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Alguns dos fatores de grande influéncia nos indices de sucesso clinico dos implantes
osseointegrados sdo a qualidade e quantidade de adesdao do tecido 6sseo a sua superficie,
definindo assim o conceito de osseointegragdo. O fenomeno da osseointegracdo depende
primordialmente das reagdes que ocorrem na superficie dos implantes. As pesquisas no
campo de engenharia de superficies visam modificar as propriedades de superficie tanto nos
aspectos quimico e bioldgico, quanto morfoldgicos e topograficos. Este trabalho teve como
objetivo verificar a relagdo entre alguns tipos de tratamentos de superficie com a resposta in
vitro de chapas de titdnio comercialmente puro submetidas a exposi¢cdo de solucdes
simuladoras de plasma humano. Estes tratamentos de superficies visaram obter uma
superficie rugosa e/ou bioativa. As chapas foram caracterizadas em MEV, XPS e
perfilometria de contato. Os resultados mostraram diferencas significativas entre as chapas
tratadas e ndo tratadas, evidenciando que os tratamentos realizados favoreceram a interacao

osso-implante.
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Some of the major influent factors on osseointegrated implants clinical success rate
are both quality and quantity of bone tissue bonded to its surface, defining thereby the
osseointegration concept. The osseointegration phenomenon depends primarily of the
reactions that take place on implants surface. Research in the surface engineering field
looks for to modify the surface properties in the chemical and biological aspects, as in the
morphological and topographic ones. This work had the purpose to verify the relationship
between some sorts of surface treatment and the in-vitro response of commercially pure
titanium sheets submitted to human plasma simulated solutions. These surface treatments
seek for a rough and/or bioactive surface. The plates were characterized by SEM, XPS and
contact profilometry. The results show significant differences between treated and non
treated sheets, revealing that the first ones seems to be more advantageous for bone-implant

interaction.
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I. INTRODUCAO

A perda de elementos dentarios decorrente de doenca periodontal, carie ou
trauma levou os profissionais de Odontologia a desenvolverem diversas modalidades
de tratamento protético para a substitui¢do destes dentes perdidos. O nimero e
distribuicdo dos elementos remanescentes e a qualidade do rebordo alveolar residual
sdo fatores que influenciam diretamente na selecdo e desempenho da prétese dentaria,

bem como no prognostico do tratamento.

O emprego de implantes osseointegrados consolidou-se como uma alternativa
viavel para solucionar limitacdes anatomicas, funcionais e estéticas advindas do
tratamento convencional. A demanda crescente na utilizagcdo de implantes dentarios ¢é
resultado de diversos fatores, tais como: aumento na expectativa de vida da
populacdo, perda dentdria associada a idade, seqiielas do edentulismo, desempenho
insatisfatorio das proteses removiveis, e bons resultados obtidos em estudos

longitudinais com prétese implanto-suportadas.

Existe um grande nimero de marcas comerciais de implantes a disposi¢cdo dos
profissionais no mercado mundial. Estes implantes sdo comercializados com
diferentes desenhos, materiais e tratamentos superficiais, como forma de melhorar
seus desempenhos clinicos. Eles apresentam diferentes indices de sucesso clinico,
comprovados por estudos longitudinais. Alguns sistemas apresentam altos indices de
sucesso, embora ainda ndo possuam estudos que possam comprovar sua eficacia ao
longo dos anos. Um dos fatores de maior influéncia nos indices de sucesso clinico dos
implantes osseointegrados ¢ a qualidade e quantidade de adesao do tecido 6sseo a sua

superficie, definindo assim o conceito de osseointegragao.

O fenomeno da osseointegracdo depende primordialmente das reagdes que
ocorrem na superficie dos implantes. ALBREKTSSON et al. (1981) propuseram seis
fatores que sdo aceitos como fundamentais no sucesso dos implantes endosseos:
material e projeto do implante, qualidade 6ssea, técnicas cirurgicas e qualidade da

superficie. Com relacdo a superficie, quatro parametros devem ser considerados:

composi¢ado, rugosidade, topografia e energia de superficie, sendo que a alteragao de



um deles afeta os demais. Os sistemas de implantes comerciais buscam desenvolver
superficies que otimizem as reagdes implante-tecido, buscando reduzir o tempo de
osseointegracdo e/ou favorecé-la em locais de comprovada baixa taxa de sucesso,
como em osso do tipo IV.

As pesquisas no campo de engenharia de superficies visam modificar as
propriedades de superficie tanto nos aspectos quimico e biologico, quanto
morfologicos e topograficos, e numa escala que abrange do centimetro ao nandmetro.
A forma do implante (cOnico ou cilindrico; rosqueado ou liso; com ou sem fendas)
determina condi¢cdes adequadas para sua retencdo mecanica no sitio dsseo e o
relacionamento com os componentes protéticos, sendo este projetado com precisao de
milimetros. Outra forma de promover o aumento da area efetiva de contato do tecido
com o implante se da através de tratamentos de superficie que alterem a topografia
em escala micrométrica como, por exemplo, os recobrimentos com hidroxiapatita e os
ataques acidos, que também aumentam a reten¢do mecanica. Por ultimo, a presenga
de ions fosfato (nos recobrimentos com hidroxiapatita) ou as espessas camadas de
oxido decorrentes dos tratamentos de anodizacdo podem induzir a adesdo de
determinadas proteinas, que desencadeardo o processo de formacdo Ossea, embora
ndo se tenha claro como essas alteracdes — em escala nanométrica - afetam a

osseointegragao.

Este trabalho tem como finalidade verificar a correlacdo entre diferentes
tratamentos de superficie e a bioatividade de chapas de titdnio comercialmente puro

submetidas a uma solucao simuladora de plasma humano por até sete dias.



IT1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O sucesso dos implantes dentarios esta relacionado com a capacidade de se
integrarem ao tecido 6sseo circunvizinho (ALBREKTSSON et al, 1981). O termo
“osseointegracdo”, originalmente proposto por BRANEMARK et al (1969) sugere
um contato direto entre o tecido d6sseo e o implante, quando observado em
microscopia optica, e ¢ considerado como uma medida de sucesso da longevidade da
protese. Essa osseointegracao permite uma transferéncia eficiente de tensoes, geradas
durante funcdo, do implante para o osso. Os requisitos basicos exigidos para a
ocorréncia da osseointegragdo, segundo SCHENK & BUSER (2000) sdo: adaptacao
precisa, estabilidade primaria e carga adequada durante o periodo de regeneragao.
Além disso, a osseointegracdo requer um material bioinerte ou bioativo e
configuragdes de superficie (osteofilicas) que sejam atrativas para a deposi¢ao Ossea.

Os materiais bioinertes nao liberam nenhuma substancia toxica e, desta forma,
ndo causam nenhuma reacao tecidual adversa. O titdnio, comercialmente puro ou em
certas ligas, ¢ um bom exemplo de material bioinerte. Um material bioativo ¢ aquele
que causa uma reacao tecidual favoréavel, seja estabelecendo ligagdes quimicas com
componentes teciduais ou promovendo atividades celulares envolvidas na formacao
da matriz 6ssea. A bioatividade ¢ atualmente restrita a compostos de baixas
propriedades mecanicas como a hidroxiapatita e fatores de crescimento, ¢ podem ser
apenas utilizados como finas camadas de recobrimento ou incorporados ao filme
6xido (ANSELME et al, 2000b).

O titanio ¢ o biomaterial mais empregado na fabricacdo dos implantes
dentarios. LEVENTHAL, em 1951, ja destacava as propriedades deste metal em
contato com tecido 6sseo. O titanio ¢ um metal altamente reativo, formando
espontaneamente, em contato com o ar e eletrolitos aquosos, um filme fino e denso de
oxido passivante em sua superficie. Esta reagdo produz entdo uma barreira para a
dissolu¢do do material. Embora importante, esta estabilidade quimica nao ¢ suficiente
para determinar compatibilidade tecidual ao material. Entretanto, devem ser
considerados os efeitos da corrosdo destes produtos nas células. MAURER (1997)
investigou os aspectos quimicos e bioquimicos da adesdo e proliferagdo celular na

presenca de diversos metais e os resultados demonstraram que a inibicdo do



crescimento de osteoblastos somente ndo ocorreu nos meios de cultura onde havia
concentragdes de titdnio, nidbio, zirconio e tantalo, tendo o primeiro apresentado os

melhores resultados.

Os eventos que levam a osseointegracdo de um implante no 0sso ocorrem
principalmente na sua interface. O desenvolvimento desta interface ¢ complexo e
envolve diversos fatores. Estes incluem ndo somente fatores relacionados ao
implante, como o material, forma, topografia, e quimica de superficie, mas também
carga mecanica, técnica cirlrgica, e varidveis do paciente, como qualidade e
quantidade de osso, e saude geral (WENNERBERG, 1996; MISCH, 2000; SCHENK
& BUSER, 2000). Uma das metas da pesquisa atual em implantodontia ¢ o
desenvolvimento de implantes que induzam uma regeneragdo controlada, guiada e
rapida do tecido 6sseo. HOWLETT et al (1994) e COOPER (2000) ressaltam que,
mais especificamente, além de acelerar o fenomeno da cicatrizagdo tecidual normal,
os implantes devem apresentar uma matriz interfacial com uma composicdo e
estrutura caracteristica de 0sso, € esta matriz deve apresentar propriedades mecanicas
adequadas. Estes resultados permitirdo ndo somente uma répida recuperacdo do
paciente, mas também uma fixacdo primaria estavel entre o osso e implante que
favoreceria um carregamento precoce ou imediato do implante. A dire¢do destes
estudos concentra-se no aproveitamento das propriedades biologicas de alguns
materiais cerdmicos no recobrimento de implantes de titdnio (WONG et al, 1995;
SILVA, 1999), e em tratamentos fisico-quimicos que visam modificar a superficie
para o favorecimento da osseointegragao (KIM et al, 1997; BUSER et al, 1998;
SHIRKHANZADEH, 1998; BUSER et al, 1999).

A afinidade por células ¢ uma importante propriedade dos biomateriais. As
aplicagdes destes biomateriais exigem contato intimo com os tecidos circunvizinhos e
dependem desta unido para poderem funcionar corretamente (GLANTZ et al, 1999).
Outros biomateriais, como os de aplicagao cardiovascular, necessitam apresentar total
falta de afinidade celular para ndo causar efeitos colaterais indesejados, como
atividade trombogénica. Desta forma, a compreensao do fendmeno da adesdo celular
torna-se fundamental para o desenvolvimento de biomateriais. ALBREKTSSON et al

(1989) e ESPOSITO et al (1999) ressaltam que os biomateriais empregados nos



implantes dentarios devem apresentar alta afinidade celular para que a
osseointegragdo ocorra de forma adequada e permita ao implante suportar as tensdes

geradas durante as fungdes do sistema estomatognatico.

A adesdo celular esta envolvida em varios fendmenos como na embriogénese,
na manutencao da estrutura tecidual, na cicatrizacdo de feridas, na resposta imune, em
metastases e na integragao tecidual aos biomateriais (EDELMAN, 1983; RATNER et
al, 1996; ANSELME, 2000). A biocompatibilidade dos biomateriais estd
estreitamente relacionada com o comportamento celular durante a adesdo a sua
superficie. O termo “adesdo”, no ambito dos biomateriais, abrange fendmenos
distintos, tais como: a fase de fixagdo que ocorre rapidamente e envolve eventos
curtos como ligacdes fisico-quimicas entre c€lulas e materiais por meio de forgas
ionicas e de van der Walls, e a fase de adesdo, cuja cinética ¢ mais lenta, envolvendo
varias moléculas bioldgicas como proteinas da matriz extracelular, proteinas da

membrana celular e proteinas citoesqueléticas.

Quando um material ¢ implantado em um organismo vivo, ele é exposto a
células e a uma gama de moléculas e ions que determinardo o curso dos eventos
interfaciais. Um dos primeiros eventos a ocorrer ¢ a adsorcao de proteinas sobre o
substrato que acontece de 10 a 60 segundos apos o contato, muito antes que quaisquer
células tenham acesso a sua superficie (BAGAMBISA et al, 1994). Isto significa que
qualquer célula que interaja com o substrato, o fara de forma indireta, através de uma
camada protéica adsorvida (fig. I.1). Esta camada serd formada por grupos diferentes
de moléculas protéicas, de acordo com o tipo de material implantado. O contingente
de proteinas adsorvidas depende das propriedades fisicas e eletroquimicas da
superficie, e determinara que tipos de células irdo interagir com o substrato. Um
grupo de moléculas que serd fundamental nos eventos pos-implantagdo ¢ composto
pelas proteinas de adesdo. Em nivel molecular, as proteinas de adesdo sao
responsaveis pela ancoragem, fixagdo, espalhamento, adesdo e migragao celulares. O
contato da célula com o substrato ¢ mantido pela formacdo de sitios de adesdo
subcelulares, espacial e morfologicamente definidos, denominados de adesdes focais.
Estes sitios estdo de 15 a 30 nm distantes do substrato e apresentam um comprimento

de 2 a 20 pm e uma largura de 250 a 500nm (EDELMAN, 1983).



SOLID SUBSTRATE

Figura .1 — Interagdo da célula com um substrato solido através de uma camada de
proteinas adsorvidas. O diagrama mostra as proteinas extracelulares como tridngulos
e quadrados se relacionando com os receptores (circulos) da membrana celular

(RATNER et al, 1996).

Entre os fatores reconhecidamente importantes para o estabelecimento da
osseointegracdao (material empregado, desenho do implante, qualidade de superficie,
condi¢des Osseas, técnica cirurgica e condi¢des de carga do implante), a qualidade de
superficie, atualmente, ¢ a area responsavel pela maior quantidade de producio
cientifica em Implantodontia Oral. Este direcionamento das linhas de pesquisa
justifica-se por reconhecer o importante papel que as propriedades superficiais
desempenham no sucesso da osseointegracio (WENNERBERG, 1996; LAMPIN et
al, 1997). A hipdtese de se comercializar um sistema de implantes liso e polido,
cilindrico justaposto ou rosqueado, sem qualquer tipo especial de tratamento
superficial, estd totalmente descartada. Diversos trabalhos publicados demonstraram
que a qualidade e a quantidade de osseointegragdo, assim como sua manutengdo ao
longo dos anos, ¢ superior nos implantes que receberam algum tipo de tratamento
superficial (ANSELME et al, 2000a; BAIER et al, 1984; BOWERS et al, 1992;
BUSER et al, 1998; HANSON & NORTON, 1999; HURE et al, 1996;
WENNERBERG, 1996).



Figura 1.2 — Exemplos de implantes com diferentes desenhos de roscas. Da esquerda
para direita: AstraTech (Modlndal, Suécia), ITI Bonefit (Institut Straumann,

Waldenburg, Sui¢a) e Branemark (Nobel Biocare, Gotemburgo, Suécia).

A forma cilindrica, com ou sem roscas, consagrou-se como o desenho de
escolha na fabricagdo dos implantes dentarios. Os sistemas livres de roscas
fundamentam sua fixagdo cirdrgica primaria na justaposi¢ao friccional do implante na
loja 6ssea preparada. Os sistemas com roscas sdo fixados pelo rosqueamento do
implante e possuem diferentes formatos e tamanhos de roscas (fig. 1.2). BAIER et al
(1984), SYKARAS et al (2000) e ELLINGSEN (2000) destacam que a selecdo do
desenho das roscas reflete a necessidade de oferecer ao implante uma distribui¢ao
mais controlada das tensdes aplicadas e favorece uma estabilizagdo cirirgica
primaria. Entretanto, ressaltam que estas caracteristicas macroscopicas nao atuam de
forma direta no fenomeno de adesdo celular. Os tratamentos superficiais empregados
proporcionam uma alteracdo microscopica capaz de favorecer e otimizar esta adesdo.
O que se espera com estes tratamentos € criar uma microrrugosidade superficial ideal
que promova um aumento da retengdo mecanica e que otimize a resposta tecidual
(JONES, 2001). De um modo geral os diversos tipos de superficies encontrados nos
biomateriais de uso clinico sdo categorizados como lisos e rugosos. Entretanto, esta
classificagdo dicotomica, segundo WENNERBERG & ALBREKTSSON (2000),

esbarra em duas consideragdes importantes: as superficies usinadas (ou maquinadas)



ndo sdo lisas ou polidas e as superficies rugosas podem variar muito, tanto em tipo

quanto em quantidade de rugosidade.

O fator desencadeante das pesquisas que buscavam desenvolver superficies
texturizadas decorreu dos diversos relatos cientificos que acusavam altos indices de
fracassos associados aos tratamentos com implantes de superficie lisa. Com
freqii€ncia, estes trabalhos associavam estes altos indices de fracasso com regides dos

maxilares que apresentavam densidade 6ssea desfavoravel (osso tipo IV).

JAFIN & BERMAN (1991) observou em estudo retrospectivo que ao instalar
implantes de superficie lisa em maxilares com osso tipo I, II e III, obteve sucesso em
97% dos casos. Por outro lado, os resultados obtidos em regides de rebordo alveolar
com cortical delgada e densidade baixa (tipo IV), foram significantemente
desfavoraveis, em torno de 65%. Outros autores, como QUIRYNEN et al (1992)

apresentaram resultados similares em estudos semelhantes.

BRUNETTE (1988) realizou um trabalho de revisdo sobre os efeitos da
topografia da superficie de diferentes biomateriais no comportamento celular in vitro
e observou a ocorréncia de aposicdo celular, de forma indistinta, nos diferentes
materiais com superficies lisas ou rugosas. Entretanto, concluiu que apesar da
texturizacdo da superficie ndo influenciar no fendmeno da aposi¢do Ossea, esta
desempenha papel importante no percentual de tecido 0sseo que interage com o

biomaterial.

WILKE et al (1990) em estudo in vivo observou resultados favoraveis em
ensaio de remoc¢do por desrosqueamento de implantes submetidos a diferentes
tratamentos de superficie colocados em tibias de carneiro. Apdés o periodo de
osseointegracdo, as forcas de torque necessarias para a remog¢ao foram analisadas e
pdde-se concluir que os implantes tratados com jateamento de pequenas particulas de
6xido de aluminio e posterior ataque acido (SLA) demonstravam valores 5 a 7 vezes
maiores que os demais. Os autores ressaltam que tanto o jateamento quanto o ataque

acido influenciaram nos resultados.



Em estudo similar, BUSER et al (1991) relatam que implantes com superficies
rugosas apresentam maiores taxas de contato osso-implante e que o tratamento

quimico determinava influéncia importante em relagdo a este aspecto.

A forma geométrica de qualquer superficie normalmente ¢ referida como sua
textura superficial. Esta textura é composta de caracteristicas definidas como
rugosidade, ondulacdo e forma. De uma forma geral, somente a caracteristica de
rugosidade ¢ quantitativamente analisada em uma superficie, sendo aplicado um filtro
com freqiiéncia de corte espacial (“cut-off’) para remover mecanica, elétrica ou

digitalmente suas ondulagdes ou formas.

A diferenca bésica entre rugosidade e ondulacao consiste no comprimento de
onda espacial ou distancia entre os picos, definida pela norma ISO 11562. Segundo
STOUT & BLUNT (1995), uma grande dificuldade encontrada nesta defini¢do ¢ que
o limite de separacdo destes dois parametros ¢ arbitrada de acordo com situagdes

especificas.

II.1 - Tratamentos de Superficies

I1.1.1 - Jateamento

Tornar uma superficie de um implante rugosa objetiva aumentar a aposi¢ao
mecanica do tecido 6sseo. Um dos métodos normalmente utilizados ¢ o jateamento da
superficie com particulas duras de determinados 6xidos. Estes podem ser a base de
Ti, Al ou Si (fig. I.3). Apos o jateamento algumas particulas podem ficar
aprisionadas nas rugosidades criadas. Recomenda-se entdo um tratamento quimico
com 4cido para remover possiveis impurezas que venham posteriormente prejudicar o
processo de osseointegragcdo. Além disso, este tratamento quimico promove uma
uniformizagdo das rugosidades criadas pelo jateamento, o que permite uma

padronizacdo experimental (DINIZ et al, 2001).
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Figura I1.3 — Superficie de implante AstraTech (Modlndal, Suécia) tratada por

jateamento com dioxido de titanio.

I1.1.2 - Aspersao térmica

Existem duas técnicas de aspersdo térmica de um pd sobre um substrato
metalico. Uma utiliza como fonte de calor uma tocha de oxigénio a alta velocidade
para acelerar as particulas em dire¢do ao substrato. A outra usa como fonte uma tocha
de plasma (gés ionizado). A técnica de aspersdo térmica a plasma € o processo mais
empregado na industria. Neste processo, o gas argdnio ¢ ionizado ao passar pela zona
de descarga de alta temperatura, gerada por um arco de corrente formado entre um
anodo de cobre e um catodo de tungsténio. Esta técnica estd sujeita a algumas
variaveis, tais como: mistura gasosa empregada, corrente, distancia entre catodo e
anodo, distancia do substrato a tocha de plasma, e a posicdo em que as particulas
entram no plasma. Apesar da alta temperatura gerada pelo processo, o substrato
mantém-se a uma temperatura média de 300° C, o que ndo impde nenhum tipo de
alteracdo microestrutural e conseqiiente alteragdo mecanica. Os pds utilizados para
aspersao podem ser metalicos ou ceramicos. A hidroxiapatita ¢ o po6 ceramico mais

utilizado e as particulas empregadas sao da ordem de 20 a 40um (SILVA, 1999).
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I1.1.3 - Tratamento quimico com acido

Esta técnica, além de proporcionar uma rugosidade e ativagdo da superficie,
determina uma limpeza do substrato removendo impurezas inclusas deixadas por
técnicas de jateamento e descontaminando a superficie. Os acidos mais utilizados sao
o acido fluoridrico e o nitrico. O ataque quimico cria na superficie uma rugosidade
controlada e uniforme, podendo regularizar rugosidades criadas por outras técnicas.
Um exemplo disso ¢ o emprego de uma solu¢do de HF + H,O, que controla a
formagdo de uma camada estavel de 6xido, ativando sua superficie (KLOKKEVOLD

et al, 1997).

Tabela II.1 — Relacionamento da textura do biomaterial com os diferentes tipos de

tratamentos de superficie (adaptado de RATNER et al, 1996)

TEXTURA TRATAMENTO

Rugosa diferentes granulometrias

e Ataque i6nico

e Aspersdo térmica de metal ou ceramica.
o Sintering metal beads

Porosa e Weaving textiles.

e Trocas quimicas hidrotérmicas.

e Bombardeio i6nico

Fibrosas .
superficie sob alta pressdo e temperatura.
Usinadas _
e Roscas, degraus, reentrancias.
Microusinadas ou microatacadas e Usinagem mecanica e/ou condicionamento

com acido

e Jateamento com AlLO; ou TiO, com

e Difusdo de fios de Ti ou cerdmica na
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O recobrimento de implantes osseointegrados metalicos com materiais
bioativos visa favorecer o contato osso-implante, pelas ligacdes fisico-quimicas. Um
dos mais materiais bioativos de recobrimento mais empregados pela industria ¢ a
hidroxiapatita. Embora muitos bons resultados clinicos tenham sido relatados, ha uma
série de intercorréncias associadas a este material. FUJIBAYASHI et al (2001)
relataram problemas advindos da porosidade, baixa resisténcia a fadiga, degradagao, e
destacamento da camada de hidroxiapatita, aplicada por plasma-spray, a longo prazo
e sua baixa aderéncia ao substrato metéalico durante a implantacdo. BLOEBAUM et al
(1994) relataram que particulas de HA se destacaram do substrato (implante de
quadril) durante a cirurgia ¢ moveram-se para o interior da articulacdo, tendo

provocado seu desgaste.

Outras formas de se proporcionar bioatividade a superficie tém sido relatadas
na literatura. Uma das mais desenvolvidas ¢ pela formagdo de uma camada de 6xido
de titanio, que apresenta comportamento similar ao da hidroxiapatita (KIM et al,
1996). Pela perspectiva da engenharia de materiais, o titdnio apresenta-se como um
excelente material para este proposito, pois se pode variar sistematicamente suas
propriedades de superficie. O titdnio forma naturalmente uma fina camada de 6xido
em contato com o ar, mas sua espessura, morfologia, topografia, ¢ composicao

quimica podem variar em larga escala.

A composicdo quimica dos oOxidos de titdnio ¢, na maioria dos casos,
principalmente TiO,. Oxidos preparados eletroquimicamente podem conter impurezas
devido a contaminagao dos eletrolitos usados. A espessura da camada de 6xidos em
implantes de titanio, produzidos por usinagem, ¢ da ordem de 2 a 6 nm, dependendo
do seu método de esterilizagdo (LARSSON, 2000). Camadas mais espessas podem

ser obtidas por tratamento térmicos ou eletroquimicos (LARSSON et al, 1994).

A morfologia e microestrutura da camada de 6xido dependem muito da
microestrutura do metal sobre o qual ele se forma. As superficies usinadas e polidas
apresentam uma camada amorfa, plasticamente deformada que se estende alguns
micrometros para o interior do material. O eletropolimento ou outro tratamento acido

remove esta camada amorfa, resultando em superficie com terminagdes policristalinas
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em que a estrutura de grdos do material pode ser claramente observada. Os filmes
6xidos mais finos apresentam uma morfologia homogénea e regular. Oxidos térmicos
e anddicos mais espessos, por outro lado, sdo mais heterogéneos e consistem de areas

distintas com diferentes porosidades (LAUSMAA et al, 1986).

O tamanho e a distribui¢do das diferentes areas dos 6xidos se relacionam com
a morfologia dos graos do substrato, o que provavelmente reflete que graos com
diferentes planos cristalinos promovem a formagdo de diferentes morfologias de
oxidos. Os o6xidos térmicos (<20nm) e anodicos (40nm) finos sdo essencialmente
ndo-cristalinos. Os implantes usinados também apresentam uma camada de 6xido
nao-cristalino e homogéneo. No entanto, a medida em que a camada de 6xido se

espessa, ela se torna mais cristalina (ELLINGSEN, 1998)

O controle na preparagdo das superficies e a manutencdo da sua qualidade
determinam uma demanda crescente na exceléncia dos métodos de caracterizacao
(ELLINGSEN, 2000). Diversos métodos tém sido usados para este propodsito. A
tabela I1.2 mostra os principais métodos utilizados para caracterizagdo de superficies,

relacionando suas profundidades de analise e suas resolugdes espaciais.
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Tabela I1.2 — Métodos de caracterizacdo da superficie de biomateriais

(VON RECUM, 1999).

METODO PROFUNDIDADE RESOLUCAO |SENSIBILIDADE CUSTO’
. Muito ou  pouco
Angulo de
3-20A 1 mm dependente da|$
contato
quimica de superficie
ESCA' 10 -250 A 10— 150 pm 0.1 Atom % $$8
AES’ 50 - 100 A 100 A 0.1 Atom % $$3
SIMS® 10 A - 1pm 100 A Muito alta $$S$
FTIR-ATR*  |1-5pm 10 um 1 Mol % $$
STM’ 5A 1A Atomo isolado $$
. Alta, mas nao
SEM 5A 40 A $$
quantitativa

1 - Espectroscopia de elétrons para anélise quimica

2 - Espectroscopia de elétrons Auger

3 - Espectroscopia de massa ionica secundaria

4 - Espectroscopia por raios infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR) —
Reflectancia total atenuada (ATR)

5 - Microscopia de varredura por tunelamento

6 - Microscopia eletronica de varredura

7 - §, acima de US$ 5000; $8, US$ 5000-100,000; $$$, > US$ 100,000

Os métodos de caracterizagdo de superficie englobam as técnicas metalurgicas
e bioldgicas. A primeira inclui técnicas de analise topografica, microanalise e quimica
analitica. A segunda inclui as técnicas de cultura de células e de liquido corporal

simulado.
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I1.2 — Técnicas de caracterizaciao de superficies

I1.2.1 - Caracterizacao metalurgica

I1.2.1.1 - Angulo de contato

A superficie de qualquer material ¢ especialmente mais reativa que seu
interior devido ao fato que os atomos externos ndo apresentam suas valéncias
totalmente preenchidas, gerando assim a chamada energia livre de superficie. Como a
estrutura e composi¢do da superficie sdo diferentes de seu interior, os métodos de
analise do corpo de um material ndo se adequam para caracterizar sua superficie.
Outra particularidade da superficie ¢ a certeza de contaminagdo imediata sob
condi¢des atmosféricas normais, o que pode resultar em uma situagdo favoravel ou
ndo. Finalmente, a estrutura superficial de um material é freqlientemente “movel”. O
movimento de atomos e moléculas perto da superficie em resposta ao ambiente
externo ¢ sempre significante. Em resposta a um ambiente hidrofoébico, mais
componentes hidrofobicos podem migrar para a superficie do material. Por outro
lado, em resposta a um ambiente aquoso, a superficie pode reverter sua estrutura e
grupos polares exteriorizam-se para interagir com as moléculas polares de agua

(VON RECUM, 1999).

O método de angulo de contato (8) ¢ usado para medir a energia de superficie
de um corpo sé6lido em contato com um liquido em uma dada atmosfera. A energia de
superficie ¢ um importante parametro na interacdo bioldgica dos biomateriais e esta
diretamente relacionada com sua capacidade de molhamento. Este método ¢ de baixo
custo e de fécil operagdo apos algum treinamento. Ele oferece uma caracterizacio
inicial da hidrofilicidade ou hidrofobicidade da superficie e possibilita uma visao de

como o material analisado ird interagir com o meio.

Neste método, gotas de liquidos com diferentes tensdes superficiais sdo

colocadas sobre um soélido e seus angulos medidos. Uma correlagdo linear entre as
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tensdes superficiais dos liquidos (y) x angulos de contatos medidos, permite a
obtencdo do valor da tensao critica superficial (yc) na qual o angulo de contato ¢ zero.

Experimentalmente, existe uma série de maneiras de se medir o dngulo de
contato entre um liquido e a superficie de um material sélido. O método da gota
liquida sobre a superficie e o uso de um equipamento chamado gonidometro, o método
de captacdo e aprisionamento da bolha de ar, o método da capilaridade, sao exemplos

pelos quais pode-se medir ©.

O angulo de contato pode ser calculado pela seguinte equagao:

ysvzj/sl—i_)/lvcosga

onde, Vs € a energia de superficie, yg € a tensdo interfacial entre o sélido e o liquido, e

Yiv € a tensdo entre o liquido e o vapor (ar).
11.2.1.2 — Perfilometria

Os métodos de perfilometria ou rugosimetria baseiam-se na varredura de uma
superficie por uma sonda que quantifica sua rugosidade através da medigdo da altura
dos picos em relevo. As sondas podem utilizar-se de pontas de diamante (agulhas)
que contactam a superficie ou de sensores Opticos (microscopia de varredura confocal
a laser — CLSM) que além de apresentarem uma maior sensibilidade, possibilitam
uma analise tridimensional (WENNERBERG et al, 1996), desde que se disponha de
softwares especificos e material para calibragdo. Uma superficie ¢ caracterizada em
termos de rugosidade aritmética média (R,), rugosidade média quadratica (RMQ ou
Ry), € altura maxima pico/vale (R; ou PV). Os instrumentos de contato ndo podem ser
usados em implantes com roscas, ja que sua superficie irregular impede o percurso

normal da ponta.

Os principais perfilometros 3D podem ser classificados em termos do

mecanismo de medida em “por contato” e “sem contato’:
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A - Por contato

Um sensor com ponta de diamante da ordem de 2-10um varre uma éarea sob o
efeito de uma pequena forga (usualmente da ordem de 0,5 mN). O sensor percorre
com elevada precisdo o plano XY da amostra e avalia a altura da superficie. No
estudo de implantes esta técnica estd restrita a implantes ndo-rosqueados.
UNGERSBOCK & RAHN (1994) sugerem que a combinagio de MEV com
perfilometria mecanica por contato ¢ a melhor escolha. A varredura vertical se situa

em 2mm e a resolugdo vertical ¢ na ordem de nandmetros.

B - Sem contato
Os principais tipos sdo deteccdo de foco, laser confocal e interferometria de

luz branca.

Deteccao de Foco

Um feixe de luz de aproximadamente 1pm de didmetro varre a superficie. O
foco ¢ determinado pela intensidade da luz refletida. Apresenta boa excursao vertical
(~500 um) o que ¢ uma vantagem para superficies recobertas por plasma spray.
Entretanto, pode apresentar pequenas reflexdes que geram uma super estimativa da

rugosidade em alta freqiiéncia espacial. A resolucdo vertical € da ordem de 5 nm.

Laser Confocal
Um laser foca ponto a ponto o reflexo do laser sobre a superficie. Possui
pequena extensao lateral (2 x 2 mm) o que o torna adequado para analise de implantes

rosqueados. A resolucdo vertical € ordem de 6 nm.

Interferometria com Luz Branca

Um feixe de luz ¢ dividido em dois através de espelhos e lentes. Um deles
reflete sobre uma superficie de referéncia e o outro incide sobre a amostra. As
irregularidades da amostra causam o aniquilamento de algumas ondas de luz e o
reforgo da intensidade de outras, causando o aparecimento de franjas. A altura da
superficie ¢ proporcional a intensidade destas franjas. Permite medir areas proximas a
200 x 200 um com alturas de até 2 mm. A resolugdo vertical atinge valores tdo baixos

quanto 0,1 nm. Porém uma inclinacdo da area sob estudo de apenas trés graus
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dificulta a medida de superficies pouco reflexivas. Ainda assim, os flancos de

implantes orais podem ser avaliados por esta técnica.

Os parametros mais relevantes em 3D foram compilados por STOUT &
BLUNT (1995) e WENNERBERG et al. (2000) e a formulagdo matematica pode ser
obtida em WENNERBERG (1996) e DAGNALL (1986). Uma breve descrigao dos

parametros mais fundamentais na analise 3D serd feita a seguir:

e Parametros de amplitude (dependem apenas das alturas no eixo vertical):

Sa — média aritmética do mddulo das alturas, tem dimensdo linear de pum.
Equivale a Ra em 2D, entretanto ndo consta da lista minima sugerida por STOUT &
BLUNT (1995).

Sq — raiz quadrada dos desvios médios, tem dimensdo linear de um.
Representa o desvio padrao das alturas de picos e vales de toda a area analisada.
Apresenta grande significado tedrico, influenciando diretamente no calculo dos outros
parametros, tais como assimetria (Ssk), curtose (Sku) e medida da isotropia da
superficie. Possui maior sensibilidade que Sa em relacdo aos valores extremos de
picos e vales, sendo normal apresentar para uma mesma medida, correspondente a
mesma area, valores superiores que Sa, em geral superior em 10%.

Sz — valor médio dos dez pontos extremos, tem dimensdes lineares de pum.
Calculado a partir dos cinco picos mais elevados e pelos cinco vales mais baixos da
amostra, constituindo ao todo de dez pontos. Este valor se reduz quando a superficie
se desgasta em servico, pois 0s picos mais elevados sdo os primeiros a se
desgastarem.

Ssk — assimetria da superficie, adimensional. Indica a média da distribuicao
em relagcdo ao plano médio. Um valor nulo revela igual contribui¢do de picos e vales
na constru¢do da superficie. Valores positivos estdo relacionados a existéncia de mais
€ maiores picos que vales e vice-versa para valores negativos. Fendmenos que
dependem de ancoragem nos vales podem estar diretamente relacionados com esta
propriedade.

Sku — curtose, adimensional. Representa a distribui¢do da acuidade do relevo.

O valor de referéncia numérica trés representa uma distribui¢do semelhante a de
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Gauss, ou seja, normal. Valores superiores a trés sdo tipicos de superficies com

muitos picos e vales.

e Parametros espaciais (dependem apenas da posi¢ao dos picos e vales no plano

XeY):

Sds — densidade dos picos sobre a superficie, picos/mm®. Considera para este
calculo picos que sejam os mais elevados dentre os oito picos vizinhos.

Str — indice de textura, revela o quanto a superficie ¢ isotropica em relagdo as
direcdes X e Y. Varia de 0 a 1, sendo 1 uma superficie totalmente isotropica e 0 uma
completamente anisotrdpica (propriedades variam com a direcdo considerada).

Std — direcdo da textura principal, medida em graus. Este parametro indica a
direcdo preferencial da anisotropia no plano XY, determinando, por exemplo, a

direcao em que sulcos ocorrem na superficie.

e Parametros hibridos (dependem de valores no eixo Z e da posicdo no plano

XY):

SDq — raiz quadrada da média das inclina¢des, medida em graus. Traduz a
inclinagdo efetiva da superficie.

Ssc — curvatura ou forma média do relevo.

Sdr — razdo de area. E obtida dividindo-se a area retificada da amostra pela
area do plano XY. E sempre igual ou maior que um.

Sal — comprimento de autocorrelagdo, indica a importancia dos comprimentos
das oscilagdes da superficie. Quanto maior significa que as oscilagdes de maior

comprimento sdo mais relevantes na formacao da topografia.

I1.2.1.3 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A MEV consiste de um feixe de elétrons que ¢ acelerado em direcdo a uma
superficie e os elétrons refletidos pela superficie sdo coletados por um detector para
avaliacdo. Substratos com superficies ndo-condutoras necessitam ser recobertos com
uma fina camada de ouro, o que caracteriza o método como destrutivo para a amostra.

O nivel de deteccdo lateral é cerca de 5 A e é dependente do didmetro do feixe de
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elétrons e da corrente do feixe. A MEV ¢ freqlientemente empregado em pesquisas na
area de Implantodontia para analisar morfologicamente a superficie dos implantes,

dada a sua excelente profundidade de foco.

As interagdes do feixe de elétrons com a amostra geram fotons, elétrons
Auger, elétrons retroespalhados e secundarios, e ainda emitem raios-X caracteristicos.
Quando se acopla um detector de Raios-X ao MEV ¢ possivel fazer uma analise
quanto a sua energia (EDS) ou comprimento de onda (WDS), sendo a primeira, a
espectroscopia por energia dispersiva (EDS), a mais utilizada. Os elementos
constituintes da amostra sao identificados através de uma comparacdo com padrdes
pré-estabelecidos, fornecendo assim, uma analise quimica qualitativa e semi-
quantitativa dos elementos presentes numa dada regido da amostra (STEINEMANN,

1998; SILVA, 1999).

I1.2.1.4 — Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios-X (XPS) ou Espectroscopia
de Elétrons para Analise Quimica (ESCA)

Espectroscopia e espectrometria sdo terminologias empregadas nas técnicas
que envolvem a utilizacdo de luz como meio de analise. O instrumento utilizado para
este fim ¢ denominado espectrometro. Quando se utiliza de um fotomultiplicador para

deteccdo ¢ chamado de espectrofotometro e a técnica de espectrofotometria.

Esta técnica consiste em bombardear a amostra com um feixe de raios-X que
fard com que os elétrons da camada de valéncia sejam ejetados. A andlise se da pela
medicdo da energia desprendida pela transi¢do dos elétrons das camadas mais
internas que ocupardo os lugares vagos. Como apresenta uma pequena profundidade
de analise, se restringe a fornecer informagdes das interagdes da amostra com o meio
ou identificar finas camadas de o¢xidos presentes. O emprego desta técnica ¢
fundamental para o estudo do comportamento do filme de 6xido do titdnio e sua

interacdo com a camada protéica (SILVA, 1999).
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11.2.1.5 — Qutras técnicas

Diversas outras técnicas tém sido empregadas na caracterizacao de superficies
de implantes, dentre as quais pode-se citar a microscopia eletronica de tunelamento

(MVT) e a microscopia de for¢a atobmica (AFM).

Microscopia Eletronica de Varredura por Tunelamento (MET)

E aplicada uma diferenga de potencial a uma ponta fina de tungsténio ou
platina que ¢ mantida a uma distancia constante de poucos espacos atdmicos sobre a
superficie. Uma pequena corrente de tunelamento de elétrons flui entre a ponta e a
amostra. A corrente diminui se a distdncia entre a ponta e a superficie aumenta. Esta
técnica caracteriza-se por evidenciar detalhes a nivel atomico e processos de adsor¢ao
e por permitir uma observagao mais localizada. A utilizacdo desta técnica na analise
de biomateriais oferece como vantagens a possibilidade de trabalhar em meios
liquidos e de operar a pressdo atmosférica ambiente. Como desvantagem, as

superficies devem ser as mais planas possiveis (KELLER et al, 1994).

I1.2.2 — Caracterizacao bioldgica

Os testes disponiveis para avaliar a biocompatibildade de materiais de uso
biomédico envolvem ensaios in vitro e in vivo. Entretanto, por questdes praticas e
¢ticas, os biomateriais devem seguir um protocolo de testes que os obrigam a serem
avaliados primeiramente in vitro. As avaliagdes sob condi¢des in vitro oferecem
informagdes rapidas, e de baixo custo, sobre as interagcdes bioldgicas entre fluidos

simulados ou células e o substrato.
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11.2.2.1 — Cultura de células

As técnicas de cultura de células tém sido intensamente usadas na area de
pesquisa e desenvolvimento de biomateriais nas ultimas décadas. A questdo sempre
levantada ¢ se os ensaios in vitro sio a real representagdo do que ocorre in vivo, que ¢
um ambiente de maior complexidade. Embora os resultados positivos verificados em
testes in vitro necessitem quase sempre de confirmagao in vivo, resultados negativos
freqlientemente descartam a sua experimentacdo em animais. Desta forma, a
utilizagdo racional dos ensaios in vitro minimiza a utilizagdo de animais em
pesquisas, o que ¢ um objetivo sempre desejado. Mesmo os ensaios em animais nao
oferecem resultados totalmente confidveis quanto a sua utilizacdo em seres humanos,
mas proporcionam uma margem de seguranca bastante aceitavel (VON RECUM,
1999). A utiliza¢do de animais requer uma infraestrutura fisica e de pessoal complexa
como biotério para manutencao dos animais, ambiente cirurgico, médico veterindrio,
etc, gerando um custo elevado. Além disso, o processo de instalagdo cirargica dos
implantes determina um periodo de espera necessario para a ocorréncia da

osseointegracdo, para entdo submeté-los ao ensaio mecanico.

As vantagens experimentais obvias com os estudos do comportamento de
osteoblastos in vitro incluem o isolamento e a natureza homogénea do sistema
osteoblastico, um curso de eventos cronoldgicos definido, custos relativamente
limitados, o crescimento reprodutivel de multiplas culturas, e uma morbidade e
mortalidade animal reduzidas, especialmente quando linhagens de células clonadas
sdo utilizadas. As variaveis experimentais podem ser mais facilmente controladas e as
culturas de células proporcionam andlises bioquimicas e moleculares mais praticas.
Outras vantagens podem ser relacionadas, tais como a utilizagdo de grandes
superficies para analise e o emprego de diversos métodos de caracterizagdo da

camada celular e de sua interface (ESPOSITO et al, 1999; LAMPIN et al, 1997).

As limitagdes do emprego das culturas de células osteoblasticas advém da
propria impossibilidade de se modelar a osseointegracdo in vitro. A reprodugdo do
ambiente in vivo, com a interferéncia dos fenomenos fisioldgicos associados

(inflamagdo, neovascularizag¢do, contato com outros tipos de células, etc) ¢ inviavel.
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A tabela 3 relaciona as principais vantagens e limitagdes do emprego de cultura de

células para carcterizacdo biologica de biomateriais.

Tabela I1.3 — Principais vantagens e limitagdes observadas na utilizagdo de culturas

de células na caracterizagdo bioldgica de biomateriais (RATNER, 1996).

VANTAGENS DESVANTAGENS

e Reprodutibilidade do ensaio comuma |e Limita¢des quanto a analise de

seqiiéncia de eventos estabelecida. materiais opacos.

e Possibilidade de emprego dos e As células ndo estdo sujeitas as forcas
diferentes métodos de avaliacao. biomecanicas que ocorrem in vivo.

e Possibilidade de isolamento de ¢ A necessidade de suplementos pode
variaveis. alterar o comportamento das células,

e Possibilidade de produgdo de extensa interferindo nos resultados.

area de cultura celular, proporcionando |e Auséncia de fendmenos fisiologicos

bastante material para analise. interagindo com a amostra.

Os principais teste in vitro sao os testes em liquido corporal simulado (SBF) e
os testes de cultura de células. Neste ultimo, pode-se avaliar todos os fenomenos que
ocorrem ao se relacionar células com um determinado substrato (AHMAD et al,
1999; ANSELME et al, 2000a; COOPER et al, 1999). Diversas metodologias podem
ser empregadas para analisar a citotoxicidade, a adesdo celular, a proliferacdo celular
e sintese protéica, e a mineralizacdo da matriz 6ssea e a formagdo da interface em
culturas de células osteoblasticas (RATNER, 1996). Um teste qualitativo que avalia a
adesdo celular a um substrato utiliza o MEV para observagdao da morfologia dos

processos celulares ancorados as superficies (ANSELME, 2000).

Um dos indices quantitativos empregados para avaliar a qualidade da adesdo
célula-biomaterial ¢ sua resisténcia mecanica (HANSSON & NORTON, 1999;
REZANIA et al, 1997; TRUSKEY & PIRONE, 1990; WONG et al, 1995). Como a
forca que atua na interface implante dentario/osso ¢ predominantemente de

cisalhamento, a célula ¢ induzida ao desprendimento durante o funcionamento do
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implante. Desta forma, os métodos para avaliacdo da adesdo celular devem considerar
a resisténcia ao cisalhamento das células. Alguns métodos foram desenvolvidos para
avaliar quantitativamente a adesdo celular, in vitro, do tipo célula/célula ou
célula/substrato sob condi¢des de um fluxo (tabela II.4). Outros métodos utilizam
dispositivos mecanicos como micropipetas e microcantileveres para esta avaliacdo
(ANSELME, 2000; ATHANASIOU et al, 1999). Os ensaios in vivo utilizam
dispositivos que removem implantes inseridos em cobaias e avaliam a forga
necessdria para romper sua fixacdo ao osso. Nos casos de implantes cilindricos, a
forca aplicada apresenta um sentido paralelo ao longo eixo do implante (“pull-off
test””) (BERZINS et al, 1997). O implante rosqueado, devido a sua forma, requer um
ensaio do tipo desrosqueamento, verificando o torque necessario para mover o

implante (“release torque test”) (BUSER et al, 1998).

Tabela 11.4 — Ensaios de adesdo célula-célula e célula-substrato (MORGAN &
YARMUSH, 1999).

Método Principio

Stampler-Woodruff ‘ _
rotatorio (nao-estatico)

Ensaio de placas de )
Suspensdo de leucocitos

unido
Ensaio de Células em placas ELISA seladas sdo centrifugadas a velocidades
centrifugacao variadas

Visosimetro de B . .
Suspensdo de células expostas a cisalhamento uniforme
cone ¢ placa

Suspensao de leucocitos repousando sobre espécime de tecido

Viscosimetro Couette

Suspensao de células expostas a cisalhamento uniforme

Tubo capilar

Suspensdo de células expostas a variaveis forcas de cisalhamento;
exposicado de células fixadas a uma for¢a de cisalhamento

definida; alguns equipamentos utilizam um circuito recirculante.

Camara de fluxo

radial

Células fixadas em substrato adesivo experimentam uma tensao de

cisalhamento fluida baseada na posicao do centro do disco

Camara de fluxo de

placas paralelas

Células fixadas em substrato adesivo experimentam uma tensao de

cisalhamento definida
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11.2.2.1 — Testes in vitro com fluidos simulados

Os materiais bioativos sdao assim denominados por apresentarem a
propriedade de formar espontaneamente uma camada de apatita biologicamente ativa
(“bonelike apatite”) na sua superficie quando em contato com fluidos corpdreos, e
unir-se ao tecido Osseo através dessa camada. Acredita-se entdo, que o principio
essencial para que um biomaterial se una ao tecido 6sseo ¢ a formagdo desta camada

de apatita bioldgica em sua superficie (KOKUBO et al, 2000; SENA et al, 2003).

A formagdo desta camada de apatita biologica in vivo pode ser estimada por
meio de testes in vitro com o emprego de solugdes simuladoras de plasma humano.
Estas solucdes sdo acelulares e visam reproduzir a mesma concentragdao ionica do
plasma sanguineo. H4 diversas solu¢des empregadas com este proposito, cada uma
utilizando reagentes quimicos distintos. Como exemplos, podemos citar as solugdes
simuladora de fluido corpdreo (SBF), de Ringer, de Hanks, de Kokubo e outras. Para
o controle do pH, ¢ comumente empregado um agente tampao a base de tris-

hidroximetilaminimetano (TRIS).

A solucdo SBF, empregada em varios trabalhos (KOKUBO et al, 1989 e
1990) apresenta alta concentracdao de ions Cl” e baixa concentra¢ao de ions HCO’;
em relagdo a composicdo do plasma humano. A apatita formada nesta solucdo ¢
ligeiramente diferente em composi¢do e estrutura da apatita biologica, tendo sido
recentemente demonstrado por KIM et al (1999) que € rica em ions CI” e pobre em
ions carbonato em relagdo a apatita 0ssea. Pra superar esta deficiéncia, KIM et al
(2001) propuseram uma nova formulagdo (Kokubo revisada, R-SBF) de reagentes
que igualasse a concentragdo idnica do plasma sanguineo humano. Para isto, os
autores substituiram o agente tampao TRIS por HEPES (2-(4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil)etano acido sulfonico), e o reagente 1M-HCI por IM-NaOH. Além disso,
foi introduzido o reagente Na,COs; e as quantidades de NaCl e NaHCO; foram
alteradas (tabela IL.5).
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Tabela IV.5 — Reagentes, com respectivas massas, presentes na formulagdo original

da solugdao SBF e na solugdao R-SBF, proposta por KIM et al (2001).

SBF massa (g) R-SBF |massa (g)
NaCl 1,6074 NaCl 1,0807
NaHCO3 0,0703 NaHCO3 0,1473
Na,SO4 0,0146 Na,COs; 0,4073
MgCl,.H,O 0,1114 Na,SOy4 0,0143
KCl 0,0454 MgCLH,0 | 0,1119
Ko;HPO4.3H, O  0,0622 KCl 0,0453
CaCl, 0,0584 K,;HPO4.3H, O 0,0479
TRIS 1,2238 CaCl, 0,0588
HCI IM 4 ml HEPES 2,3857
NaOH 1M 0,3 ml

As vantagens deste método de avaliagdo da bioatividade de materiais em
comparagdo com 0s testes que empregam cultura de células e in vivo, sdo o baixo
custo operacional, tempo dispensado para o ensaio e facilidade técnica. A cultura de
células oferece dificuldades técnicas que exigem apurado dominio sobre o ensaio,
enquanto que os testes in vivo necessitam da participagdo de profissionais de outras
areas para as intervengdes cirurgicas e tratamento dos animais. Entretanto os testes de
imersdo em solu¢do SBF apresentam como limitante o fato do ensaio ndo ser
normatizado. Assim o que se pode extrair do mesmo ¢ apenas um indicativo da
bioatividade de materiais a serem utilizados no corpo humano, esperando-se que haja
uma correlagdo (sugerida na literatura, mas ainda ndo comprovada) entre esses

resultados ¢ a formagao dssea in vivo.
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III. MATERIAIS E METODOS

I11.1 - Materiais

Foram obtidas 72 amostras medindo 10 x 10 x 1 mm’ e 6 amostras medindo
20 x 10 x 1 mm’ a partir de uma chapa de titinio cp ASTM B265 grau 2. Para o
recorte das chapas utilizou-se uma guilhotina mecanica (Newton, TP 1, Brasil). As
amostras foram numeradas nas faces que ndo seriam tratadas e analisadas, com

instrumento rotatdrio, para facilitar sua posterior identificagao.

Todos as amostras sofreram dupla limpeza em acetona em um aparelho de
ultra-som por 10 minutos, sendo lavadas abundantemente com agua destilada apos

cada etapa e secadas, ao final, com ar quente por 30 segundos.

As amostras foram entdo divididas em 6 grupos relativos aos tipos de
tratamentos que iriam receber. Um grupo ndo rebebeu nenhum tipo de tratamento,
permanecendo com sua superficie original, apenas com a usinagem realizada em sua
fabricacdo, sendo nomeada CONDICAO @. Cada um dos outros cinco grupos

recebeu um tipo de tratamento diferente, sendo nomeados CONDICOES 1 a 5.

A CONDICAO 1 consistiu em submeter as chapas de titAnio a um ataque
quimico, por imersao, com acido fluoridrico (HF) a 4% por 60 segundos. As chapas
foram entdo lavadas abundantemente com agua destilada e em seguida atacadas com
uma solucdo de acido fluoridrico (HF) a 4% e peroxido de hidrogénio (H,0,) a 8%
por 15 segundos. Ao final, foram novamente lavadas com agua destilada e secadas

com ar quente por 30 segundos.

A CONDICAO 2 consistiu em submeter as chapas de titdnio a um ataque
quimico, por imersdo, com uma solug¢ao aquecida a 55° C de acido sulfurico (H,SO4)
a 48% e acido cloridrico (HCl) a 18% por 60 segundos, sendo entdo lavadas
abundantemente com agua destilada e secadas com ar quente por 30 segundos. A

solucdo foi colocada em um becher de vidro e este posicionado sobre uma placa de
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aquecimento (Corning, Brasil) e mantida a uma temperatura de 55° C, sob verificacao

constante com auxilio de um termometro.

A CONDICAO 3 consistiu em submeter as chapas de titAnio a0 mesmo
tratamento da CONDICAO 2 e, em seguida, submeté-las a uma oxidacdo anddica
com H3;PO4 8% em solucdo de 100ml de etanol por 10 min a 20V, em uma fonte de
corrente continua (Tecmol, Brasil), sendo entdo lavadas abundantemente com agua

destilada e secadas com ar quente por 30 segundos.

A CONDICAO 4 consistiu em submeter as chapas de titinio ao mesmo
tratamento da CONDICAO 2 e, em seguida, submeté-las a um tratamento térmico,
em forno elétrico (Quimis, Brasil), por 60 minutos a 450° C. A escolha da
temperatura se baseou em testes preliminares onde se buscou atingir a formagdo de
uma camada de 6xido de espessura controlada da ordem de 80 nm. De acordo com os
resultados obtidos por SUL et al (2002), h4 uma correlagdo direta entre a coloracao
do 6xido de titanio e sua espessura. A cor violeta expressa uma espessura de 60 nm,
enquanto a azul de 80 nm, a azul clara de 90 nm, a amarela azulada de 110 nm, a
amarela de 120 nm, a laranja clara de 150 nm, a vermelha de 175 nm e finalmente a
verde de 240 nm. Os testes preliminares mostraram, para o tempo fixo de 60 minutos,

que a temperatura de 450°C foi a que resultou na camada desejada.

A CONDICAO 5 consistiu em submeter as chapas de titAnio a0 mesmo
tratamento da CONDICAO 4 e, em seguida coloca-las em imersdo em uma solugio
de fluoreto de soédio (NaF) a 40% durante 40 minutos, sendo entdo lavadas
abundantemente com agua destilada e secadas com ar quente por 30 segundos. O
objetivo deste tratamento adicional foi avaliar o efeito do flior na osseointegragao.
Segundo ELLINGSEN (1995), os ions fluoreto possuem a capacidade de interagir
com os cristais de hidroxiapatita e formar hidroxiapatita fluoretada (Ca;o(PO4)sFOH)
ou fluorapatita (Ca;o(POs)sF2), que apresentam maior cristalinidade e maior

resisténcia a dissolug@o que a hidroxiapatita.

Os tempos de ataque com a solugdo acida empregada nas condicdes 2 a 5

foram escolhidos apos uma verificagdo prévia de perda de peso e espessura em 3
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chapas de teste. Estas foram pesadas em uma balanga analitica e suas espessuras
medidas com um micrometro digital antes e apds o tratamento. Isto porque na
eventual aplicacdo industrial destes tratamentos em superficies de implantes seria
importante manter a integridade das roscas ou suas corretas dimensdes. Os testes
preliminares mostraram que o tempo selecionado (60 segundos), ocasionou uma
perda desprezivel de apenas 0,25% em peso e desprezivel em espessura. A tabela I11.1

resume os tratamentos de superficie empregados.

Tabela II1.1 — Resumo dos tratamentos realizados nas chapas de titdnio

CONDICAO TRATAMENTO
o Como recebida
1 Ataque 1: HF 4% ( 60 s) + (HF 4% + H,0, 8% ( 15 s))
2 Ataque 2: HC1 18% + H,SO4 48% (55° C — 60 s)
3 Ataque 2 + oxid. anddica com H3PO4 8% em solucdo de

etanol (20V/ 10 min)

4 Ataque 2 + tratamento térmico a 450° C por 60 min

5 Ataque 2 + tratamento térmico a 450° C por 60 min +
NaF (40%/40 min)

Das condicoes tratadas, a 1 ¢ 2 visaram a criagao de uma textura nas amostras,
enquanto que as de 3 a 5 associaram a texturizagdo com a formacdo de uma camada

mais espessa de 6xido.
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II1.2 - Metodologia

I11.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura

As condigdes produzidas foram fixadas em uma base metalica para analise no
MEYV (Zeiss, DSM 940A, Alemanha). Foram obtidas imagens digitais das amostras

analisadas com as seguintes magnitudes: 50x, 200x, 1000x, 3000x e 5000x.

Procedeu-se uma andlise de espectroscopia por dispersdo de raios-X (EDS)
em algumas amostras, para caracterizagdo dos elementos presentes nas regides

analisadas.

II1.2.2. Perfilometria

A andlise de rugosidade foi realizada com um perfilometro de contato
(TaylorHobson, Inglaterra) com uma ponta de diamante de 2 um. Para esta andlise foi
necessario usar chapas de titdnio com dimensdes de 20 x 10 x 1 mm’® para viabilizar

seu posicionamento no equipamento.

Uma éarea foi selecionada no centro da chapa para a realizagdo da leitura pela
ponta de diamante. Para a delimitacdo da area de leitura, confeccionou-se uma
marcagdo prévia com o auxilio de um aparelho de teste de dureza Rockwell (WPM,
Alemanha). A partir desta marcacdo, tragou-se uma area de 5 x 5 mm’ na superficie

da chapa.

A ponta de diamante executou 500 linhas de leitura com espagcamentos
uniformes de 10 um a uma velocidade de 750 pm/s. A resolucgdo vertical de leitura

depende de ajuste individual para cada amostra e teve os seguintes valores médios:

e CONDICAO @: 1,470 nm
e CONDICAO 1: 1,450 nm.
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CONDICAO 2: 0,748 nm.
CONDICAO 3: 0,974 nm
CONDICAO 4: 0,507 nm
CONDICAO 5: 1,420 nm

Uma chapa de cada condicdo de tratamento foi submetida ao ensaio e

empregaram-se os seguintes parametros de andlise, levando-se em consideracdo um

filtro gaussiano (cut-off) de 0,8mm, segundo a norma ISO 11562:

Parametros de amplitude:

Sa — média aritmética do méddulo das alturas de picos e vales

Sq — raiz quadrada dos desvios médios das alturas de picos e vales
Sz — valor médio dos dez pontos extremos

Ssk — assimetria da superficie

Sku — curtose

Parametros espaciais:

Sds — densidade dos picos sobre a superficie
Str — indice de textura

Std — direcao da textura principal

Parametros hibridos:

SDq — raiz quadrada da média das inclinagdes
Ssc — curvatura do relevo
Sdr — razdo da area retificada da amostra pelo plano XY

Sal — comprimento de autocorrelagdo
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II1.2.3. Teste de bioatividade

Apos a realizagdo dos tratamentos de superficie, seguiu-se o teste de
bioatividade visando verificar o efeito na superficie na incorporagdo de fosfato de
calcio precipitado a partir da solugdo simuladora de plasma.

Para o ensaio, utilizou-se a solugdo simuladora de plasma desenvolvida por
KOKUBO (KIM et al 1996) que foi preparada com os reagentes mostrados na tabela
I1.2, segundo a formulacio de ANDRADE (1999), sem o emprego de solucio
tampao para o controle do pH. As chapas de titdnio foram colocadas em tubos de 50
ml, com fundo conico, para assegurar que a superficie tratada mantivesse exposi¢ao

direta com a solugdo, evitando assim, que aderisse as paredes internas.

Tabela I11.2 — Composi¢ao do plasma humano e reagentes utilizados no preparo da

solucao simuladora de plasma humano (ANDRADE, 1999).

PLASMA HUMANO SOLUCAO SIMULADORA
Ion Concentracio | Concentracio Reagentes Peso (g)
(mM) (mM) Empregados
Na" 142.,0 1420  |NaCl 79147
Mg** 1,5 1,5 MgCl,.6H,0 0,3061
K’ 5,0 5.0 KCl 0,3730
Ca*" 2.5 2.5 Na,HPO,4.7H,0 0,2455
Cr 103,0 148,0 CaS04.2H,0 0,0861
HCOO5 27,0 4,2 NaHCOs 0,3545
HPO,” 1,0 1,0 CaCl, 0,2008
S04 0,5 0.5 H,O destilada 1000 ml

Cada tubo recebeu 30 ml de solugdo e uma chapa de teste de 10 x 10 mm?®,
Para cada condicdo de tratamento foram empregados 3 tempos de submersdo na
solucao — 1 (t1), 2 (t2) e 7 (t7) dias - para o teste de bioatividade. Um grupo controle
(t9) nado foi submetido ao ensaio. Para t1 e t2 foram utilizadas trés chapas cada e para

t7 foram utilizadas cinco chapas, totalizando 66 amostras de teste.
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Para o ensaio de bioatividade, os recipientes foram colocados em um banho
termostatico, mantendo-se a temperatura constante em 37° C. Apds os tempos
determinados (1, 2 e 7 dias), as chapas de teste foram retiradas e armazenadas. As
solugdes de cada tubo foram diluidas para possibilitar a andlise quimica por absorc¢ao
atdmica do teor de cdlcio na solu¢do. Foram retirados 5 ml da solugdo e acrescentados
5 ml de acido cloridrico (HCI) a 37 %, 5 ml de cloreto de potasio (KCl), e dgua
destilada g.s.p. 50 ml.

As chapas de teste foram entdo submetidas a analise por MEV e XPS, a
exce¢do da condigdo @ que, por problemas com o equipamento, ndo pode ser

examinada no XPS, conforme mostrado na tabela III.3.

Tabela II1.3 — Métodos de caracterizagdo das amostras para os diferentes tempos de

exposicao a solugdo simuladora de plasma (SBF).

to t2 - 1 dia t3 - 2 dias t5 -7 dias
2 amostras 3 amostras 3 amostras 5 amostras
MEV MEV MEV MEV
Condicao O
perfilometria % Ca % Ca % Ca
MEV MEV MEV MEV
Condigao 1
perfilometria % Ca % Ca XPS, % Ca
MEV MEV MEV MEV
Condicao 2
perfilometria % Ca % Ca XPS, % Ca
MEV MEV MEV MEV
Condicao 3
perfilometria % Ca % Ca XPS, % Ca
MEV MEV MEV MEV
Condicao 4
perfilometria % Ca % Ca XPS, % Ca
MEV MEV MEV MEV
Condic¢ao 5
perfilometria % Ca % Ca XPS, % Ca
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I11.2.4. Espectroscopia de fotoelétrons por Raios-X

As amostras expostas a solu¢do simuladora de plasma por 7 dias foram

analisadas por XPS, a excecdo da condi¢ao 9.

A espectroscopia de fotoelétrons por raios-X foi utilizada para identificar e
caracterizar a presenca de fosfato de célcio apds a imersdo em SBF por 7 dias. A
andlise foi realizada em um espectrometro de fotoelétrons por raios-X 1257 PHI,
operando a 12,0 kV, em um angulo de 54° e com a energia Al-Ka (1.486,60 ¢V). Em
cada espectro, as energias de ligagdes (BE) foram correlacionadas as orbitas dos
elementos usando, como referéncia, a energia de ligagdo (BE) do pico C 1s (BE =
284,6 eV) da contaminagdo superficial por hidrocarbonetos. Cada um dos espectros
foi decomposto de forma a se identificar os diferentes estados de oxidacdo, usando-se
o programa Microcal Origin. A quantificagdo foi feita calculando-se a area sob a
curva de cada espectro e levando-se em conta o fator de sensibilidade para cada

elemento. Dessa forma temos que:

Cx = (Areax/FSx) / T (Area i /FSi), onde

Cx = % atomica do elemento x
Area x = 4rea sob a curva calculada pelo programa XPS.exe

FS = fator de sensibilidade (constante para cada elemento)

Isso significa que a concentragdo do elemento x (em % atomica) ¢ calculada
dividindo-se a area sob a curva pelo fator de sensibilidade (tabelado) dividido pelo
somatorio de todas as areas divididas cada uma por seu FS. O erro associado a

quantificagdo de XPS ¢ estimado em 10%.
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IV. RESULTADOS

A andlise por MEV possibilitou a caracterizagdo morfologica da superficie das
chapas empregadas. As figuras IV.1 a IV.3 apresentam as micrografias de MEV das
chapas de titanio apds os tratamentos de superficie (Tabela III.1), e antes de serem

submetidas ao teste de bioatividade.
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Figura IV.1 — Fotomicrografias das chapas de titanio apds os tratamentos de
superficie (t@). Magnitude original de 200x.
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Figura IV.2 — Fotomicrografias das chapas de titanio apds os tratamentos de
superficie (t@). Magnitude original de 1000x.
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Figura IV.3 — Fotomicrografias das chapas de titdnio apds os tratamentos de
superficie (t@). Magnitude original de 3000x.

As amostras submetidas a analise de perfilometria forneceram diversos
resultados referentes aos parametros previamente selecionados. A tabela IV. 1 mostra

os valores obtidos para cada uma das condi¢des de tratamento.
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Tabela IV.1 — Valores obtidos para os parametros de analise de rugosidade nos
diferentes tipos de tratamentos, realizados em uma amostra de cada grupo.

COND@| COND1 | COND2 | COND3 | COND4 | COND 5

Sa (um) 1,28 1,33 1,36 1,44 0,21 1,17
Sq (um) 1,56 1,65 1,69 1,8 0,26 1,45
Sz (um) 12,1 12 11,6 12 1,8 10,6
Ssk 0,222 | 0,017 0,109 0,25 0,162 | -0,064
Sku 2,63 2,71 2,71 2,82 2,61 2,75
Sds (pe/mm?) | 644 695 730 657 667 680
Str 0,632 | 0,784 | 0620 | 0,707 | 0,707 0,686
Std ( graus ) 2 0,5 0,5 89 1,5 0,5

SDq (mm/mm) | 0,182 0,212 0,227 0,221 0,030 0,181

Ssc 0,0237 | 0,0309 | 0,0333 | 00326 | 0,0041 | 0,0248
Sdr (%) 1,65 2,23 2,54 2,42 4,00 1,63
Sal (um) 26,0 232 18,4 232 26,0 232
Ra (um) . 1,22 1,24 1,38 0,16 1,02
Rq (um) - 1,51 1,57 1,71 0,20 1,24
Rsk - 0,124 | 0,278 0,141 0,055 | -0,483
Rku - 2,57 2,86 2,84 2,48 2,70
RSm (mm) - 0,0771 | 0,0639 | 0,0840 | 0,0679 | 0,0675

RDq - 7,48° 8,64° 7,94° 1,04° 6,37°
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As figuras IV.4 e IV.5 mostram as imagens 2D e 3D criadas a partir do
mapeamento realizado pela ponta de leitura sobre a area da chapa analisada, apos a
aplicagdo do filtro gaussiano de 0,8mm. As cores escuras representam os vales e as

cores claras os picos. J& a figura IV.6 mostra os perfis em 2D das superficies.
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Figuras IV.4: Imagens 2D das chapas de teste das condigoes @ (A), 1 (B), 2 (C), 3
(D), 4 (E) e5 (F).
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Figura IV.5: Imagens 3D das chapas de teste das condi¢des O (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D),

4(E)e5 (F).
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Figura IV.6 - Perfil em 2D das superficies das chapas de titanio, nas condi¢gdes 1 a 5
(A a E, respectivamente) numa posi¢do média da area analisada.
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As figuras de IV.7 a IV.13 mostram a morfologia das superficies das chapas
de titanio apos exposicao em solucdo simuladora de plasma durante 1, 2 e 7 dias.
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Figura IV.7 — Fotomicrografias das chapas de titdnio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 1 dia (t1). Magnitude original de 200x.
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Figura IV.8 — Fotomicrografias das chapas de titanio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 1 dia (t1). Magnitude original de 1000x.
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Figura IV.9 — Fotomicrografias das chapas de titanio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 2 dias (t2). Magnitude original de 200x.
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Figura IV.10 — Fotomicrografias das chapas de titdnio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 2 dias (t2). Magnitude original de 1000x.
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Figura IV.11 — Fotomicrografias das chapas de titdnio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 7 dias (t7). Magnitude original de 200x.
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Figura IV.12 — Fotomicrografias das chapas de titdnio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 7 dias (t7). Magnitude original de 1000x.
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Figura IV.13 — Fotomicrografias das chapas de titdnio apds os tratamentos de
superficie e exposi¢do em SBF por 7 dias (t7). Magnitude original de 5000x.
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A figura IV.14 apresenta os espectros de EDS tipicos da chapa de titanio tratada antes
e apods a exposicao a solugdo simuladora de plasma humano por 7 dias.
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Figura IV.14 — Espectros de EDS tipicos de chapa de titanio tratada, antes (A)
e apds (7 dias) (B) ser submetida a exposicdo de solucdo simuladora de plasma

humano.
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Apo6s o teste de bioatividade por imersdo em solucdo simuladora de plasma
(solugdo de Kokubo) procedeu-se a uma analise quimica por absor¢ao atomica do teor
de calcio na solucdo de cada frasco. A figura IV.15 mostra em grafico os teores de
calcio (média e desvio padrdo) nas solucdes empregadas nos testes de bioatividade

apos os tempos estipulados.

1 [JCONDICAO 0

1007 77771CONDICAO 1
3 g0 [ CONDICAO 2
> ] [_]CONDICAO 3
E g0 B CONDIGAO 4
@) 1 I CONDICAO 5
<L 70 <
O i
o]
S 60+
o .
0 504
< :
O 304 %5
8 2] 5 53
P ] 5 S o
o ) ] o

10 H ] %% o
i 5% 55

T

1 DIA 2 DIAS " 7DIAS
TEMPO DE IMERSAO EM SBF (dias)

Figura IV.15 — Resultado da andlise quimica realizada nas solugdes empregadas no

teste de bioatividade.
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As figuras IV.16 a IV.20 apresentam os resultados da analise de XPS das
condi¢des 1 a 5 apds a exposi¢do por 7 dias na solu¢do simuladora de plasma
humano. Na figura IV.16 pode ser visto o aspecto geral do espectro enquanto que nas
seguintes (IV.17 a IV.20) sdo apresentadas as ampliagdes em torno do pico referentes
ao C Is, O 1s, Ca 2p e P 2p, respectivamente. Cada uma das curvas referentes ao pico
O 1s foi decomposta em 3 componentes com energia de ligagao igual a 529.8, 531.6 ¢
533.0 eV, correspondendo as espécies 0xido (O%), grupamentos hidroxila ou fosfato
(OH™ ou PO,>) e 4gua adsorvida, respectivamente. A tabela IV.2 mostra o percentual
atdomico do oxigénio presente nos trés componentes decompostos do espectro inicial.
Nos espectros referentes aos elementos carbono (figura IV.17) e célcio (IV.19) foram

indicados somente os valores correspondentes aos picos presentes na regiao.

Tabela IV.2 — Percentual atdmico do oxigénio presente de acordo com a energia de

ligacdo analisada.

O1s
529.8 eV (0O™) | 531.5 eV(OH ou PO4”) | 532.5 eV (H,0)
Condicio 1 45,0 0,0 3,7
Condigio 2 24,0 13,0 12,5
Condicao 3 44,8 0,2 53,0
Condicio 4 39,5 9,1 3,6
Condig¢ao 5 1,3 51,5 0,2
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Figura IV.16 — Aspecto geral dos espectros obtidos na analise de XPS nas chapas de
titinio das condicdes 1 a 5 (A a E respectivamente) apds exposi¢do a solucio

simuladora de plasma humano por 7 dias.
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As tabelas IV.3 a IV.7 mostram a determina¢do do percentual atdmico dos

elementos identificados no espectro de XPS de cada uma das condigdes tratadas.

Tabela IV.3 - Percentual atdmico dos elementos identificados por XPS na condicao 1.

Elementos Fator de Area Percentual

sensibilidade atdomico
Ti 2,001 132,11 0,3%
P 0,486 835,53 8,9%
N 0,477 - 0,0%
Ca 1,833 5502,27 15,5%
Na 1,685 1592,45 4,9%
Si 0,339 - 0,0%
Mg 0,153 428,28 14,4%
F 1,000 92,26 0,5%
C 0,296 392,04 6,8%
O 0,711 6703.,43 48,7%

100,0%

Tabela IV.4 - Percentual atdmico dos elementos identificados por XPS na condicao 2.

Elementos Fator de Area Percentual

sensibilidade atomico
Ti 2,001 370,46 1,0%
P 0,486 633,27 6,9%
N 0,477 - 0,0%
Ca 1,833 4382,99 12,6%
Na 1,685 1069,65 3,3%
Si 0,339 - 0,0%
Mg 0,153 398,39 13,7%
F 1,000 - 0,0%
C 0,296 706,06 12,6%
0] 0,711 6675,37 49,5%
S 0,666 42,17 0,3%

100,0%




Elementos Fator de Area Percentual

sensibilidade atomica
Ti 2,001 32,31 0,1%
P 0,486 680,75 8,2%
N 0,477 - 0,0%
Ca 1,833 449278 14,3%
Na 1,685 1224,67 4,2%
Si 0,339 - 0,0%
Mg 0,153 307,07 11,7%
F 1,000 0,0%
C 0,296 435,20 8,6%
0) 0,711 6474,17 53,0%
S 0,666 - 0,0%

100,0%

59

Tabela IV.4 - Percentual atomico dos elementos identificados por XPS na condi¢ao 3.



Elementos Fator de Area Perfen.tual
sensibilidade atomico
Ti 2,001 126,64 0,3%
P 0,486 844,85 8,7%
N 0,477 - 0,0%
Ca 1,833 5498,15 15,0%
Na 1,685 1634,94 4,9%
Si 0,339 - 0,0%
Mg 0,153 387,43 12,7%
F 1,000 - 0,0%
C 0,296 358,21 6,1%
0) 0,711 7416,62 52,2%
S 0,666 31,52 0,2%

100,0%
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Tabela I'V.5 - Percentual atdmico dos elementos identificados por XPS na condigao 4.
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Tabela I'V.6 - Percentual atdmico dos elementos identificados por XPS na condigdo 5.

Elementos Fator de Area Percentual

sensibilidade atdomico
Ti 2,001 144,54 0,4%
P 0,486 890,34 9,2%
N 0,477 - 0,0%
Ca 1,833 5141,56 14,1%
Na 1,685 1195,63 3,6%
Si 0,339 - 0,0%
Mg 0,153 379,01 12,5%
F 1,000 - 0,0%
C 0,296 426,44 7,2%
0) 0,711 7494,58 53,0%
S 0,666 - 0,0%

100,0%




62

A tabela IV.7 mostra a razdo Ca/P feita a partir dos valores de percentual

atomico dos elementos calcio e fosforo obtidos na analise de XPS.

Tabela IV.7 — Razao Ca/P das condigdes tratadas, quantificada nos espectros de XPS.

% Ca % P Ca/P
Condicao 1 15,5 8,9 1,74
Condic¢ao 2 12,6 6,9 1,82
Condicao 3 14,3 8,2 1,74
Condicao 4 15,0 8,7 1,72
Condicao 5 14,1 9,2 1,53
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V. DISCUSSAO

Neste capitulo serdo discutidos os resultados dos tratamentos de superficie

realizados nas chapas de titAnio, comparando-os com os da chapa nao tratada.

As imagens de MEV da superficie da CONDICAO @ (figs. IV.1 e IV.2)
mostraram as ranhuras e imperfei¢des tipicas do processo de usinagem da chapa.
Com aumentos de até 1000x, ndo ¢ evidente o efeito dos tratamentos de superficie, a
exce¢io da CONDICAO 1, que se mostra mais texturizada. Esta condi¢do foi
utilizada por Diniz (2001) com boa resposta celular (osteoblastos) e aqui empregada

como parametro de comparagdo com os demais tratamentos (2 a 5).

A pequena diferenca observada nas condicdes 1 e 2, quando comparadas com
a condicdo ¥ em baixo aumento, resultou do compromisso entre a criagdo de uma
elevada textura sem conseqiliente reducdo de espessura das chapas. Isto porque
normalmente se utilizam implantes dentarios rosqueados e o tratamento de superficie
ndo pode afetar a integridade das roscas com conseqiiente diminui¢ao do didmetro do
implante. As brocas cirtrgicas usadas na perfuracdo Ossea apresentam uma
compatibilidade de didmetro com o implante que permite uma fixagdo primaria

necessaria para desencadear a interacdo osso-implante (ALBREKTSSON et al, 1981).

Nas imagens da figura IV.3, com 3000x de magnificagdo, fica mais evidente a
texturizacdo provocada pelos tratamentos de superficies das condi¢des 2 a 5,
mostrando um padrdo de rugosidade semelhante. Entretanto, o 6xido desenvolvido
com a finalidade de tornar a superficie bioativa ndo promove diferencas significativas
nas imagens das condi¢des 3, 4 ¢ 5 em relagdo a 2, que nao foi submetido a este tipo

de tratamento. Esta andlise de superficie estd de acordo com os resultados obtidos por

LIM et al (2001) e SUL et al (2002).

O oxido obtido por tratamento eletroquimico em superficie de titdnio, nas
condi¢des aqui empregadas, ¢ estimado em 80nm de espessura (SENA et al, 2002)
com base no trabalho de CIGADA et al (1992). Este autor correlacionou as cores dos

oxidos formados, obtidos a partir de variagdes no tratamento de chapas de titdnio com
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oxidacdo anddica, com suas espessuras. Para o autor, os 6xidos de coloragdo azulada
apresentavam uma espessura aproximada de 80nm. Outros autores apresentam
resultados similares com metodologia semelhante. SUL et al, (2001) estudaram o
comportamento do crescimento de 6xidos anddicos em eletrdlitos acidos e alcalinos e
especificam mais detalhadamente a correlag@o entre cor e espessura dos 6xidos, como
se pode observar no grafico da figura V.1. De qualquer forma, a camada de 6xido na

espessura descrita nao ¢ perceptivel na forma como foi analisada em MEV.
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Figura V.1 —Cores relativas as espessuras dos o0xidos de titanio obtidos por meio de

oxida¢do anodica com diferentes voltagens (SUL et al, 2001).

Essas impressdes sobre a rugosidade das placas de titanio verificadas em
MEV devem ser analisadas com cautela pois ndo sao suficientes para uma conclusao
definitiva. Devido a sua grande profundidade de campo e acuidade de foco o MEV
perde a capacidade de diferenciar alteragdes no eixo Z, sendo mais indicado para
caracterizar aspectos de morfologia. A impressdao de rugosidade verificada pode ser
definida, na verdade, como diferengas ocorrendo no plano XY. Por isso, devemos
empregar um método de caracterizacdo complementar, como a perfilometria para

suprir esta deficiéncia.
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Os tratamentos de superficie empregados neste trabalho visaram promover
uma texturizagdo adequada para favorecer os eventos celulares que ocorrem na
interface osso-implante. De acordo com diversos trabalhos, como os de COOPER
(2000), SYKARAS et al (2000) e AMARANTE & LIMA (2001) esta comprovado
que esta texturizacdo aumenta a area de contato para a aposi¢do Ossea, sendo de

fundamental importancia para um melhor desempenho biomecanico do implante.

As condi¢des de tratamento utilizadas tinham esta finalidade especifica e
buscou-se fazer uma andlise comparativa destas texturas. Para a texturizacdo das
superficies, foram empregados ataques com acidos sulfurico/cloridrico e fluoridrico
(tabela II.1), largamente relatados na literatura (DINIZ, 2001; BUSER et al, 1998). A
analise de rugosidade das superficies obtidas foi realizada por perfilometria de
contato. Este método tem sido amplamente empregado devido a sua simplicidade e
resolucdo apurada, principalmente em amostras em forma plana. Nos casos de analise
de implantes industrializados, com roscas, seriam mais indicados os métodos “sem

contato”, como o laser confocal (WENNERBERG & ALBREKTSSON, 2000).

Embora haja uma unanimidade em relagdo aos beneficios do tratamento de
superficie de implantes osseointegrados, principalmente por meio de sua texturizagao,
ndo se observa com clareza um consenso quanto a textura ideal. Isto pode se dever a
heterogeneidade de critérios dos autores na selecdo de pardmetros empregados na
analise das amostras. Outro fator a se considerar € o tipo de técnica utilizada. Como
exemplo, pode-se verificar na técnica de deteccdo de foco uma superestimativa da
rugosidade proveniente de reflexdes indesejadas durante a varredura do feixe de luz,
enquanto que por contato pode haver uma subestimativa decorrente das dimensdes
fisicas do sensor mecanico. Uma das formas de minimizar estes efeitos indesejados ¢
obedecer aos critérios prescritos em normas sobre esta matéria. No caso da analise de
implantes dentérios ainda ndo ha uma norma que defina como medir e que parametros

usar.

A quantificacdo da rugosidade de uma superficie ndo pode ser expressa
somente por meio de um parametro (STOUT & BLUNT, 1995). O parametro Ra

(rugosidade média) ¢ o mais utilizado, e muitas vezes Unico, representa a média dos
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modulos das alturas dos picos e vales em relagdo a uma linha média. A rugosidade
média é comumente considerada como medida de topografia, embora superficies com
mesma rugosidade possam apresentar, e freqiientemente apresentam, diferengas
topogréaficas significativas (RATNER et al, 1996). Num caso relatado na literatura, as
cabegas de dois acetabulos com mesmo Ra foram implantadas em dois pacientes,
resultando em desempenhos clinicos bastante distintos (STOUT & BLUNT, 1995). A
falha de um dos acetdbulos foi associada ao seu acabamento assimétrico — nao

expresso pelo Ra, sendo que os picos mais elevados atuaram como abrasivo.

Existem mais de cento e cinqiienta pardmetros numéricos de rugosidade,
sendo a grande maioria de pouco significado pratico, pois nao descrevem
matematicamente a textura da superficie. A tabela IV.1 mostra os resultados obtidos
na andlise de perfilometria empregando-se pardmetros minimos de amplitude,
espagamento e de natureza hibrida recomendados por um comité da Comunidade
Européia (STOUT et al, 1993). Cada parametro expressa um comportamento da
rugosidade presente na superficie. Os doze primeiros ( Sa, Sq, Sz, Ssk, Sku, Sds, Str,
Std, SDq, Ssc, Sdr e Sal) representam medidas em 3D e os seis ultimos (Ra, Rq, Rsk,
Rku, Rsm e RDq) representam medidas em 2D. H4 um relativo consenso que as
medidas de rugosidade de superficies em 3D apresentam melhor acuidade e
representatividade do que as em 2D (WENNERBERG, 2000), portanto, neste

trabalho, serd dada énfase a andlise dos parametros 3D.

A tabela IV.1 mostra os valores obtidos na andlise de rugosidade das
superficies das condigdes tratadas e nao tratada. De acordo com os parametros
empregados pode-se observar uma similaridade entre os valores de todas as
condi¢des, com excecdo da condi¢do 4, que apresentou valores muito discrepantes
dos demais. Apos a verificacdo desta diferenca, realizou-se uma nova analise em uma
amostra da mesma condi¢do com resultados similares. Nao ha razdo evidente que
justifique essa discrepancia, pois a Unica diferenca entre esta condicao e a condigdo 3
¢ o emprego adicional de um tratamento térmico que visara o espessamento da
camada de 6xido presente. Do mesmo modo, a Unica diferenga entre as condicdes 4 ¢
5 consistia na exposicao da amostra, ap6s o tratamento térmico, em uma solugdo de

NaF para incorporacdo de ions F.
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Uma hipétese a se considerar ¢ que a camada de oxido poderia apresentar
fragilidade frente a ponta analisadora do perfildmetro e provocar um erro de leitura
do aparelho. Entretanto, na condi¢cdo 5 a situagdo se repete e ndo ¢ verificada uma
discrepancia significativa de valores. Nao ha relato na literatura que apoie a hipdtese
da solugdo de NaF promover uma estabilizacdo da camada de 6xido, tornando-a mais
resistente ao contato fisico. Por outro lado, a solu¢do de hidroxido de sodio é
empregada com este propodsito (NISHIGUCHI et al, 1999; WANG et al, 2001;
FUJIBAYSHI et al, 2002), levando-nos a considerar a hipdtese de que o elemento
sodio, presente em ambas, teria a propriedade de tornar o 6xido mais resistente a

esforcos mecanicos.

O propdsito inicial de submeter as chapas da condi¢dao 5 a exposi¢ao de uma
solu¢do de fluoreto de sodio consistia em aumentar a deposicao de fosfato de calcio
durante o teste in vitro de bioatividade com a solucdo simuladora. ELLINGSEN
(1995) relata que o pré-tratamento com fluoreto de sédio aumentou em quatro vezes a
retencdo de implantes colocados em ulnas de coelhos submetidos a ensaio de remogao
por torque. A microscopia eletronica de varredura dos implantes submetidos a este
tratamento evidenciou fraturas coesivas no osso sem comprometimento da unido
osso-implante. Entretanto, ndo foi possivel observar resultados semelhantes em nosso

trabalho, talvez em parte pela diferenca de metodologia.

Os resultados da tabela IV.l mostram também valores ligeiramente mais
positivos para as condigdes tratadas em relagdo a condi¢do como recebida. Os valores
de Sa, Sq, Sds, SDq, Str, de um modo geral, apresentam-se maiores nas condigdes
tratadas. A condicdo 5 apresenta valores muito proximos da condig¢do @, o que pode

representar uma conseqiiéncia da camada espessa de 6xido formada.

O parametro Sdr representa a razdo da area retificada da amostra pelo plano
XY, ou seja o aumento de superficie obtido no tratamento proposto. Neste caso, pode-
se observar uma diferenga significativa entre as condigdes @ e 4 em relagdo as
demais. Como o aumento de superficie € um objetivo importante e desejado no
tratamento de superficie, pode-se supor que as condicdes 1, 2, 3 e 5 apresentariam

condi¢des mais favoraveis para a osseointegragao.
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As figuras IV.5 a IV.11 mostram as superficies das amostras expostas a
solu¢do de SBF por até sete dias. Apds um dia ja foram observados depodsitos ricos
em calcio e fosforo (figura IV.14) similarmente ao obtido em outros trabalhos (KIM
et al, 1996; KIM et al, 1997), quando se identificou a presenga de fosfatos de calcio
do tipo “apatita biolodgica”. Estes depositos aparecem em maior quantidade nas
amostras das condigdes 1, 2, 4 ¢ 5. O aumento do tempo de exposi¢do tende a
aumentar a espessura da camada de apatita formada, embora algumas
fotomicrografias indiquem o contrario. Este fato pode decorrer da instabilidade da
camada formada que pode se dissolver e reprecipitar em face de alteragdes de pH ou

agitacao local.

Outro aspecto que parece afetar a precipitacdo de fosfatos de célcio a partir de
solugdes ricas nesses elementos ¢ a macro e microirregularidade da superficie em
termos topograficos, quimicos e de energia. De acordo com ELLINGSEN (1998), o
tamanho e a distribuigdo das diferentes areas dos 6xidos se relaciona com a estrutura
dos graos do substrato, o que provavelmente reflete que graos com diferentes planos
cristalinos promovam a formagao de diferentes morfologias de 6xidos. Considerando-
se que a camada de 6xido atua de forma importante na deposicao de fosfatos de calcio
(SUL et al, 2001; SENA, 2003) podemos supor que havera pontos de maior € menor
deposi¢ao ao longo da superficie. Em fun¢do disso, alguns autores condenam o
lixamento mecanico prévio do metal empregado como substrato devido as alteracdes
microestruturais impostas por este procedimento. O lixamento quimico parece ser um
procedimento mais indicado na preparagdo das amostras por ndo induzir tensdes

indesejaveis.

Em todos os processos de recobrimento a partir de hidroxiapatita em solucao
por eletroforese (SENA, 2001) ou a partir de solucdes ricas em Ca e P (ANDRADE,
1999; VIDIGAL Jr, 2002) se observa dificuldades em se obter uma camada uniforme
de apatita na superficie do substrato. Essa dificuldade parece estar também
relacionada as propriedades de superficie, sendo de dificil controle a obten¢do de
superficies energética e quimicamente homogéneas que possibilitassem uma

nucleacao uniforme dos fosfatos de calcio.
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Na figura IV.11 todas as superficies tratadas, apds 7 dias, estdo recobertas
com uma camada aparentemente uniforme de fosfato de calcio com aspecto
semelhante ao descrito por KOKUBO et al (2000). A presenga desta “apatita
bioldgica” ¢ indicada como medida da bioatividade da superficie, podendo-se dai

esperar um comportamento também favoravel quando em contato com o tecido 6sseo.

Dada a sua simplicidade, os testes em solugdes simuladoras de plasma
humano tém sido largamente empregados na avaliacio da bioatividade de
biomateriais. Entretanto, a diferenca nas composicdes das solucdes, o fato de se
trabalhar com pH fixo ou ndo, usar agitagdo ou ndo, tornam essa avaliagdo qualitativa
e de certa forma subjetiva. Assim, esses testes podem, na melhor das hipoteses,
indicar condigdes que possam vir a ter um bom desempenho na presenga de células

ou in vivo, sem prescindir destas outras formas de avaliagdo.

A figura IV.15 apresenta os histogramas da variagdo do teor de calcio (mg/l)
na solucdo SBF com os tempos de exposi¢ao previstos. A quantidade de calcio
presente na solugdo representa o quanto nao foi depositado sobre as placas de titdnio
durante o ensaio. Podemos observar que nos tempos t1, t2 e t7 a CONDICAO @
apresenta valores significativamente maiores que as outras condi¢cdes que receberam
algum tipo de tratamento de superficie. Este fato estaria em concordancia com os
resultados clinicos que indicam que as superficies lisas ou usinadas apresentam
comportamento menos favoravel que superficies texturizadas em relagdo a deposi¢ao

de fosfato de calcio, durante o processo de integragdo bioldgica.

Em relacdo as outras condic¢des, ndo ¢ possivel destacar uma condicdo que
possua propriedades superiores as demais, com exce¢io das CONDICOES 1 e 2 em
relagio as CONDICOES 3, 4 ¢ 5, onde pode-se observar, apds 2 dias, uma diferenca
estatisticamente significativa (teste t de Student), favoravel para as condigoes 3, 4 e 5.
Entretanto, ao se observar o comportamento destas condi¢des aos 7 dias de exposi¢ao,
nota-se um nivelamento do teor de calcio, conferindo a todas propriedades

semelhantes.



70

Estes resultados estdo de acordo com as observagdes feitas com as
fotomicrografias em MEV. A impressdo de que apos o segundo dia de exposi¢ao teria
havido uma dissolucdo do fosfato de calcio na solugdo corrobora os resultados acima

ao se observar um aumento do teor de célcio nas CONDICOES 1 e 2 de t1 para t2.

O papel da camada de 6xido sobre os implantes de titdnio ¢ amplamente
descrito na literatura. LARSSON et al (1994), em trabalho in vivo, relatam que
implantes submetidos a tratamentos eletroquimicos, com voltagens diferentes (10V e
80V), para formacdo de uma camada de oOxido espessa (2Inm até 180nm)
apresentaram um maior nivel de contato com o tecido 6sseo em compara¢cdo com
implantes simplesmente usinados, por meio de analise de MEV. Entretanto,
verificaram também que ndo houve diferencas significativas entre os implantes
recobertos com camadas de 6xidos com espessuras e cristalinidades distintas. As
linhas de pesquisa que visam modificar o 6xido, buscam a incorora¢do de elementos
que atuem de forma a tornar a superficie do implante quimicamente atrativa a
deposicdo oOssea (ELLINGSEN & PINHOLT, 1995; ELLINGSEN, 1995;
McALARNEY et al, 1996; SHIRKHANZADEH, 1998)

Embora de forma nd3o conclusiva, dado ao pequeno numero de amostras
empregadas, os resultados da andlise de Ca na solugdo parecem indicar que a
presenga do 6xido, nas condicdes 3 e 5, pode acelerar a formagdo da camada rica em

calcio e fosforo.

Assim parece que o tratamento 6xido associado a um tratamento que promova
a texturizacdo da superficie pode ser realmente uma forma de se acelerar a
osseointegragdo. De fato, diversos fabricantes tém incluido em seus catidlogos de
produtos, superficies com espessa camada de 6xido em substitui¢do aos implantes
recobertos com hidroxiapatita. Existem hoje no mercado implantes recobertos com
camadas da ordem de um, o que pode ser questionado uma vez que as reagdes
biolégicas ocorrem nas camadas mais externas (da ordem de nm). A medida que a
espessura do 6xido aumenta, pode aumentar também a tendéncia ao deslocamento

desta, a exemplo do que ocorre com implantes recobertos com hidroxiapatita.
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A caracterizagdo por XPS ¢ importante na identificacdo dos elementos
presentes nas camadas atdmicas mais superficiais (aproximadamente 10nm) de uma
amostra. Entretanto, ainda nao se possui uma base de dados precisa que nos permita a
identificacdo inequivoca de todos os espectros. A partir da energia de ligagdo sdo
identificados as espécies presentes e comparados com valores tabelados para essas
energias. Uma limita¢do aqui verficada é que nem todas as amostras puderam ser
analisadas por XPS dado o tempo longo de andlise e a elevada demanda do
equipamento. A caracterizagdo por XPS das amostras antes da exposicdo a solugao
simuladora permitiria a caracteriza¢do do 6xido formado e a incorporagdo ou nao do
flor na condigdo 5. Mesmo a condi¢ao @ p6s-SBF ndo pode ser analisada por ter

sido incorporada tardiamente ao planejamento experimental.

Nas amostras analisadas podemos observar, na tabela IV.2, pouco ou nenhum
fosfato incorporado (531.5 eV) nas condic¢des 1 (0,0 %), 3 (0,2 %) e 4 (9,1 %). Na
condi¢do 2 ha uma divisao eqiiitativa entre as trés espécies (24,0 — 13,0 — 12,5) e na
condi¢do 5 todo o oxigénio se apresenta na forma de fosfato. Isto indicaria uma maior
quantidade de fosfato precipitado, possivelmente de cdlcio, a partir da solucdo

simuladora, nas condigdes 3 ¢ 5.

A presenga do carbono ¢ comumente verificada devido a contaminagdo das
amostras, sendo inclusive usada como fator de ajuste de escala dos diversos espectros,
uma vez que o pico em 285.0 eV estard sempre presente. Diversos autores
decompdem o espectro na regido do carbono em 4 componentes de acordo com as
seguintes energias de ligagdo: 285.0 eV, 286.3 eV, 288.3 eV e 289.8 eV, que sao
atribuidas a hidrocarbonetos aromaticos, grupos alcoolicos, grupos RCOO™ e
carbonatos, respectivamente (TAKADAMA et al, 2001; SENA et al, 2003). Como a
intensidade total do carbono era baixa (6,8%, 12,6%, 8,6%, 6,1% e 7,2%,
respectivamente paras as condi¢des 1 a 5) optou-se por simplesmente indicar o valor
dos dois picos que aparecem nos espectros. Em todos os espectros, a espécie
carbonato (289.8 eV) esta presente, sendo que com maior intensidade na condicao 1.
Isto sugere a incorporacdo de carbonato ao fosfato de célcio formado, especialmente

na condi¢do 1. De fato, a chamada “apatita bioldgica” consiste numa hidroxiapatita
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deficiente em calcio, carbonatada (5 a 8%) e com incorporacdo de ions Na, Mg e

outros.

A presenga do célcio pode sugerir a precipitagdo de fosfatos de calcio na
superficie das amostras. O espectro do célcio apresenta dois picos distintos, Ca 2p3, e
Ca 2p;., como mostrado na figura IV.19. De acordo com o trabalho de TAKADAMA
et al (2001), quando os valores de energia aproximam-se de 347.5 eV e 351.0 eV,
podemos esperar a presenga de hidroxiapatita na superficie da amostra. Os valores
apresentados na figura IV.19 mostram-se compativeis com os valores encontrados por
TAKADAMA et al (2001), levando-nos a crer que houve formagdo de apatita

biologica em todas as amostras analisadas.

Na tabela IV.7 foi indicada a razdo Ca/P quantificada nos espectros de XPS.
Mesmo considerando um erro de andlise tipico da ordem de 10%, a condigcdo 5
apresenta razdo Ca/P menor que 1,67 (razdo estequiométrica), o que corresponde a
uma hidroxiapatita calcio-deficiente. Este resultado pode decorrer da forte presenca
de oxigénio na forma de fosfato nesta condi¢do, provocando uma redu¢do na razao
Ca/P. De qualquer forma, a apatita biologica (presente como mineral no tecido dsseo)

apresenta deficiéncia em célcio, além dos ions carbonato, Na, Mg ¢ outros.

Em resumo, a analise por XPS permitiu identificar em todas as chapas tratadas
e expostas a solucdo simuladora de plasma humano por 7 dias, a formagdo de uma
camada com composi¢do compativel com a da chamada apatita bioldgica ou bone like
apatite, sugerindo que os tratamentos propostos foram capazes de tornar as

superficies bioativas.
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VI. CONCLUSOES

Dentro das limitagdes da metodologia empregada, e baseado na andlise dos

resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel a formulacao das seguintes conclusdes:

1. Para a caracterizacdo da textura de uma superficie, é recomendavel associar o
emprego de microscopia eletronica (MEV) a uma técnica de andlise de
perfilometria para caracterizar, respectivamente, tanto sua morfologia quanto sua
topografia.

2. A espectroscopia de fotoelétrons por RX (XPS) ¢ fundamental na identificagdo
das espécies quimicas presentes na superficie de um material como forma de se
correlacionar essas espécies com o comportamento do material in vitro ou in vivo.

3. A imersdo das chapas de titanio cp produzidas em solu¢do simuladora de plasma
por 7 dias indicou que os tratamentos de superficie realizados promoveram
forma¢do de maior quantidade de uma camada rica em calcio e fosforo em sua
superficie, quando comparados as chapas nao tratadas.

4. Nas chapas tratadas, imersas em solucdo por 7 dias, o deposito formado
apresentou composi¢do compativel com a chamada “apatita bioldgica” que ¢
indicada como sendo o indutor do processo de formagao 6ssea in vivo.

5. Em relagdo aos tratamentos empregados, ndo se observou diferenca significativa
quanto as propriedades bioativas das superficies geradas.



VII. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Ensaios empregando cultura de células ou in vivo.

2. Caracterizagdo da camada de 6xido formada por processo eletroquimico e
térmico.
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