéo foi colocada na camara de Neubawer e feita a leitura

de 4 quadrantes presentes na camara. As células marcadas foram descartadas e o total
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de células foi divido por 4 e multiplicado por 20.000 que é o fator de diluicdo. A partir

deste resultado obtivemos um nimero de 0,8 x 10*°.

Figura 25 — Fotografia do meio de cultura celular obtida com microscopia 6ética (22

observacgéo — 6° dia)

Apos verificacdo do crescimento celular nas culturas e executado o procedimento
de centrifugacao, as células foram depositadas sobre as amostras dentro dos pogos da
placa de cultura, permanecendo em repouso por um periodo de 2 h. Posteriormente, foi
adicionado meio de cultura, soro e antibiético onde permaneceram por 48 h em estufa.
ApoOs este periodo, foram retiradas e acondicionadas em frascos estéreis para posterior

analise com microscopia eletrénica de varredura.

As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% por 24 h. Apés a fixacao
inicial, o material foi lavado em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,3 (trés trocas de 5 min),
sendo pés-fixado em tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampao (30 min). A desidratacao
foi realizada com sequéncia crescente de alcool etilico, para posterior secagem do
material através do ponto critico em CPD 020 (Balzer Union), com CO; liquido. Os
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espécimes foram colados em suporte adequado e recobertos com ouro, em aparelho
MED 010 (Balzer Union), com camada de 20 nm. O material foi entdo, examinado e
fotografado em Microscopio Eletrénico de Varredura. Esta etapa do trabalho foi
realizada com a colaboracdo da doutoranda Juliana Ferreira e da prof. Dra. Ligia Mota
do Laboratério de Citogenética Animal do Departamento de Genética do Instituto de

Biociéncias - UNESP, campus de Botucatu.
[11.3.7.2 Estudo de viabilidade celular L929

Diferente da coleta de células, para o protocolo de estudo de viabilidade e
citotoxicidade foram utilizadas células L1929 cultivadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal, 2 mM de L-glutamina, 20 mM de tampéao
Hepes e 0,2% de bicarbonato de sodio. Esta solucdo € referida como meio RPMI

completo. O protocolo também seguiu as normas 1SO 10993%%83,

Para o estudo da viabilidade as células foram ressuspendidas em meio RPMI
completo na concentracdo de 2 x 10 células/mL. Um volume de 100 uL foi adicionado
a placas de 96 orificios e fundo plano e o crescimento celular foi avaliado em diferentes
periodos de cultivo: 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h pela adicdo de 0,2% de
corante vital cristal violeta em 20% de etanol. A placa foi incubada por 10 min a
temperatura ambiente. A seguir o corante foi desprezado e a placa lavada
delicadamente com agua destilada para remoc¢éo do corante. Apos a secagem da placa
em estufa a 37° C, as células coradas foram solubilizadas por adicdo de 200 uL de
detergente duodecil sulfato de sédio a 1% e a Densidade Optica (D.O.) de cada orificio
foi determinada em leitor de ELISA com filtro de 492 nm.

[11.3.7.3 Ensaio de citotoxicidade com MTT
O ensaio com MTT é baseado na capacidade das células viaveis em converter o

corante amarelo, soluvel em agua, 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide (MTT) em cristais de cor violeta e insolUveis. Células L929 na concentracédo de
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2x10° células/mL foram adicionadas em volumes de 30 pL, 50 pL e 100 pL por orificio
em placas de cultura de 24 orificios, conforme descrito anteriormente. Apés 72 h de
cultivo, o sobrenadante das células foi retirado e 200 uL de MTT na concentracdo de 1
mg/mL em meio RPMI completo foi adicionado a cultura. As células foram incubadas
por 3 h a37° C e 5% CO,. ApGs esse periodo, o sobrenadante foi retirado e as células
foram solubilizadas pela adicdo de 200 pL de dimetil sulféxido (DMSO). A D.O de cada
orificio foi avaliada em leitor de ELISA, a 540 nm.

Na placa de 24 orificios foram colocados as amostras com 0s revestimentos em
um volume de 30 pL de células L929 na concentracdo de 2 x 10° células/mL. foi
adicionado no centro dessas placas de titanio. Como cultura controle, uma gota de
células foi adicionada em orificio ndo contendo placas de titanio. A placa foi incubada
por 2 h para aderéncia das células por 2 h a 37° C e 5% CO,. Apds esse periodo
adicionou-se 500 pL de meio RPMI completo em cada orificio e a placa foi incubada a
37° C e 5% CO; por 72 h. A avaliagcdo da viabilidade das células submetidas aos
diferentes tratamentos foi realizada por adicdo de MTT, conforme descrito

anteriormente.

Os testes para avaliar a biocompatibilidade envolveram uma relativa
complexidade, ndo somente pelo fato da utilizagdo de animais, mas também em funcgéo
da adequacdo das normas ISO 10993 aos protocolos pré-estabelecidos nos
laboratérios do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu. Esta etapa do trabalho
contou com a colaboracdo da aluna do curso de Ciéncias Biologicas Vanessa Carvalho
e dos professores Ramon Kaneno e Tereza Peracoli do laboratorio Morfologia e
Microbiologia.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSOES

As modificagbes da natureza material das superficies das amostras
proporcionaram interfaces com diferentes camadas oxidas e consequentemente
variados pontos isoelétricos superficiais (IEP), parametros relacionados a primeira
questdo fundamental da tese. Também como conseqiéncia das modificacbes
propostas, profundas mudancas referentes as variacdes das dimensdes superficiais
foram previstas como resultante da natureza das interfaces criadas com alteraces
topograficas e morfologicas e de forma quantitativa, a rugosidade. Parametros que
serviram de andlises voltadas para a segunda questdo fundamental do trabalho. As
imagens das figuras 26, 27, 28 e 29 mostram os primeiros resultados das modificagbes

realizadas nas superficies dos materiais.

Figura 26- Imagem obtida por MEV da amostra de titanio como recebida



Figura 28 — Imagem obtida por MEV da amostra de titanio apds tratamento acido
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Figura 29 — Imagem obtida por MEV da amostra de titanio apds tratamento alcalino.

E possivel observar mudancas nas superficies com diferentes topografias em
cada tratamento superficial realizado, sendo que, com os tratamentos acido/alcalino, as
superficies apresentam formas menos organizadas caracterizadas por fossas, sulcos e
depressfes irregulares com uma camada morfologica diferente da superficie onde foi

realizado apenas o lixamento.

Observa-se também uma variacdo na porosidade das superficies. Esse é um
importante pardmetro no que se refere aos objetivos finais desta pesquisa, pois ao se
implantar um biomaterial, os diferentes niveis de porosidade nas superficies exercem
influéncia nos estagio da osseointegracdo uma vez que a presenca de poros facilita o
fluxo sangiiineo, conforme discutidos em estudos anteriores'**"*%, O tamanho do poro
metalico pode ser determinado pelo numero das micro esferas com diferentes variagfes
e estas, podem permitir o crescimento de tecido fibroso preferencialmente ao
crescimento 0sseo, o que ndo é desejavel. Se os poros forem muito grandes, a

resisténcia da fixacdo pode diminuir acentuadamente. Além disso, a presenca de
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peqguenos fragmentos superficiais permite uma maior superficie exposta, o que pode
contribuir com a molhabilidade de fluidos na superficie, facilitando a irrigacao

141718 corroboram

sanglinea. Esses argumentos, em conformidade com outros estudos
a importancia da avaliacado das dimensodes superficiais de um material para identificar a
condicao ideal para rapida fixacao e resisténcia mecanica dos tecidos junto a superficie

guando implantado.

A terceira questdo fundamental da tese avaliou os efeitos da variagdo da
natureza das interfaces em termos da Energia da Superficie. Nesta etapa foi necessario
um estudo para a escolha dos modelos tedricos e da técnica (discutidos no capitulo
[11.3.5) apropriados. A figura 30 mostra os dados obtidos pelo software do tensiometro
referentes aos liquidos utilizados, aos valores de componentes de energia superficial e

a reta da equacéo.
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Figura 30 — Calculo efetuado pelo programa usado na determina¢éo da energia da

superficie em termos de componentes de energia dispersiva e polar.

Com a medida do angulo de contato entre a superficie do titanio e os liquidos
(dgua e dimetil sulfoxido), a energia foi calculada a partir da soma das componentes de
energia dispersiva e polar utilizando os modelos tedricos descritos ha metodologia. O
valor encontrado foi de 33,42 mJ/m? valor préximo do encontrado por Wang® e
colaboradores que determinaram 33,3 mJ/m? para o titanio cp apenas com tratamento

de revelacdo da superficie. Isso mostra que os modelos tedricos utilizados aqui sao

adequados para tal proposta.
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Os modelos permitiram verificar também que a energia superficial do titanio é
muito mais influenciada pela componente de energia dispersiva com valor de 25,04
mJ/m? do que da componente polar com valor de 8,38 mJ/m® Partindo desta
metodologia de andlise experimental todas as amostras foram analisadas e estudas em
termos de que tipo de interagbes que as diferentes naturezas das superficies

proporcionavam.

Nos experimentos, as variagcbes nas componentes de energia superficial se
originam das interagfes fisicas nas interfaces, movidas por aspectos microscopicos
relacionados a constituicdo dos meios interagentes. Deste modo, essas propriedades
foram interpretadas como o resultado coletivo de interacbes entre particulas. A
modelagem correta para o estudo das interacdes interfaciais presume a consideracao
de aspectos essenciais de tais interacfes para que 0 comportamento macroscopico
seja recuperado consistentemente. A inclusdo destes aspectos, independentemente do
modelo a ser utilizado, leva em consideracéo a atuacéo das forgas intermoleculares que
para este propdsito, € possivel evidencia-las em termos das componentes de energia

superficial.

A verificagdo das interagfes intermoleculares utilizando tais experimentos €
uma evidéncia dos efeitos associados as modificacbes fisico-quimicas propostas
podendo ser resultante de forcas atrativas de longo alcance e/ou forcas repulsivas de
curto alcance. As forgas de curto alcance sédo aquelas originadas da superposi¢cao das
nuvens eletrénicas, quando a distancia entre os centros moleculares é da ordem ou
menor que 3A%. As forcas atrativas podem vir a aproximar moléculas afastadas, se a
configuracdo de cargas for favoravel, at¢é o ponto no qual as forcas repulsivas
predominem e evitem o colapso. Embora estas forcas sejam consideradas de curto
alcance sob o ponto vista macroscoépico, é reconhecido que elas podem levar a efeitos
macroscopicos nos colocando diante das seguintes questfes: até que dimensdes
moleculares haveria interacdes proporcionadas por particulas especificas? Haveria

contribui¢cdes dessas for¢cas em interacbes com macromoléculas? Em que propor¢cdes?
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Tratamentos acidos em superficies metdlicas influenciam na camada de
passivacdo (6xidos) que se formam naturalmente. Neste sentido, a possibilidade de
ligagdo do H* com o Ti metalico que sobra na superficie pode ser a causa da variagdo
(diminuicdo) dos grupos (OH)™ disponiveis na superficie e responséveis pelas interacbes
com momentos dipolares permanentes. Tal evidéncia pode ser corroborada com a
diminuicdo quantitativa da componente de energia polar calculada. No entanto, as
flutuagcbes de cargas em funcdo das forcas intermoleculares de longa distancia
aumentaram, conforme é observado no valor da componente de energia dispersiva.
Esse aumento € esperado e necessario para que o0 sistema se torne

termodinamicamente estavel.

J4 o tratamento alcalino provocou um efeito contrario, pois resultou na
diminuicdo da componente de energia dispersiva, polarizando a superficie em
comparacdo com sua condicdo controle (apds a superficie revelada). Esse efeito foi
atribuido ao aumento dos grupos (OH) disponiveis na superficie. Neste caso, a
suspeita é de que o sddio possa estar interagindo com a rede cristalina, difundindo-se,
em forma de vacancias, nas camadas oxidas. A tabela 6 contempla os valores de
energia superficial calculados para as amostras de Ti cp, a liga Ti6AI4V e a liga
Ti1l3Nb13Zr utilizando o mesmo protocolo de tratamento superficial para a criacdo das

primeiras interfaces.

Tabela 6 — Energia da Superficie medida em mJ/m? para substratos metalicos apds as

primeiras modificacdes nas superficies

Amostras |Lixamento | Trat. 4cido | Trat. alcalino
Ticp 33,42 41,01 36,67
Ti6AI4V 68,64 48,57 80,48
Til3Nb13Zzr 47,34 35,09 64,62




71

O estudo destes fendbmenos foram conduzidos pela compreensao das forcas
de Van der Waals® e consistiu na interpretacdo da variacdo das componentes de
energia superficial pelas interacées entre moléculas polares, como as for¢as resultantes
gue induzem uma determinada polarizacdo em moléculas vizinhas apolares (sem dipolo
permanente), resultando forca de atragdo. Outros fenOmenos interfaciais estéo
associados as forcas de dispersdo. Esse tipo de forca estd sempre presentes mesmo
entre particulas totalmente neutras e possuem origem quantica podendo ser
interpretadas com movimento caracteristico dos elétrons numa molécula neutra, o qual
pode gerar regides temporariamente negativas e positivas. Como resultado, o centro de
carga negativa nao coincide com o centro das cargas positivas, gerando dipolos
elétricos instantaneos no tempo. Esses dipolos temporariamente induzidos geram um
campo elétrico que induz a polarizacdo de moléculas vizinhas. A interagdo resultante
entre os dipolos induzidos gera uma forca instantdnea, a qual na média temporal € ndo-

nula, embora essas moléculas, em média, apresentem polarizacdo nula.

Desta forma, a analise em temos de componentes de energia como a que €
proposta aqui, pode contribuir na avaliagdo de como estas forgas interagem a partir das
modificacbes nas superficies, polarizando, induzindo ou orientando. A natureza das
superficies nestas primeiras interfaces envolveu especialmente dos grupos OH’, NaOH,
HCI, Ti-OH e, como resultados das interagbes destas, os diferentes niveis de energia

superficial livre foram observados.

As interfaces seguintes, criadas a partir da modificacdo superficial com titania e
hidroxiapatita nas superficies antecessoras (acida e alcalina), foram entdo estudadas.
Para certificar-se da obtencdo da fase desejada a partir dos métodos utilizados, assim
como, certificar-se de que as temperaturas de calcinacdo néo alterariam a estrutura
cristalina, foi feito uma varredura termogravimétrica para avaliar as transicdes de fases.
As figuras 31 e 32 mostram as curvas de analise térmica realizadas no revestimentos

onde o sentido endotérmico € voltado para baixo.
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No caso do revestimento a base de titania, é possivel observar um processo
exotérmico acompanhado da perda de massa proximo dos 100° C, onde provavelmente
a fase liquida presente no material, apds sua obtenc¢édo, se transforma. Entre 600° C e
700° C ocorre a mudanca de fase desejada sem a variagcdo de massa. Para a etapa em
gue envolveu o revestimento da titania, estabeleceu-se um tratamento térmico de 400°
C para calcinagéo por 8 horas para evitar, em principio, a mudanca de fase requerida,
posteriormente, com a criagao da nova interface com a modificagdo com hidroxiapatita,
o protocolo foi alterado. Com relacdo ao experimento com a hidroxiapatita, no momento
do aquecimento da amostra, esta ainda se encontrava, em boa quantidade, na fase
liquida, préximo de uma pasta. Pode ser observado também o0s picos exotérmicos e
endotérmicos abruptos de 100 a 300 graus Celsius em que os processos foram
salientados nas analises devido ao alto grau de liberdade das particulas proporcionado
pelo estado liquido assim como da fase desejada entre 500 e 700 graus Celsius.

As figuras 33 e 34 mostram as morfologias das superficies do titanio apds a
criagdo de duas novas interfaces com titdnia em que, com o tratamento térmico, 0s
diferentes coeficientes de expansdo térmica entre 0s materiais nas interfaces
resultaram em rachaduras como os observados na forma de sulcos e lamelas dos
revestimentos. Como efeito, pode haver um aumento na tensao interfacial prejudicando
a adesédo e a estabilidade do revestimento. Justifica-se entdo, a realizacdo dos testes
de adesao interfacial como o proposto neste trabalho.
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Figura 33 — Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento &cido e revestido com
TiOo.

Figura 34 —Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento alcalino e revestida com
TiO;
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O oxido de titanio se apresenta em estequiometrias variadas, como Ti3O, Ti,O,
TisO2, TiO, Ti,03 e TizOs, sendo o mais estavel TiO,?. A temperatura ambiente, ndo é
afetado por substancias acidas ou alcalinas, sendo assim ideal para aplicacbes como
implantes no corpo humano. No entanto, ainda ndo se tem uma precisédo sobre qual tipo
de Oxido de tithnio é o mais favoravel para iniciar de forma mais rapida a
osseointegracdo. Propde-se aqui que a camada de titania possa servir como barreira
corrosiva e principalmente que promova uma melhor adesdao nos revestimentos
seguintes a base de fosfatos de calcio. As figuras 35 e 36 mostram, respectivamente, a
superficie das amostras com tratamentos acidos e alcalinos revestida com titania e

hidroxiapatita.

Figura 35 — Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento acido, revestido com TiO»
e HA.
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Figura 36 — Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento alcalino, revestida com
TiO, e HA

E possivel observar cristais sobre o revestimento de TiO, onde ndcleos se
formaram, tanto nos contornos, como sobre as lamelas de titdnia. Esses ndcleos podem
ser regides concentradas de HA, regifes bioativas favoraveis que podem tornar a
superficie energeticamente atrativa para particulas que constituem o meio bioldgico.

Estas consideracdes corroboram com indicios da biocompatibilidade®® %%

As imagens das figuras 37 e 38 mostram revestimentos obtidos com a solucéo
de célcio para a criacdo de uma interface de titanato de calcio. E possivel observar a
alteracdo morfolégica ao se comparar com as interfaces anteriores com um filme na
superficie do titdnio. Essa constatacdo € mais evidente na interface com o tratamento

intermediario alcalino. A figura 39 mostra a superficie apos o revestimento com HA.
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Figura 37 —Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento acido e revestida com

calcio.

Figura 38 —Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento alcalino e revestida com

calcio.
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Figura 39 — Imagem obtida por MEV do Ti cp com tratamento alcalino e revestido com
calcio e HA.

Ao avaliar a ultima imagem é possivel verificar a formagdo de nucleos sob a
forma de cristais, obtidos com o revestimento com HA na superficie, assim como o
observado anteriormente. Esta interpretacdo sugere que a formacao de apatitas seja
oriunda de processos de nucleacdo, a partir de uma condicdo energeticamente
favoravel para particulas do fluido corporal, o qual € supersaturado em relacdo a apatita
em condi¢des normais. Quando a superficie de um material tem um grupo funcional que
pode ser um local efetivo de nucleacdo, neste caso as apatitas, ela podera favorecer ou
promover a nucleacdo, que crescem espontaneamente a partir do consumo de ions de
calcio e fosfatos presentes no fluido corpéreo. Algumas discussdes sobre essas
argumentacfes mais especificas, sobretudo com relacdo aos aspectos bioquimicos,
podem ser encontradas em trabalhos de pesquisadores como Mau, Gan e
Kokubo***""’. Estas s&o caracteristicas de um material bioativo 0 que implica na
formacédo de uma camada de apatita biologicamente ativa para as etapas seguintes do
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processo de osseointegracdo com a formacgdo de tecidos sobre e através as camadas.

Este € o principal mecanismo de ligagdo do material bioativo e o tecido 0sseo.
Os resultados mostrados na tabela 7 contemplam todos os calculos da energia
da superficie comprovando o potencial da técnica empregada para modificar e ativar as

superficies metélicas do Titanio cp.

Tabela 7 — Ativacéo das superficies para diferentes interfaces

Energia Superficial Energia Superficial

Interfaces dcidas (meJ/m?) Interfaces alcalinas (mJ/'m?)
Ti lixado 3342 Ti lixado 3342
Ti+ HCI 41.01 Ti1+ NaOH 36.07
Ti+tHCIHT10, 60.21 Ti+NaOH+Ti10, 60.30
Ti+tHCI+Ti0,+HA 6045 Ti+NaOH+T10,+HA 59.26
Ti+HCI+CaTi0, 68.96 Ti+NaOH+CaTiO, 7741
Ti+HCH+CaTi0,+HA 7645 Ti+NaOH+CaTi0,+HA 82,54

A troca interatdmica que o oxigénio do revestimento de titania faz com o
hidrogénio, tanto nos sitios cristalinos da interface acida (HCI) quanto na interface
alcalina (NaOH), resultam na variacao dos grupos OH". Esses grupos funcionais sao

capazes de polarizar uma superficie.

A mudancga do ponto isoelétrico superficial (IEP) pela criagdo de diferentes
camadas de oxidos em contato com um eletrélito com pH maior que o ponto
isoelétrico (IEP) do 6xido de titanio, o grupo Ti-OH acido passa a dominar a
superficie causando um excesso de cargas positivas com a formacdo de Ti-O
modificando o ponto de pH no qual a superficie tem carga neutra. O IEP do 6xido do
titAnio esta entre 5 e 6 e os diferentes estados no ponto de zero carga entre as fases

rutilo e anatase constituem uma relacéo de causa e efeito.



80

Essas idéias podem ser conduzidas sob a hipétese de que para ativacdo da
superficie metalica, cujo objetivo seja produzir um revestimento final de alta adesao, é
necessario que as interfaces sejam construidas por liga¢cdes quimicas especificas,
como as que correspondem a formacao do grupo funcional OH". As ligacdes quimicas
especificas, em conjunto com uma orientacdo cristalogréfica preferencial, podem

resultar em camadas oxidas com diferentes tensdes interfaciais e forcas de adeséao.

As imagens das figuras 40 a 45 mostram as variacdes da area superficial das
amostras com os diferentes parametros de rugosidade calculados a partir das imagens
obtidas por Microscopia de Forga Atdbmica. Esses parametros permitiram estabelecer
uma relacdo direta com os fenémenos relacionados a bioatividade e adesdo conforme

objetivos propostos nesta tese.
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Figura 40 - Imagens obtidas por AFM e parametros de rugosidade da amostra Ti+HCI
por AFM.
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Figura 43 — Imagens obtidas por AFM e parametros de rugosidade da amostra
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Calculando o parametro rugosidade média observa-se que a variagdo da area
superficial com o tratamento alcalino (220 nm) difere quantitativamente da variacdo da
area superficial com o tratamento acido (178 nm). O aumento da rugosidade
potencializa a caracteristica hidrofilica ou hidrofébica de uma superficie. Assim, o
angulo de contato aparente em superficies hidrofilicas, serdo tdo menores quanto mais
rugosas forem as superficies. Inversamente, a energia de superficie sera tdo maior

guanto mais rugosa for a superficie.

Os parametros de rugosidade sao importantes propriedades no que tange aos
fenbmenos interfaciais, pois além de modificar a &rea superficial, afeta também o
coeficiente de atrito e proporciona a reten¢cdo mecéanica de materiais estranhos. Para as
nossas propostas, a rugosidade na superficie de um implante pode favorecer a
distribuicdo de tensdes, a retencdo do crescimento 0sseo e a resposta celular.
Corroborando com essas argumentacdes, 0 aumento na resposta 0ssea e nha
resisténcia da interface implante-osso foi relacionado ao crescimento do trabeculado
0sseo perpendicular a superficie rugosa de implantes com superficies hidrofilicas.
Desta hidrofilia, resulta-se diferentes niveis de adsorcdo de macromoléculas®®.

Levando-se em consideracdo que a interacdo das células com o a superficie de
um implante é afetada pela topografia da superficie, espera-se que a variacdo da area
superficial possa contribuir no aumento de sitios energeticamente favoraveis para
ligarem, facilitando o crescimento dos tecidos e aumente a estabilidade mecanica.
Assim, o controle preciso do nivel de rugosidade durante um tratamento superficial de
metais se faz necessario para que, ao ser aplicado, células encontrem pontos de
ancoragem na superficie do implante para iniciar a proliferacdo e garantir a biofixacao.
Se a superficie possui rugosidade muito menor que o tamanho das células, podera
ocorrer auséncia destes sitios com a ressalva de que se o implante possuir grandes
nameros de picos ou vales, mas, estes possuem superficies lisas, as células,
igualmente, ndo poderao se fixar. Até 0 momento, ndo existe um consenso, dentro da
comunidade cientifica, sobre quanto ao melhor tratamento superficial e nivel ideal de

rugosidade.
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No caso das imagens obtidas para as interfaces com 0s revestimentos, é
possivel observar a formacgdo sitios e nudcleos corroborando com as imagens

observadas por Microscopia Eletrénica de Varredura.

Embora seja de praxe que o aumento da rugosidade de superficies de
implantes promova maior ancoragem, a resisténcia da interface implante-osso nao pode
ser atribuida exclusivamente a este parametro conforme hipéteses testadas nesta tese.
Ao compararmos os resultados de rugosidade com a energia superficial para amostras
com o tratamento intermediario alcalino da figura 46, é possivel perceber que o
revestimento com HA diminui a rugosidade média através da formagéo de um filme com
0s nucleos observados por MEV como na figura 39. Esses resultados indicam que a
natureza quimica da superficie, em alguns casos, pode contribuir de forma mais
significativa na energia do que outros fatores ora discutidos neste trabalho, contestando
assim o que Gennes®’ e Hardy®® propdem em seus trabalhos. Analogamente, é possivel
interpretar que a area da superficie (rugosidade) ndo seja o principal requisito para
favorecer os fendbmenos interfaciais durante os estagios iniciais de interagdo entre o
material e 0 meio biolégico que, para este caso, a natureza das particulas envolvidas
nas modificagdes propostas como o Ca, P e Na parece exercer maior influéncia na
energia superficial e consequentemente na molhabilidade, independente das condi¢des

morfoldgicas.
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Figura 46 — Rugosidade e energia superficial de amostras com interfaces de tratamento

intermediério alcalino.

A dificuldade em encontrar um modelo tedrico para a compreensdo dos
fendmenos interfaciais durante a osseointegracao impossibilita o desenvolvimento de
materiais que possam desempenhar uma melhor conectividade O6ssea. A idéia em
simular os estagios iniciais do contato entre o implante e 0 0sso humano adaptando a
técnica de goniometria consistiu em avaliar cineticamente a interacdo entre o fluido
corporal e a natureza da superficie de forma a entender a dindmica do processo em
termos da natureza dos elementos quimicos, neste caso, através das componentes de

energia da superficie.

A idéia central desta etapa dos estudos esta em relacionar o grau de
molhabilidade de uma superficie como um parametro para se avaliar a

biocompatibilidade de um material e entédo, obter informacdes que pudessem ajudar a



90

responder a quarta questdo fundamental da tese. Assim foram realizados os
experimentos de cinética de molhabilidade através da medida da variacdo do angulo de
contato que o liquido forma sobre a superficie do material. Este experimento tem por
objetivo evidenciar a influéncia direta da superficie no meio, neste caso, o fluido

corporal simulado.

Por ser uma tentativa inédita ainda sem parametros para comparagado, optou-
se por uma variacdo temporal média de 10 minutos para cada amostragem. E possivel
observar a diferenca de hidrofilicidade (agora utilizando um fluido simulado em
laboratdrio) entre as superficies através dos angulos de contatos. Ambos os resultados
estdo coerentes com o0s resultados da variagdo da energia das superficies
proporcionados pelos tratamentos iniciais. Neste ponto destaca-se também o aumento
da componente de energia polar atribuida a natureza dos grupos OH™ onde a hip6tese
da influéncia destes grupos nas particulas oriundas do fluido se da através das
interagcdes intermoleculares. Esta ainda nédo seria a hipodtese final, mas evidencia o fato
de que os tratamentos alcalinos realizados nas superficies podem formar uma camada
de titanato de sodio. O sddio, ao se difundir nas camadas oxidas, disponibiliza uma
maior energia superficial em termos de polarizacdo da superficie, este talvez seja o

fenbmeno que possa explicar o decaimento no inicio da curva.

A figura 47 mostra a variagdo do angulo de contato da gota do fluido em funcéo
do tempo para todas as interfaces obtidas com os revestimentos. Os diferentes angulos
de contatos para cada superficie sédo resultado das modifica¢des fisico-quimicas dos

revestimentos.
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Figura 47 — Medidas das variacdes do angulo de contato em fungéo do tempo para o

estudo de todas as interfaces desenvolvidas.

S&o0 duas observagbes que chamam a atencdo ao comparar todos o0s
experimentos de molhabilidade. A primeira delas refere-se ao conjunto de pontos que
formam a curva de molhabilidade do fluido na superficie Ti+NaOH+CaTiO3z+HA e o
segunda questéao refere-se aos pontos iniciais de cada curva obtidos logo nos primeiros
contatos da gota do fluido nas superficies. Em conjunto, essas duas observacdes
experimentais serviram de motivagdo para que, a partir de entdo, fossem avaliadas as
interacOes do fluido com todas as interfaces obtidas pelas modificagbes superficiais. A
figura 48 mostra a cinética de molhabilidade medida para a interface Ti+NaOH+CaTiO3.
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Figura 48 — Variagdo do angulo de contato em fungdo do tempo para a amostra com
interface TiINaOHCaTiO3

O fendmeno de molhabilidade em condi¢Bes dindmicas é um dos efeitos
atribuidos as modificagbes nas superficies onde o espalhamento espontaneo de gotas
sobre superficies esta relacionado a variacdo da area de contato entre o liquido e o
solido e o angulo de contato em fung¢édo do tempo, apos o rapido transiente que ocorre
nos primeiros estagios seguidos ao contato. Uma visdo geral sobre a fundamentagéo
na aplicacdo do estudo de molhabilidade que foca no processo dindmico como o

proposto nesta etapa da tese, é dada tanto por Marmur quanto Mejia>.

E relevante estabelecer uma relacdo dos resultados de molhabilidade com os
dados das componentes de energia dispersiva e polar, avaliados como contribuigdo das
forcas intermoleculares assim como a natureza dos 6xidos formados durante as etapas
de revestimentos. O principal mecanismo para o crescimento da camada de Oxido € a
difusdo do atomo metalico para a superficie do 6xido, e a difusdo do oxigénio idnico da
superficie do 6xido para a interface metal/0xido. A camada também pode crescer pela
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participacdo dos atomos de hidrogénio (prétons), pela formacdo dos grupos (OH) e
pela inclusdo de ions minerais como o calcio, o fésforo e 0 magnésio. Assim, tanto a
heterogeneidade quimica do fluido quanto da superficie podem influenciar no fenémeno
da molhabilidade.

Em conjunto com a avaliacdo da energia da superficie, a cinética de
molhabilidade demonstra ser um parametro integral de avaliacdo de modificacOes
realizadas em superficies quando se tem uma idéia da natureza quimica das

superficies, em especial, para este propdésito onde existe a heterogeneidade quimica.

As leis de proporcionalidade dadas pelas relacbes discutidas nos modelos
tedricos sobre molhabilidade e energia superficial livre aparentam apresentar uma
caracteristica universal da dindmica de espalhamento de liquidos onde o espalhamento
de uma gota sobre uma superficie sélida parece ser independente da natureza da
superficie, pelo menos em condicbes de molhabilidade total. No entanto, ao
compararmos a relacéo entre energia superficial e molhabilidade do fluido com os
resultados de rugosidade os resultados contradizem em partes, 0 que € proposto por

alguns autores na literatura.

Fundamentado nessa hipoétese, foi realizada uma avaliagdo da evolucdo da
gota do fluido nas condi¢es iniciais da interacdo. A cinética de molhabilidade foi
avaliada em diferentes instantes nos intervalos de 0 a 1 segundo, de 0 a 10 segundos e
de 0 a 100 segundos. A figura 49 mostra a variagdo do angulo de contato em funcéo do
tempo de espalhamento do fluido na superficie do titnio apenas com a revelacdo da

superficie e para a superficie com revestimento.
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Figura 49 — Variacdo do angulo de contato nos primeiros dez segundos de interacao

com diferentes superficies.

Ao comparar as velocidades de espalhamento do fluido na superficie do titanio
sem tratamento e na superficie do titAnio com o revestimento € possivel avaliar a
diferenca de molhabilidade entre as superficies apenas com uma regressédo linear.
Convertidos em radianos por segundo, os dados mostram que nos primeiros 6 minutos
de interacéo do fluido a diferenca de velocidade de molhabilidade é 0,085 rad/s. Ja nos
primeiros 10 segundos de interacdo a diferenca de velocidade passa a ser de 0,306
rad/s e no primeiro segundo a diferenca é de 0,919 rad/s. Esse resultado indica a
importancia de se considerar os estagios iniciais de interacdo das interfaces, pois a
partir das evidéncias apontadas aqui, a hip6tese é que ions como o Ca e P, que
compdem tanto o fluido quanto as interfaces, podem ter influenciado em uma maior
interacdo por grupos (OH) disponiveis na superficie, contribuindo, na velocidade no
espalhamento do fluido. De maneira analoga, a natureza das particulas na superficie de
um implante pode exercer um papel importante nos primeiros estagios do processo de
regeneracao tecidual uma vez que o primeiro contato é através do hematoma (plasma

corporal).
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A tabela 8 contempla todos os resultados fundamentados na busca pelas
regularidades no estudo dos fendbmenos das interfaces de acordo com trés das quatro
questdes propostas na Tese. E possivel observar que, para o revestimento final, a

melhor ativag&o ocorreu com o tratamento intermediario alcalino.

Tabela 8 — Energia de superficie e variagdo do angulo de contato das superficies para

cada interface criada

Interfaces Energia Variagcao do angulo
Superficial (mJ/m?) | de contato (x10°rad/s)

T ) )
Ti+ NaOH 36,07 0,153
Ti+NaOH+TiO; 60,30 0,221

Ti+NaOH+TiO,+HA 59.26 0,238
Ti+NaOH+CaTiO3 77,41 0,212
i+NaOH+CaTiOz+HA 82,54 0,391

Em funcao dos resultados apresentados referentes a ativacéo de superficies, o

revestimento final Ti+NaOH+CatiOs+HA foi testado também nas ligas Ti6AI4V e
Til3Nb13Zr e os resultados de molhabilidade com o fluido corporal mostram o mesmo
comportamento conforme pode ser observado na figura 50.
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Figura 50 - Molhabillidade do Fluido Corporal Simulado no revestimento testado no

titnio e suas ligas

A segquir foram realizados testes de viabilidade celular para algumas das
interfaces criadas com o objetivo de relacionar com os dados de energia superficial e
cinética de molhabilidade e verificar a potencialidade da técnica assim como avaliar
guantitativamente a biocompatibilidade das superficies. Na tabela 9 estdo
representados os valores de Densidade Optica (D.O.) obtidos das culturas de células
L929 em diferentes periodos, os valores em negrito representam a média e o desvio
padréo dos respectivos resultados.
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Tabela 9. Valores médios de Densidade Otica correspondentes ao crescimento de

células L929 em diferentes tempos de cultura.

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

0,127 + 0,172 + 0,424 + 0,441 + 0,528 + 0,514 +
0,011 0,013 0,052 0,13 0,17 0,20

Os resultados mostram que houve aumento do crescimento das células em
funcdo do tempo de cultivo. Esse crescimento pode ser observado nos periodos de 24
a 72 h. No periodo de 72 h verificou-se, por analise microscopica, que a monocamada
das células L929 atingiu a confluéncia. A partir de 96 h observou-se uma sobreposicao
das células em crescimento. Apés a fixacdo e coloracdo, quando a placa foi lavada, a
camada de células sobrepostas se desprendia da placa, alterando o valor da Densidade
Otica. Em vista desses resultados, optou-se por calcular a melhor concentracdo de
células, necesséaria para se determinar o crescimento nesses diferentes periodos. Na
Tabela 10 estédo expressos 0s resultados desse experimento realizado nos periodos de
24,48 e 72 h.

Tabela 10. Valores médios de Densidade Otica correspondentes ao crescimento de

diferentes volumes de células L929 e tempos de cultura.

24 h 48 h 72 h
Volume 30 50 100 30 50 100 30 50 100
(uL)
0,154 0,179 0,229 0,265 0,365 0,492
0,068 0,105 0,144 + + + + + +
ks ks ks 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 017

0,01 0,02 0,01
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Considerando que os estudos de citotoxicidade com as amostra sobre as
células L929 necessitam da adicéo das células sobre placas com 1 cm? optou-se por
calcular o volume da gota de suspensao celular suficiente para o0 crescimento,
exclusivamente sobre a placa. A placa foi desenhada com quadrados de 1cm? e gotas
da suspensao celular nos volumes de 30, 50 e 100 uL foram adicionadas sobre o0s
mesmos. A tabela 11 mostra os resultados da viabilidade das células L929 nas

diferentes concentra¢fes analisadas.

Tabela 11. Valores médios de Densidade Otica correspondentes ao crescimento de

diferentes volumes de células L929 em 72h de cultura.

30 pL 50 pL 100 pL

0,266 + 0,03 0,369 + 0,03 0,612 +0,13

Os resultados mostraram que o volume de 30 uL de células coradas por MTT foi
semelhante aos obtidos com a coloracdo com cristal violeta e foi adequado para o
ensaio. A seguir avaliou-se a viabilidade das células L929 em diferentes periodos de
cultivo, variando de 24 h a 144 h, utilizando-se o volume padronizado de 30 uL por

orificio da placa de cultura e coradas por MTT. (Tabela 12).

Tabela 12. Valores médios de Densidade Otica correspondentes ao crescimento de

células L929 em diferentes tempos de cultura.

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
0,080 + 0,168 + 0,270 + 0,361 + 0,558 + 0,603 +
0,01 0,01 0,01 0,03 0,02 0,14

A partir desses resultados optou-se por empregar esse volume celular no
estudo de citotoxidade das células L929 frente ao titAnio submetido a diferentes
tratamentos. A figura 51 mostra a média dos resultados individuais da percentagem de
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crescimento das células L929 em 4 experimentos independentes cultivadas sobre
placas de titdnio submetidas a diferentes tratamentos, em comparac¢do com as células
controle, ndo cultivadas com titanio. Os resultados sdo expressos em média + SD da
percentagem de crescimento das células em relagédo a culturas controle ndo-cultivadas

com titdnio, em quatro experimentos independentes
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Figura 51 - Viabilidade das células L929 cultivadas na presenca de placas de titanio
submetidas a diferentes tratamentos..

Em conjunto os resultados mostram que o tratamento intermediario &cido
apresenta efeito toxico sobre as células L929 e que as interfaces obtidas com a
amostra Ti+Na+TiO2+HA indicaram a bioatividade da superficie. Além disso, 0s
resultados de energia superficial e cinética de molhabilidade apontaram para a
influéncia do tratamento alcalino no potencial para a viabilidade do desenvolvimento de

células nas superficies.

Estabelecendo uma relag&o dos testes in vitro com os dados de molhabilidade
do fluido corporal simulado e da energia superficial livre, conforme figura 52, observa-se
uma coeréncia em que os melhores resultados indicaram as interfaces que possuem o

revestimento bioativo a base de hidroxiapatitas.
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Figura 52 — Energia superficial e variagcdo do angulo de contato em funcdo do tempo

para diferentes interfaces.

Ao estabelecer as relagbes € importante destacar que os componentes do
fosfato de calcio podem variar na composi¢ao, porém, € importante que os ions calcio,
fosfato e magnésio sejam lentamente liberados para obter boa resposta bioldgica®%°. A
presenca de ions calcio e fosfato nas proximidades da area de um implante favorecem
o processo de diferenciacdo celular através do processo de mineralizacdo e
remineralizacdo, o que pode promover uma rapida formacdo 6éssea quando comparada
as ceramicas inertes e superficies metalicas °*. Essas espécies podem exercer uma
relativa influéncia nas interfaces durante o0s estagios iniciais do processo de

osseointegragao.

A modificacdo da energia da superficie em funcdo de sua natureza aumentou a

molhabilidade para o fluido corporal simulado, que é constituido pelos mesmos ions que

Energia Superficial {mem2]
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constituem as interfaces criadas e os resultados de biocompatibilidade apontam para

essa importante relagdo entre material e meio bioldgico.

Com as imagens das figuras 53, 54 e 55, é possivel observar a adesédo e a
proliferacdo das células sobre as superficies modificadas com os diferentes
tratamentos. Para ocorrer a adeséo, as células liberam uma matriz para o substrato por
onde ela se adere a superficie dos materiais. Este € um dos fenbmenos que ocorrem na

interface entre um biomaterial e o corpo humano.

HV | WD |Mag|Det|
12.5 kV|6.7 mm|250x| ETD

(b)
Figura 53 —Imagens obtidas por MEV com 250 x de aumento das interfaces (a) células

WD | Mag| Det ——————500.0um
12.5 kV|6.6 mm|250x| ETD

e superficie Ti+HCI e (b) células e superficie Ti+NaOH
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| A

100.0ym——— ——100.0um

12.5 kV|6.6 mm|1000x| ETD 12.5 kV|6.6 mm|1000x| ETD

(b)
Figura 54 — Imagens obtidas por MEV com 1000 x de aumento das superficies (a)

células e superficie Ti+HCI e (b) células e superficie Ti+NaOH

(b)

Figura 55 - Imagens obtidas por MEV com 5000 x de aumento das superficies (a)

células e superficie com tratamento acido e (b) células e superficie com tratamento

alcalino.

De acordo com as imagens, as células apresentaram uma aparéncia de célula

mesenquimal que sdo semelhantes aos fibroblastos. Esses tipos de células séo
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importantes durante processos de cicatrizacdo pois podem formar outros tipos de
células como os osteoblastos, que é o interesse.de aplicacdo Essas imagens sao
compativeis com os dados de citotoxicidade e viabilidade celular indicando a
bioatividade das superficies.

Uma vez apresentando evidéncias de bioatividade e visando a aplicacdo em
materiais para implantes e implantes, a adesédo dos revestimentos foi entdo avaliada.
Os resultados experimentais da aderéncia dos revestimentos do Ti cp sao resumidos
nas tabelas 13

Tabela 13 — Resultado dos testes de adesdo, medida em MPa, de todas as interfaces

criadas para o Ti cp.

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Media
Amostras (A-2011) | (A. 2011) | (A.Hobby) | (A.Hobby)
Tis HC1 8,15 14,28 584 7,55 8,955
I+HCHTO? 7,06 701 0,58 6,45 7,75
I+ HCHTIOHA 15,74 1116 6,23 4,71 0,46
Ti+HCI+ CaTiO3 8,57 9,76 722 5,59 7,785
Ti+HCl+ CaTiO3+HA 11,52* 6,67 16* 5,24 9,857
Ti+ NaOH 87 TA7 2173 5,87 10,88
Ti+ NaQH+Ti02 8,35 12,24 783 719 8,9
Ti+NaOH+ TiO2+HA 11,96 12,49 9,04 8,06 10,38
Ti+ NaOH+CaTi03 10,28 7,72 5,65 841 8,015
Ti+NaOH+CaTiO3+HA 10,75 10,25 6,94 17,73 11,417

Os testes mostraram que os tratamentos propiciaram uma forte adesao dos
revestimentos, pois, com excecao da interface Ti+HCI+CaTiOs+HA, representado por *
na tabela, todas as interfaces excederam a resisténcia das colas que ligavam a ponta
de teste do equipamento ao revestimento no substrato. Esses resultados indicam que
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as estruturas das interfaces dos revestimentos a partir de uma orientagdo cristalografica
preferencial, promoveram uma maior estabilidade. Pode-se observar também que a
forca de adesdo € maior para amostras com camadas de 6xidos intermediarias criadas
a partir do tratamento alcalino. Interface esta que apresentou também melhor qualidade
nos outros quesitos analisados. A tabela 14 mostra os resultados de adesao dos

revestimentos aplicados na liga Ti6AlI4V.

Tabela 14 - Adesao medida em MPa de todas as interfaces criadas para a liga Ti6Al4V

Teste1 | Teste 2 | Teste 3 Teste 4 Média

Amostras (A.2011) | (A.2011) | (A.Hobby) | (A.Hobby)

6 AMVes HCL 20,9 1566 | 10,25 5,48 13,07
Ti6Al4Va+HCLTiO? 7,39 5,79 f.74 11,91 8,21
Ti6AVa+HCIHTiO+HA | #4447 | 6:257 | 18,587 10,14 9,85
Ti6Al4Va+HCl+ CaTio3 | 122 5,12 ST 5,57 491
Ti6AI4Va+tHCH CaTiOMHA | 438 | 6,39 5,83* 3,03 5,16
Ti6Al4Va + NaOH 7,77 i 8,41 711 7,76
Ti6Al4Va + NaOH+TIO2 | 8,3 405 | 43 9,98 6,66
Ti6A14Va+NaOH+ TiO2+HA | 4,96 6,12 375 5,48 5,08
Ti6AlVat NaOH+CaTiO3 | 4,41 2,89 1116 | 6,01 6,11

Ti+NaOH+-CaTiOHA 16,43 16,74 14,01 10,7 14,47
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V - CONCLUSOES

O estudo dos fendmenos interfaciais a partir de modificagfes fisico-quimicas
nas superficies metalicas permitiu a obtencdo de informacdes inerentes as quatro
guestbes fundamentais propostas neste trabalho. As discussfes apresentadas referem-
se a busca por melhor compreenséo da relacdo entre matéria, energia, area superficial
e processos dindmicos ocorridos na interface entre um biomaterial metalico (metal e

revestimentos) e o meio biologico.

A variacdo das dimensfes superficiais de cada interface foi caracterizada por
técnicas de microscopias e investigada qualitativamente e quantitativamente. Os
resultados mostram que os niveis de rugosidade podem ndo ser 0s Unicos parametros
responsaveis pela variagdo das componentes de energia da superficie e de fenébmenos
relacionados a molhabilidade e capilaridade, considerando como exemplos nestes
estudos, a heterogeneidade da superficie nos revestimentos com titanatos de sédio e
célcio e com Hidroxiapatita. De maneira analoga, a rugosidade pode também néo ser o
unico fator a influenciar nos processos de adsorcdo de macromoléculas durante o
processo de osseointegracdo uma vez que depende de como se d&o as interagdes nos

estagios iniciais do processo.

A energia superficial livre das interfaces, caracterizada pela técnica de
tensiometria, evidenciou a ativacdo das superficies onde se destaca a variacdo das
componentes de energia superficial livre, resultado de diferentes interagcées. A partir
disso, foi evidenciado o fato de que é importante considerar a natureza das entidades
presentes nas superficies e suas implicagbes nos estdgios iniciais do processo de
osseointegracdo e ndo somente a qualidade da area superficial (rugosidade), como

considera alguns autores.

Os processos dinamicos foram investigados pela variacdo temporal do angulo

de contato do fluido corporal simulado com as superficies das amostras
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A natureza quimica das superficies foi alterada por uma metodologia
experimental que resultou em um revestimento final com alta adesao, alta estabilidade
estrutural e bioatividade, que foi evidenciada pelos resultados das andlises de
biocompatibilidade realizados seguindo dois protocolos distintos.

Utilizando amostras de Ti cp, liga Ti6AI4V e Til3Nb13Zr constatou-se que o
tratamento alcalino é o mais eficiente tratamento intermediario devido ao tipo de 6xido
formado com estruturas cristalograficas capazes de permitir uma melhor adesdo do

revestimento bioativo.

Com as modifica¢des fisico-quimicas nas superficies metalicas, as diferentes
interacbes de origem dispersivas e polares contribuiram para o aumento energia
superficial livre. Estas interagdes foram atribuidas a fendmenos de difusdo do sddio na
primeira interface Oxida e a difusdo do calcio nas interfaces Oxidas seguintes,
provavelmente formando titanatos e alterando a disponibilidade dos grupos (OH) nas

superficies através das trocas ibnicas.

Os testes de biocompatibilidade mostraram também uma importante relagdo
entre a molhabilidade do fluido corporal simulado e a viabilidade celular nas superficies
modificadas. Constatou-se que as velocidades de espalhamento do fluido corporal na
superficie das amostras foram maiores nas amostras com maiores afinidades para
adesao e proliferacao celular, como no caso do revestimento a base de Hidroxiapatita
(HA).

No que se refere a tecnologia desenvolvida para melhorar a qualidade de
revestimentos, foi possivel mostrar que os tratamentos intermediarios com titania sdo
relevantes para construcédo das interfaces a fim de se obter uma superficie bioativa de
alta resisténcia e estabilidade. Isto resolve, em parte, um dos problemas enfrentados
pela industria na producédo de filmes bioativos. Apresentou-se ao final, o potencial dos

revestimentos para aplicacdo em proteses e implantes na ortopedia e ortodontia
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conforme verificado, em especial, com os resultados da superficie metalica construida a
partir da interface Ti+NaOH+CaTiOsz+HA.

Diante da busca para as respostas do desafio cientifico fundamentado nas
guatro questdes propostas neste trabalho e na tentativa de quantificar os fendmenos e
reacdes ocorridas entre um implante e os tecidos durante os primeiros estagios de
osseointegracao, verificou-se que o estudo da velocidade de espalhamento do fluido
corporal simulado, acompanhado de uma analise das componentes de energia

superficial livre, é eficaz como teste que antecede experimentos in vitro.
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APENDICE 1 : Continuidade, possibilidades e perspectivas

Como continuidade desta obra, destaca-se um estudo a partir da criagao de
novas interfaces variando a natureza quimica da superficie através da obtencdo de
camadas Oxidas de titanato de magnésio, pois este elemento também pode estar

associado aos processos de osseointegragao.

E importante que os revestimentos finais obtidos pelas modificagdes nas
superficies com as camadas intermediarias de O6xidos, formem uma barreira anti-
corrosiva para evitar problemas de lixiviagdo de ions, em especial quando aplicado em
ligas de titanio conforme destacado no capitulo 1. Assim, um estudo dos mecanismos
de transporte de massa entre as interfaces para investigar a dinAmica das particulas
guimicas envolvidas nas interacbes, seja interessante. Para tanto, a técnica de
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica parece ser a mais adequada devido a
possibilidade de se obter respostas sobre 0s processos corrosivos e informagdes sobre
a dupla camada elétrica formada nas interacoes.

Por apresentar potencial tecnolégico, os revestimentos de alta adesao
necessitam ser testados em laboratorio credenciados pela ANVISA para o complemento
dos protocolos relacionados aos ensaios de biocompatibilidade conforme as normas
ISO 10993.

A técnica desenvolvida para a simulagdo dos estagios iniciais de
osseointegracdo pode ser aperfeicoada adaptando um tensidbmetro de medidas
dindmicas a uma camara com atmosfera controladamente proxima das condicfes reais,
em termos de temperatura e pressao, assim como na calibracdo de uma camera para

captar imagens a uma taxa menor que 0,1 segundo.
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APENDICE 2 — Informagdes Complementares

De acordo com o documento de area da CAPES discutido na segunda reunido
técnica realizado pelo POSMAT em 2009, um importante quesito referente a insercéo
social nas dissertacdes e teses sera avaliada no contexto do impacto regional/nacional
do programa, assim como as atividades de solidariedade com outras instituicbes e
visibilidade no contexto nacional. Entdo, uma extensao universitaria resultante de uma
tese de doutorado na area, aprovada e altamente avaliada pela reitoria da universidade
traz contribui¢cbes significativas para o programa.

Se, de um lado tem-se a caréncia de profissionais com perfil empreendedor e
com visao transdisciplinar na universidade, do outro se tem a abertura do governo, em
termos de politicas publicas, estimulando a parceria de pesquisadores e empresarios.
Soma-se a estes fatores a necessidade em se aplicar a interdisciplinaridade que
envolve a ciéncias da natureza e suas tecnologias no ensino em todos 0s niveis,
justificando assim, a necessidade de se buscar a aproximagao entre universidade e
sociedade. O modelo de avaliacdo dos potenciais de valores gerados, aplicados nos
trabalhos cientificos em biomateriais foram apresentados no Encontro da SBPMAT em
2008 e mostrou ser uma ferramenta que pode ser usada em pesquisas cientificas na

forma de teses e projetos.

Em funcéo das diversas varidveis envolvidas neste trabalho sob a perspectiva
adotada e apos avaliagcdo dos potenciais de valores gerados, destaca-se a maneira
como todos os resultados se interligaram como fundamental e mais importante do que

os resultados individuais e a soma dos mesmos.
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