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As caracteristicas topograficas e composicionais de superficies de implantes
biomédicos estdo diretamente relacionadas com a sua capacidade de osseointegragao.
Por este motivo, o tratamento e/ou modificagdo superficial do titanio (material utilizado
em implantes) tém sido amplamente estudados. Neste trabalho foram produzidos e
caracterizados filmes de déxido de titdnio sobre substrato de titdnio puro por meio da
técnica de oxidacdo anddica a microarco. Pardmetros como composi¢do do eletrolito,
tempo de deposigdo e voltagem aplicada foram avaliados com o objetivo de otimizar as
propriedades dos filmes. As superficies produzidas apresentaram morfologia bem
definida, com poros homogeneamente distribuidos. A utilizacdo de betaglicerofosfato
de sodio na composicao dos eletrolitos permitiu a obtencdo de superficies contendo ions
calcio e fosforo, elementos precursores da mineralizacdo 6ssea. A avaliagédo celular in
vitro com células osteoblasticas apresentou resultados semelhantes para as amostras

avaliadas quanto a adesdo, proliferacdo e diferenciacao celular.
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Topographic and compositional characteristics of biomedical implants are
straightly connected with their osseointegration capability. For this reason, titanium
(material used for implants) surface modification and/or treatment have been
extensively studied. In this work, titanium oxide coatings were produced onto pure
titanium substrates by the micro-arc oxidation technique and characterized. Parameters
such as electrolyte composition, processing time and applied voltage were analyzed in
order to optimize film properties. Obtained surfaces showed a well defined morphology,
with homogeneously distributed pores. Surfaces containing calcium and phosphorous
ions were obtained by the use of electrolytes containing sodium betaglycerophosphate.
These elements are precursors for the bone mineralization. The in vitro cell culture
studies (adhesion, proliferation and differentiation) using osteoblastic cells showed

similar results for the selected samples.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A perda de um o6rgdo ou de uma parte do corpo gera, além da perda da funcéo,
transtornos sociais e psicoldgicos. Os avangos alcancados na engenharia de materiais e
na area médica (Medicina e Odontologia), ttm possibilitado o desenvolvimento de
materiais e o0 aprimoramento de técnicas que geram bem-estar fisico, funcional e
psicoldgico ao paciente.

Com o desenvolvimento da Implantodontia, a pesquisa no campo da ciéncia dos
materiais, mais especificamente, dos biomateriais, tem sido exaustivamente incentivada
e aprimorada com o objetivo de desenvolver técnicas que proporcionem uma melhor
qualidade de vida ao paciente e, portanto, predizendo e controlando as reagdes que
ocorrem na interface tecido-implante.

Dentre os biomateriais utilizados em implantes odontoldgicos e ortopédicos, o titanio e
suas ligas sdo os materiais que tém grande destaque a ampla aplicacdo, principalmente
por suas propriedades desejaveis, tais como: baixo modulo de elasticidade, alta
resisténcia a corrosdo, conformabilidade, usinabilidade e biocompatibilidade (L1U,X., et
al.,2004) .

Com o objetivo de melhorar as suas propriedades biol6gicas, quimicas e mecanicas, sdo
realizadas modificacbes na superficie do titanio para aumentar o grau de
biocompatibilidade implante-0sso, para que haja uma excelente osseointegracao .

A superficie do biomaterial é mencionada como a principal responsavel pela resposta
dos tecidos subjacentes aos dispositivos médicos artificiais. Com o objetivo de melhorar
as suas propriedades biologicas, quimicas e mecénicas desta superficie, modificacdes
composicionais e/ou topograficas sdo realizadas a fim de aumentar o grau de
biocompatibilidade da interface implante-osso, promovendo uma maximizagdo da

osseointegracdo (LIU,X., et al.,2004).



No titdnio, a camada de 6xidos existente ap0s o processo de usinagem do titanio ndo é a
ideal para utilizacdo devido a presenca de contaminantes e da heterogeneidade da
camada produzida. Torna-se, desta maneira, dificil obter adesdo quimica entre o
implante e 0 0sso e nova formacdo 6ssea quando essa camada de 6xidos esta presente.
Para isso, é necessaria a realizagdo da modificacdo da superficie dos implantes de titanio
(SCHRECKENBACH, J.P., et al., 1999).

A biocompatibilidade do titdnio estd diretamente relacionada com as propriedades da
camada de 6xido superficial, que naturalmente tem de 2 a 10 nm de espessura. Diversos
procedimentos tém sido empregados a fim de modificar a estrutura quimica da
superficie do titanio através de recobrimentos, como por exemplo recobrimentos com
filmes de 6xido de titdnio (SCHRECKENBACH, J.P.et al., 1999).

O tratamento das superficies dos implantes, um recurso relativamente recente,
desenvolvido pela moderna ciéncia tecnoldgica aplicada a Implantologia, vem
proporcionando resultados cada vez mais favoraveis e com uma alta previsibilidade.
Desta forma, as pesquisas que nessa area ha tempos se iniciaram, com certeza
continuardo, complementando as ja realizadas e deixando, de alguma forma, novas
informacdes e experiéncias clinicas e/ou laboratoriais, implementando o atendimento ao
paciente que deseja ser reabilitado.

Vérias técnicas de avaliacdo da adequacao de materiais para aplicacfes biomédicas tém
sido desenvolvidas numa tentativa de simular o desempenho do material ap6s sua
insercdo no corpo humano. Essas técnicas compreendem testes in vitro e in vivo. Para
testes in vitro, sdo utilizados testes de bioatividade em liquido corporal simulado e
estudos em culturas de células. Os estudos em cultura de células compreendem testes de
citotoxicidade, medicdes bioquimicas de atividade celular, avaliacdo da proliferacéo,

crescimento e morfologia celular (ZHU, X., et al.,2004).



Apesar de toda esta evolugdo no material, projeto e indicagdes para a colocacdo dos
implantes, os estudos continuam na busca de melhor eficiéncia no sistema e
caracteristicas do implante utilizado. O préprio periodo de tempo em que 0 paciente
deve esperar até ser reabilitado proteticamente vem diminuindo de maneira gradativa,
até mesmo, ja se pesquisando reabilitacdo imediata a colocagao dos implantes.

O futuro da Implantologia deveria focar no desenvolvimento de superficies com
topografia e composi¢do quimica controlados e estandardizados. Essa linha de pesquisa
sera 0 melhor caminho para entender as interagdes entre proteinas, células e tecidos com
as superficies de implantes. O local de estimulacdo déssea ou drogas de reabsor¢cdo na
regido periimplantar também podem responder como dificultadoras em situagdes
clinicas com pobre quantidade e qualidade &ssea. Essas estratégias terapéuticas
poderiam ajudar no processo de osseointegracdo de implantes dentérios e ortopédicos
para seu imediato uso e sucesso a longo prazo.

No presente estudo foi realizada a producdo de filmes de Oxido de titanio sobre
substrato de titdnio puro através da técnica eletroquimica de oxidacdo anddica a
microarco. Este é um método de produgdo de filmes protetores sobre metais bem
estabelecido por ser uma técnica simples, reprodutivel, de baixo custo, que proporciona
melhora na resisténcia a corrosdo e produz filmes uniformes. A formacdo de filmes
porosos e uniformes foi alcangada pelo controle dos parametros do processo, como:
voltagem, tempo, composicao e concentracao do eletrolito, temperatura e intensidade de
corrente. A incorporacdo de ions calcio e foésforo foi analisada em funcdo da
modificagcdo dos eletrolitos empregados na anodizacdo. A resposta celular foi avaliada
pelo estudo do comportamento de células osteoblasticas em contato com as superficies
produzidas em tempos de 4 h e 24 h para adesdo celular e 14 e 21 dias para

diferenciacéo celular, através de testes in vitro da bioatividade celular.



Para caracterizagdo dos filmes obtidos foram realizadas analises com Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atdmica (AFM); Perfilometria
para avaliacdo da rugosidade e determinagdo da espessura da camada de 6xido; Difragdo
de Raios X (DRX) para avaliacdo cristalogréfica das fases presentes; Espectroscopia por
Dispersdo de Energia (EDS) e Espectroscopia Raman para avaliacdo elementar e
quimica.

Espera-se entdo com este trabalho estabelecer uma correlagcdo entre as propriedades
morfoldgicas, composicionais e bioldgicas da superficie tratada de titanio e os diferentes
eletrolitos / concentragdes utilizadas. Questdes como a correlacdo entre a concentragao
de betaglicerofosfato de sddio usada nos eletrolitos e a presenca de ions de célcio e
fésforo na superficie do filme produzido, além de um estudo das caracteristicas
morfolégicas de crescimento do 6xido de titdnio em diferentes tempos de anodizagdo
ainda sdo pendentes na literatura, portanto também foi um dos objetivos de nosso

estudo.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento de novos materiais face as necessidades dos diversos desafios
enfrentados pela Implantologia tem sido uma pratica constante da idade contemporanea.
Com o avanco e desenvolvimento do estudo sobre os biomateriais, é crescente o
interesse em se obter um material que substitua um 6rgdo do corpo humano
minimizando qualquer tipo de reacdo toxica, inflamatoria e patologica, uma vez que a
implantologia vem tornando-se mais presente nos nossos dias. Em outras palavras, que
seja 0 mais biocompativel possivel, que seja bem tolerado pelos tecidos adjacentes e
que, se possivel, promova formacdo Ossea (CHEN, J., 2005). Através destas
adversidades, a pesquisa na area de materiais teve um grande desenvolvimento,
sobretudo na area de implantes biomédicos, dentre estes, destacam-se os odontologicos
e ortopédicos.

Os implantes metalicos foram utilizados efetivamente a partir da década de 30, e alguns
fatos responsaveis pelo desenvolvimento desses biomateriais foram a descoberta da
penicilina por Alexander Fleming na segunda década do século XX e o surgimento do
conceito de cirurgia asséptica por Joseph Lister em 1865. Antes, portanto, ndo era
possivel assegurar ao paciente a recuperacdo de qualquer tipo de procedimento cirdrgico
por causa dos elevados riscos de infeccdo a que o paciente estava exposto (WILLIAMS,
1987).

Biomaterial é definido como qualquer substancia ou combinacdo de substancias, que
ndo sejam drogas ou farmacos, de origem natural ou sintética, podendo ser utilizadas
por qualquer periodo de tempo, aumentando ou substituindo parcial ou totalmente
qualquer tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo, com a finalidade de manter e/ou alterar a

qualidade de vida do paciente (REVISTA METALURGICA & MATERIAIS, 2003).



Na década de 50, o sueco Per-Ingvar Branemark interessado em estudar reparo e
regeneracdo 0ssea, procurou observar o mecanismo do 0sso medular in vivo, processo
denominado de microscopia vital. Utilizava, para isso, um dispositivo metalico que era
inserido na tibia do coelho, possibilitando a visualizagcdo microscopica de todo processo.
Porém, Branemark utilizava normalmente como material o tantalo e, impossibilitado de
obté-lo facilmente naquela ocasido, utilizou, em sua substituicdo, o titdnio. Quando
terminou seu estudo apds alguns meses e tentou remover tal dispositivo para reutiliza-
lo, observou que ndo conseguia mais remové-lo. Sua descoberta teve significado maior
apenas na década de 60, quando entrou para a Universidade de Gothenburg, e fez
novamente o estudo, s6 que desta vez, em voluntarios humanos. Inseriu uma cadmara de
titdnio no antebraco e realizou um estudo observando a reacdo das células sangliineas
humanas no local de contato com o material. Observou, entdo, que o titanio foi
compativel com tecido mole, sem provocar reagdo imunoldgica adversa (CORTEZ,
A.L.V.,2001).

Em 1965, Branemark e sua equipe realizaram seu primeiro caso, colocando quatro
implantes na mandibula de um paciente com deformidade. Ap6s 5 meses, apoiou uma
base fixa de dentes artificiais sobre os implantes, relatando sucesso com 0s mesmos.
Inicialmente utilizavam-se materiais inertes como o0s agos inoxidaveis e a alumina. Nos
anos 70, Peringvar Branemark introduziu o conceito de osseointegracdo como sendo a
ligacdo direta e funcional entre 0sso ordenado e vivo e a superficie de um implante
sujeito a cargas funcionais, isto é, o implante substituindo um oérgdo que ¢é
constantemente submetido a cargas externas, que ocorrem durante o seu funcionamento
natural (BRANEMARK, P.l., et al., 1985). Com a introducdo desse conceito, as
pesquisas passaram a Se concentrar em materiais e projetos, visando acelerar a

osseointegracdo, diminuindo assim o tempo necessario para aposicdo 0ssea.



THOMAS & COOK (1985) procuraram avaliar os fatores que influenciavam na
deposicao 0ssea direta sobre diferentes materiais biocompativeis. Estudaram o moédulo
de elasticidade dos materiais, composi¢do da superficie e a sua textura, alternando
combinagdes, com o objetivo de identificar a melhor interface osso/material. Entre os
materiais avaliados se encontrava o titdnio comercialmente puro, com superficies
polidas e rugosas. Os resultados mostraram que a textura superficial foi o que mais
influenciou na deposicdo éssea direta, portanto, os implantes com superficie rugosa
foram os que apresentaram maior resisténcia a remogdo e contato com tecido 0sseo,
enquanto a superficie polida apresentava graus variados de formacao tecidual fibrosa.

A superficie porosa dos implantes é um fator que beneficia o crescimento de tecido
6sseo e facilita o ancoramento do implante ao 0sso (TANG,G.X., et al., 2004).
Variagdes nos tamanhos dos poros afetam diretamente na qualidade e quantidade do
novo osso a ser formado. A porosidade do filme de 6xidos aumenta a forca de atrito
entre o implante e os tecidos adjacentes. Excessivos micro movimentos no sitio junto ao
implante influenciam na formacdo de tecido fibroso junto ao implante, o que nédo é
desejavel, uma vez que o objetivo de formacdo tecidual é a de tecido 6sseo e ndo tecido
fibroso (ZHU,X. et al, 2001).

O titanio e suas ligas tém sido amplamente utilizados na area biomédica, especialmente
na reposicao de tecidos duros e na reposi¢do de valvulas cardiovasculares, uma vez que
esse metal possui propriedades desejaveis como baixo médulo de elasticidade, boa
resisténcia a fadiga, resisténcia a corrosdo e excelente biocompatibilidade. As
aplicagbes do titdnio e suas ligas na &rea biomédica incluem desde bombas e
dispositivos artificiais para uso cardiovascular a aplicagdes mais estruturais como
parafusos e pinos para implantes odontoldgicos e proteses 0sseas para bracos, pernas e

juntas (LIU, X. et al, 2004).



O titanio foi descoberto em 1791 na Inglaterra, porém s6 comecou a ser utilizado
praticamente em 1948, quando sua produgdo comercial foi iniciada nos Estados Unidos.
E classificado em duas categorias: titanio comercialmente puro (Ti — cp) e as ligas de
titanio, dentre as mais conhecidas estdo o Ti4Al6V. O titanio comercialmente puro pode
ser classificado em 4 graus, de acordo com o conteudo de oxigénio, onde o grau 1 tem
0,18% de oxigénio e o grau 4 tem 0,4% de oxigénio (CHEN, J., 2005).

O titanio também é um metal bastante reativo e quando em contato com oxigénio ou
agua forma Oxido de titanio que pode estar nas seguintes estruturas: TiO, Ti20s3 ou TiOz,
sendo que este Ultimo é o mais comum. O TiOz2 pode apresentar diferentes estruturas
cristalograficas, as mais estaveis sdo o rutilo e o anatasio, além disso, pode ser amorfo
(KASEMO , B., et al., 1986). O rutilo é a Unica fase estavel, enquanto o anatasio é
metaestavel, isto é, se converte em rutilo a altas temperaturas, acompanhando o
crescimento de grdo. Comparado ao rutilo, 0 anatésio possui propriedades Unicas e
vantagens para aplicagdes biomédicas, como por exemplo, absorver mais OH™ ¢ PO~
que o rutilo no fluido corporal, o que favorece a deposicdo dssea de apatita. Em
implantes biomédicos, a fase anatasio mostra uma melhor habilidade em induzir apatita
quando comparado ao rutilo. Para isso, é importante que os parametros do sistema de
formacéo do 6xido de titdnio sejam bem controlados, para a obtencdo da superficie mais
favoravel para aplicaces biomédicas (TANG, G. X., et al.,2004).

Uma grande contribuicdo para a biocompatibilidade do titanio é a excelente resisténcia a
corrosdo conferida por seu Oxido. Quando exposto ao ar, o titanio forma
espontaneamente uma pelicula continua e aderente de aproximadamente 2 a 10nm de
espessura. Sua excepcional biocompatibilidade é atribuida a interacdo dessa camada
estavel de 6xidos com os fluidos bioldgicos (CHEN, J., 2005). Tanto espessura quanto

composigdo quimica da camada de oxido de titdnio exibem importante papel na



adsorcdo de proteinas provenientes dos fluidos bioldgicos e na atracdo de células a sua
superficie, porém a camada de 6xidos que se forma espontaneamente sobre a superficie
do titdnio ndo é a ideal porque é heterogénea e pouco espessa, dificultando desta forma
a adesdo quimica do implante ao 0sso.

O processo de osseointegracdo pode sofrer interferéncias que resultam na perda do
implante. As reagOes existentes na interface osso-implante s&o influenciadas pela
técnica cirargica, pelo estado de satde do leito 6sseo receptor, a biocompatibilidade do
metal, desenho e o tipo de superficie do implante, bem como as condi¢des de aplicacdo
de cargas transmitidas ao implante. A estabilidade inicial do implante e um periodo de
reparo livre de cargas sdo fundamentais neste processo (ALBREKTSSON, T. et al.,
1981; BRANEMARK, P.1., et al., 1985; SATOMI, K., et al., 1988; KOHN, D. H.,
1992).

Segundo KOKUBO et al. (2004), um dos pré-requisitos para um material ligar-se ao
osso é a formacdo de uma camada de apatita biologicamente ativa na interface
material/osso. Tal camada de apatita é similar a fase mineralizada do tecido ¢sseo, em
composicdo e estrutura. Acredita-se que ela atua como sinalizadora de proteinas e
células para iniciar a cascata de eventos que resulta na formacéo da estrutura 6ssea. Ou
seja, 0s osteoblastos, células dsseas responsaveis pela producdo do tecido ésseo,
proliferam preferencialmente e se diferenciam produzindo apatita e coldgeno sobre a
camada de apatita formada anteriormente, o que favorece a unido do implante com o
0ss0. Quando isso ocorre, uma ligagdo quimica e formada entre 0 0sso e a camada de
apatita, reduzindo a energia interfacial entre elas (KOKUBO, T., et al., 2004).

ZHU et al. (2001) avaliaram a resposta osteoblastica em funcdo da topografia e
composicdo da camada de Oxidos sobre o titdnio e concluiram que a protecdo e

estabilidade dessa camada favorecem grandemente a osseointegracao, e sua estabilidade



depende principalmente da composicdo, estrutura e espessura do filme de éxidos, e
como consequéncia obtém-se grandes beneficios na resposta biolégica, como por
exemplo, o comportamento celular, adesdo, mudancas morfologicas, alteracdes
funcionais, proliferacéo e diferenciacéo.

Boa osseointegracdo pode ser obtida na interface implante e leito dsseo durante a
cicatrizacdo, apos a cirurgia de implante. As propriedades da superficie do implante
podem exibir grande importancia nas reacfes imediatas apds sua exposicao aos tecidos
subjacentes e influenciar o processo de osseointegracdo, o que é altamente importante
para o sucesso e longevidade do implante (CHEN, J., 2005).

A taxa de osseointegracdo de implantes dentérios de titdnio pode estar relacionada a
composi¢do e rugosidade da superficie. Implantes com superficie rugosa favorecem
tanto o ancoramento Gsseo quanto a estabilidade bioquimica. Para os autores, a
rugosidade do filme produzido é extremamente importante para a taxa de
osseointegracdo do implante ao 0sso. Para a obtencdo de superficies rugosas, algumas
técnicas de modificacdo superficial sdo citadas com o intuito de promover a superficie
mais ideal possivel, incluindo uma superficie que facilite a absor¢do de proteinas,
absorcdo osteoblastica e crescimento de tecido 6sseo na regido peri-implantar, dentre
elas eles chamam atenc&o para a oxidagio anddica a microarco (GUEHENNEC, L. L.,
et al, 2007).

Oxidacdo anddica a microarco compreende reacfes de eletrodos em combinagdo com
campo elétrico entre metal e difusdo i6nica com oxigénio levando a formacdo de um
filme de oxidos sobre a superficie do anodo (LIU, X., et al, 2005). E um método bem
estabelecido de producdo de diferentes tipos de filmes de éOxidos sobre metais. A
principal vantagem tecnoldgica do processo de anodizagdo do titanio é melhorar as

propriedades de adesdo e ancoragem do titdnio ao 0sso para a obtencdo de uma
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superficie rugosa e porosa (HUANG, P., et al., 2005). Como eletrélitos sdo utilizados
diferentes solugdes diluidas de acidos, bases e sais, como acetato de calcio, &cido
acético, fosfato de sddio, betaglicerofosfato de sodio, dentre outros. Nesse processo, 0
ao do representado pelo titanio, é imerso na solucdo aquosa e uma voltagem alternada é
aplicada entre o anodo e o catodo. O catodo é representado por um fio de platina (LI1U,

X., et al, 2005).

Reac0es envolvidas no processo (LIU, X., et al, 2005):

Na interface Ti/ éxido de titanio:

Ti o Ti2" +2¢”.

Na interface 6xido de Ti/eletrélito:

2H,0+202 + 4H" (.0 fon oxigénio reage com o Ti para formar o 6xido),
2H,0< 0, (g) + 4H" + 4e~ ( gas O, evolui da superficie do eletrodo).
Em ambas superficies:

Tiz" + 207 TiO, + 2¢”.

fons de titanio e ions de oxigénio formados nas reacdes de redox levam a formagéo de
Oxidos pelo campo elétrico externo aplicado, resultando na formagao do filme de 6xidos
sobre o substrato de titdnio. O Oxido de titanio formado apresenta alta resistividade
relativa em relacdo ao eletrdlito e as partes metalicas do circuito elétrico. A presenca do
filme de Oxido no anodo ndo permite que a diferenca de potencial seja aplicada.
Enquanto o campo elétrico aplicado for suficientemente forte para manter o
direcionamento dos ions, o fluxo de corrente elétrica se mantera e o O0xido continuara
crescendo. A espessura final do filme de 6xidos é linearmente dependente: da voltagem

aplicada, do tempo de anodizacéo, do tipo de eletrolito e da corrente aplicada. Em altas

11



voltagens o processo de anodizacdo leva a um aumento da evolugdo do gas e, devido a
interrupcdo da corrente elétrica causada pelo crescimento da camada de 0xidos,
ocorrerdo descargas elétricas. Este tipo de anodizacao é conhecido por oxidacdo anddica
a microarco e forma filme muito porosos (LIU, X., et al, 2005).

Os métodos de preparo da superficie com diferentes componentes quimicos requerem
eficientes processos de descontaminagdo da superficie. Com este propdsito, Takeuchi e
colaboradores avaliaram a efetividade dos varios métodos de limpeza da superficie de
titinio como pré-tratamento para modificacdo da superficie, através da andlise de
interacbes quimicas de trés solugdes: Na2S20s (persulfato de sddio), H2SO4 (4cido
sulfarico) e HCI (&cido cloridrico), seguidos de enxagilie com acetona ou agua ultrapura.
Eles concluiram que o método envolvendo 10N de HCI e acetona foi o mais efetivo de
todos os métodos investigados, sendo portanto, um excelente método de
descontaminacdo para o preparo do processo de modificacdo da superficie do titanio.
Como procedimento para descontaminacao foi utilizado: tratamento em banho em ultra-
som com HCI 10N por 30 minutos, seguido de acetona PA em ultra-som por 30
minutos, e agua bidestilada ou deionizada e para limpeza residual (TAKEUCHI et al.,
2002).

A oxidacdo anddica a microarco permite a obtencdo de recobrimentos de alta qualidade,
alta microdureza, excelente adesdo, resisténcia mecéanica e resisténcia a corrosdo. A
qualidade do recobrimento produzido pela oxidacdo a microarco é determinada por
parametros como composicdo do eletrolito, temperatura do eletrolito, composicédo da
liga, voltagem, densidade de corrente, tempo, etc (OH, H.J., et al., 2005).

HAN et al. (2003) realizaram experimentos com quatro diferentes eletrdlitos a voltagens
de 200 a 500V. Os eletrélitos usados foram o carbonato de sodio (NasPOs), acetato

monoidratado e acetato de calcio com betaglicerofosfato de sédio, com freqiiéncia de
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900Hz e tempo de 05 minutos. Foram obtidos filmes porosos nanocristalinos, sem
interface aparente ao substrato de titanio. A fase predominante varia do anatésio para o
rutilo com o aumento da voltagem aplicada.

LI et al. (2004), realizaram experimentos com discos de titdnio e usaram como eletrolito
0,15M de acetato de calcio monoidratado com 0,02M de betaglicerofosfato de sddio em
agua deionizada. Aplicaram DC pulsado entre 190 e 660V em, no maximo, 03 minutos
para avaliarem os diferentes graus de rugosidade e espessura . Observaram que uma
camada porosa foi formada sobre a superficie do titanio ap6s o tratamento de oxidacao.
Com o aumento da voltagem, a rugosidade e a espessura do filme aumentaram e a fase
de TiO2 mudou de anatésio para rutilo. Durante o tratamento, ions de célcio e fosforo
foram incorporados a camada de 6xidos.

No estudo realizado por ISHIZAWA et al (1995), onde foram utilizados como
eletrolitos acetato de célcio e betaglicerofosfato de sodio. Foi observado que esses
eletrolitos sdo importantes para formacdo de filmes de Oxido de titdnio com
incorporacdo de ions de calcio e fosforo, e que a composicdo dos filmes muda de acordo
com a concentracdo de betaglicerofosfato de sodio e acetato de calcio e da voltagem
aplicadas.

WANG et al. (2006) realizaram um estudo de caracterizagdo dos recobrimentos
produzidos por oxidagdo anddica a microarco com eletrdlito de fosfato de s6dio onde os
filmes produzidos foram compostos principalmente das fases anatasio e rutilo e
enriquecidos com ions de Na e P. Apds 30 dias de avaliacdo em SBF (simulated body
fluid), observaram a formac&o de hidroxiapatita carbonada sobre a superficie dos filmes,
e concluiram que a oxidagdo anddica a microarco utilizando eletrolito de fosfato de
sodio em substrato de titanio puro te resposta bioldgica positiva. (WANG, Y., et al.,

2006).
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SCHRECKENBACH et al. (1999) avaliaram a morfologia da superficie, microestrutura
e composicdo quimica de superficies de titanio tratadas por oxidacdo anddica a
microarco, utilizando solucbes de fosfato de calcio (Ca(H2POa4)2) como eletrolito.
Foram obtidos filmes com alta resisténcia a abrasdo, excelente resisténcia & corroséo e
biocompatibilidade.

SON et al. (2003) investigaram a resposta Ossea ao titanio anodizado seguido de
tratamento hidrotérmico in vivo e utilizaram titdnio ndo anodizado como controle. A
resisténcia ao torque foi maior em implantes anodizados do que os implantes ndo
anodizados, apds 06 semanas de implantacdo em coelhos, embora ndo tenha havido
nenhuma diferenca significativa com relacdo ao contato 6sseo em todos os implantes.
No estudo de L1 et al, (2004), a resposta celular in vitro das amostras foi dependente das
condigdes de oxidacdo. Com 0 aumento da voltagem, a atividade de fosfatase alcalina
aumentou, enquanto que a taxa de proliferagdo celular diminuiu. Em testes in vivo em
coelhos das amostras tratadas por oxidacdo anddica a microarco foi verificada uma
melhora consideravel na capacidade de osseointegracdo das superficies oxidadas
qguando comparado ao implante de titanio puro ndo tratado.

Em outro estudo sobre 0 mesmo tema, foi observado que a adeséo e proliferacéo celular
foram facilitadas pela camada de 6xidos produzida por oxidacdo anddica a microarco.
A adesdo celular aumentou proporcionalmente de acordo com o aumento da voltagem
de anodizacdo, aumento da espessura da camada de éxidos, aumento do numero e
tamanho de microporos e aumento da aspereza da superficie (ZHU, X., et al., 2004). Da
mesma forma, CHEN (2005) observou a resposta in vitro dos osteoblastos sobre 6xido
de titanio realizado pela técnica a microarco utilizando eletrolitos de acetato de célcio e
de betaglicerofosfato de célcio e concluiu que a proliferacdo celular foi facilitada nas

superficies anodizadas onde a voltagem de anodizacéo utilizada foi mais alta.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Este trabalho teve como finalidade dar continuidade ao trabalho iniciado por TROTA
FILHO (2007) na Coppe/lnmetro, com objetivo de otimizar o sistema para garantir
reprodutibilidade e imparcialidade nos resultados obtidos.

Nos experimentos foram utilizadas amostras de titanio comercialmente puro (Grau 2) na
forma de discos de 12 mm de didmetro e chapas de 05x03cm.

No procedimento de preparo das amostras (tab. 3.1), foram utilizadas lixas de SiC
(carbeto de silicio) com granulagbes de 180, 400, 600 e 1200. Para cada lixa, as
amostras ficavam aproximadamente 05 minutos em posi¢do perpendicular ao sentido de
rotacdo da politriz. A lixa 1200 s6 foi utilizada no dia em que as amostras foram
anodizadas, com o objetivo de minimizar a presenca da camada natural de 6xidos que
cresce sobre o titdnio quando em contato com o oxigénio. Posteriormente, foi realizada
a limpeza superficial das amostras conforme procedimento recomendado por Takeuchi
et al 2003. As amostras foram imersas em HCI (&cido cloridrico) 10N por 30 minutos
em banho de ultra-som, entdo foram lavadas em agua destilada ou mili-Q. Em seguida
as amostras foram imersas em acetona PA por mais 30 minutos em ultra-som e entdo

lavadas em agua destilada ou milli-Q.

Tab. 3.1 — Resumo dos procedimentos de pré-anodizacdo e limpeza superficial realizados em todas as
amostras

Pré-anodizacdo ( Amostras CONTROLE)
- Lixa 1 (180)

- Lixa 2 (400)

- Lixa 3 (600)

- Lixa 4 (1200)

Limpeza Superficial

- 30 min em HCI em ultra-som

- Lavagem com agua destilada

- 30 min em Acetona em ultra-som

- Lavagem com 4gua destilada
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3.1 Preparo dos eletrolitos

Os eletrdlitos utilizados para a realizacdo deste trabalho foram: Acetato de célcio 0,5M;
Acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio 0,02M; Acetato de calcio 0,5M +
betaglicerofosfato de sédio 0,04M; Acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de
sodio 0,06M; e Fosfato de sodio 0,1M.

Para obtencdo da solucdo de Acetato de calcio 0,5M foi realizado o seguinte
procedimento: pesagem de 44,04g de acetato de calcio e dissolugdo, aos poucos, em
500ml de agua destilada sob agitacdo magnética.

Para o acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio 0,02M foi realizado o
mesmo procedimento para o acetato de calcio 0,5M, sendo adicionado a solucdo 3,069
de betaglicerofosfato de sodio. Para o acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de
sodio 0,04 foi adicionado a solugdo de acetato de calcio 0,5M: 6,129 de
betaglicerofosfato de sodio, e para o eletr6lito acetato de célcio 0,5M +
betaglicerofosfato de sédio 0,06M foi sendo adicionado a solucéo de acetato de célcio
0,5M: 9,18g de betaglicerofosfato de sodio, respectivamente.

Para a preparacdo da solucdo de fosfato de sddio 0,1M foi levado a 500ml de agua

destilada 7,099 de fosfato de sodio e entdo misturada por agitacdo magnética.

3.2 Anodizagéo a Microarco

Para a realizacdo do processo de oxidagdo anddica a microarco foi utilizada uma fonte
AC/DC (Agilent modelo 6812 B). Um fio de platina foi utilizado como contra-eletrodo
(neutro), ou seja, o catodo. As amostras de titdnio foram conectadas a fase da fonte. A
distancia entre o contra-eletrodo de platina e a amostra de titanio foi de
aproximadamente de 02cm. Utilizou-se um becker encamisado com capacidade para

500ml, e a circulacdo de agua da torneira teve como finalidade manter a temperatura da
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solugdo estdvel no momento do processo. As amostras foram fixadas através de um
suporte com duas garras, onde em uma era fixado o fio de platina e na outra era fixada a
amostra de titanio, que foi previamente soldada (por solda-ponto) a uma haste de titanio
com o objetivo de evitar possiveis contaminagdes durante o processo. Uma pequena
garra metélica segura a haste de titdnio efetuando entdo o contato elétrico entre a
amostra e a fonte. Com este aparato, a superficie do titnio fica exposta a solugdo
eletroquimica e possibilita o crescimento do 6xido na superficie do titanio. Apos as
anodizagdes, os discos e as chapas foram devidamente lavados com agua destilada e
Secos com ar quente.

Os parametros avaliados neste estudo para foram o tempo, a voltagem, tipo do eletrélito
e a concentracdo do eletrolito como apresentado nas tabelas 3.2, 3.3 e 3.4. Os
parametros mantidos constantes foram: corrente AC/DC: 2A, Offset 200V, Freqiiéncia:
60Hz. Na figura 3.1 apresenta o aparato utilizado para a realizacdo do processo de
oxidacdo anddica a microarco. Em (a) é apresentada a fonte utilizada e em (b) o becker
encamisado, com entrada e saida de agua para manutencdo da temperatura do eletrélito,

com a amostra de titanio, o eletrolito e o fio de platina.

(b)

Fig. 3.1 - llustracdo do aparato utilizado para realizacdo do processo de oxidagdo anddica a microarco.

Este estudo foi realizado em 04 etapas de andlise e caracterizacdo. Na primeira, foram

utilizados os eletrélitos acetato de calcio 0,5M e fosfato de s6dio 0,1M. Os parametros
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avaliados foram: voltagem igual (150V) e tempo de deposicdo (30 e 60 seg) para o
acetato de célcio; e voltagem (100V e 150V), com tempos iguais de deposi¢do (60 seg)
para o fosfato de sddio, conforme indicado na tabela 3.2. A escolha das condigoes foi
baseada nos resultados encontrados por TROTA FILHO (2007). Neste estudo foi
verificado que o tempo e a voltagem influenciavam a producdo dos filmes quando

utilizado o eletrélito acetato de célcio e fosfato de sodio, respectivamente.

Tab. 3.2 — Condicdes para preparacdo dos filmes de 6xido de titanio pelo processo de microarco.

Eletrolito Conc(el\r;lt)ragéo Voltagem (V) Tempo (s)
Acetato de calcio 0,5 150 30
Acetato de calcio 0,5 150 60
Fosfato de sodio 0,1 100 60
Fosfato de sodio 0,1 150 60

Na segunda etapa, foram realizados experimentos com acetato de célcio 0,5M e acetato
de célcio 0,5M com concentracBes variadas de betaglicerofosfato de sédio (0,02M,
0,04M, 0,06M), tempos de deposicdo (30 e 60 seg). A voltagem permaneceu igual
(150V), conforme apresentado na tabela 3.3. Esta etapa teve como objetivo verificar a
incorporacéo adicional de fosforo na camada de 6xido de titanio, além da incorporacéo

de ions calcio.

Tab.3.3 — Avaliacdo da influéncia do tempo de deposi¢do para producdo de filmes de dxido de titanio
utilizando acetato de calcio e betaglicerofosfato de sédio como eletrélitos e voltagem de 150V.

Concentracéo de eletrolitos (M) Voltagem | Tempo (s)
Acetato  de | Beta-glicerofosfato de | (V)

Calcio sodio

0,5 0 150 30
0,5 0,02 150 30
0,5 0,04 150 30
0,5 0,06 150 30
0,5 0 150 60
0,5 0,02 150 60
0,5 0,04 150 60
0,5 0,06 150 60
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Na terceira etapa, conforme podemos observar na tabela 3.4, foram realizados
experimentos com acetato de célcio 0,5M e acetato de célcio 0,5M +beta-glicerofosfato
de sodio 0,02M, onde a mudanca foi o tempo (05, 15, 30, 45 e 60 seg.). A voltagem foi
a mesma para todos (150V). Esta etapa teve como objetivo verificar como ocorre a

evolugéo da formacdo dos filmes.

Tab.3.4 — Eletrdlitos utilizados acetato de célcio 0,5M e acetato de calcio 0,5M com beta-glicerofosfato
de sddio 0,02M, onde o tempo foi a varidvel. Amostras realizadas em duplicatas.

Concentracao de eletrolitos (M) Tempo

Acetato de | Beta-glicerofosfato de (s)
0,5 0 5
0,5 0 15
0,5 0 30
0,5 0 45
0,5 0 60
05 0,02 5
0,5 0,02 15
0,5 0,02 30
0,5 0,02 45
0,5 0,02 60

Na quarta etapa, foram realizados experimentos para avaliagdo da atividade celular.
Foram avaliadas 4 condicOes : acetato de calcio 0,5M/ 150V/ 60 segundos, fosfato de
sodio 0,1M/ 100V/ 60 segundos, acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio
0,02/ 150V/ 20 segundos e acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sddio 0,06M,/
150V/ 20 segundos, conforme apresentado na tabela 3.5. A escolha das condicdes foi
baseada na morfologia (obtencdo de recobrimento poroso e homogéneo) e composi¢do
(principalmente no que se refere a incorporagéo de calcio e fosforo a camada de o0xido

de titanio e a presenca de fases cristalinas, anatasio e rutilo).
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Tab.3.5 -Condicles realizadas para a avaliagdo da Atividade celular. Amostras realizadas em 48
replicatas. Bgf* Betaglicerofosfato de sddio.

Concentracao de eletrolitos (M)
dAcegat(_) Bgf* de sodio | Fosfato de Sodio Voltagem (V) | Tempo (s)
e Calcio
0 0 0,1 100 60
0,5 0 0 150 60
0,5 0,02 0 150 20
0,5 0,06 0 150 20

Os experimentos realizados com chapas de titanio foram feitos em duplicatas. Nos
experimentos realizados em discos de titanio, empregados na avaliacdo celular, foram

preparadas 48 replicatas para cada tipo de condicéo eletrolitica.

3.3 Caracterizacao dos filmes de 6xido de titanio

Para caracterizacdo dos filmes obtidos foram realizadas analises de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV — FEI modelo: Quanta 200) com o objetivo de analisar
as morfologias e topografias das superficies oxidadas, tais analises foram realizadas em
alto vacuo por serem amostras condutoras. Espectroscopia por Dispersdo de Energia foi
empregada para avaliacdo quimica elementar, ou seja, quais elementos estavam
presentes e se estavam de forma homogénea ou localizada. Para isso, foram escolhidas
aleatoriamente 04 regibes. A caracterizacdo topografica de alta resolucdo foi realizada
por Microscopia de Forca Atdmica (AFM - marca JPK Instruments, modelo
Nanowizard®). As imagens de topografia foram adquiridas em modo contato,
utilizando ponteiras fabricadas pela Nanoworld® cont-20 de frequéncia de ressonancia
13 KHz e constante de for¢a 0,2N/m. Foram obtidas imagens em 1 regido em 3 &reas
correspondentes (100um X 100pum, 50 um X 50 pm e 10 pm X 10 pum). A estimativa da

espessura (tabela 3.6) e avaliagdo da rugosidade (tabela 3.7) da camada de 6xido foi
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realizada por Perfilometria (modelo: DEKTAK 6M), na qual uma ponteira percorre a
superficie da amostra em analise, detectando pequenas variacBes de relevo. Para a
avaliacdo da espessura foi utilizada uma distancia de varredura de 8mm, onde iniciava-
se na camada sem Oxidos e terminava na camada com oOxidos. Desta forma, era
observado um degrau na diferenga entre a camada sem éxidos e a camada com éxidos, e
a partir dai era medida a espessura da camada superficial de 6xidos. Essa corrida era
realizada em 04 linhas em regifes diferentes na mesma amostra. A media aritmética

dos valores obtidos foi determinada.

Tab. 3.6 - Pardmetros utilizados para a realizacdo das medidas de espessura das amostras.

Parametros Espessura
Ponta 0,7um
Extensdo 8 mm
Tempo 30s
Forca 3mg
Tipo Hills&valleys

Para medir a rugosidade das amostras (tabela 3.7) no perfildmetro, a varredura foi
realizada somente na area oxidada, com uma distancia total de 2mm. Dessa forma,
escolhia-se 03 areas diferentes na mesma amostra. A média aritmética dos valores

obtidos foi determinada.

Tab. 3.7 — ParAmetros utilizados para a realizacdo das medidas de rugosidade das amostras.

Parametros Rugosidade
Ponta 0,7um
Extensédo 2mm
Tempo 30s
Forca 3mg
Tipo Hills&valleys
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Para a caracterizagdo cristalografica das fases presentes foi utilizado um Difratdmetro
de Raios X (DRX — Bruker modelo: D8 Discover). Para a aquisi¢do dos dados obtidos
foi utilizado os programas EVA versdo 10.1, para a identificagdo das fases presentes, e

TOPAS verséo 3.0, para quantificacdo das fases pelo método de Ritveld.

3.4 Caracterizagao da atividade celular
A resposta bioldgica das superficies produzidas foi avaliada pelo ensaio com células de
osteoblastos por ensaio de adesédo em tempos de 04 e 24h e ensaio de diferenciagédo

celular por 14 e 21 dias, conforme descrito a seguir

3.4.1. Ensaio de adesao 04 e 24 horas

Para o experimento utilizaram-se placas de 6 pocos (TPP, Suica) com uma fina camada
de Agar 3% (Merck, Alemanha) em Meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM,
Cultilab, Brasil) ao fundo para que as células ndo chegassem até o fundo da placa,
permanecendo vidveis somente agquelas que estavam em contato com o material.

Em cada poco colocaram-se trés discos do titdnio com 0 mesmo tipo de tratamento, sem
contato entre elas, sendo avaliados 4 grupos com diferentes tratamentos (A — acetato de
calcio 0,5M, 60 seg., 150V; B — acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,02M, 20 seg., 150V; C
— acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,06M, 20 seg., 150V; D - fosfato de sdédio 0,1 M, 60
seg., 100V) e um controle (Titanio pré-anodizado).

Osteoblastos FOST na densidade de 5x10* células foram plaqueados sobre os discos de
titdnio previamente esterilizados e cultivados em atmosfera tmida a 37 °C ¢ 5% CO2,
com meio DMEM suplementado com 10% Soro fetal bovino (SFB, Gibco, Brasil)

durante 04 e 24 horas. Ao final dos tempos experimentais as amostras foram removidas
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para uma placa de 24 pocgos (TPP, Suica) onde foram lavadas com solucédo salina livre
de célcio e magnésio, tripsinizadas (tripsina 0,1 %, Sigma, USA) e fixadas em
formaldeido 3,7% tamponado (Isofar, Brasil), para posterior contagem das células em
camara de Newbauer.

Todo o experimento foi realizado em triplicata e repetido paralelamente.

3.4.2. Diferenciagdo sobre o material 14 e 21 dias

Para o experimento utilizaram-se placas de 24 poc¢os (TPP, Sui¢a) com uma fina camada
de Agar 3% (Merck, Alemanha) em DMEM (Cultilab Brasil) ao fundo para que as
células ndo chegassem até o fundo da placa, permanecendo viaveis somente aquelas que
estavam em contato com o material.

Em cada pogo colocou-se um disco do titanio a ser testado, sendo avaliados 4 grupos
com diferentes tratamentos (A — acetato de célcio 0,5 M, 60 seg., 150 V; B — acetato de
calcio 0,5M + Bgf 0,02M, 20 seg., 150V; C — acetato de célcio 0,5 M + Bgf 0,06M, 20
seg., 150 V; D - fosfato de sddio 0,1 M, 60 seg., 100 V) e um controle.

Para 0 experimento foram semeadas a densidade de 3 x 10 células da linhagem Fost
sobre cada material e completado o volume a 1 mL com DMEM 10% SFB. Apds 48
horas de cultivo em timida a 37 <C e 5% CO2, o meio foi substituido por um de meio
DMEM suplementado com 10% SFB, 10mM beta-glicerofosfato (Sigma, USA) e
50ug/mL acido ascorbico (Sigma, USA), que formam o meio de osteoinducéo.

No final de 14 e 21 dias os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados em
eppendorfs, depois foram devidamente congelados para futura dosagem de fosfatase

alcalina (Labtest, Brasil - Ensaio cinético colorimétrico ref.: 79-4/30).
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As amostras foram removidas para outra placa de 24 pocos e pré-fixadas em solucéo de
glutaraldeido a 2% em tampé&o cacodilato 0,05M pH 7,0 para futuro processamento para

a microscopia eletronica de varredura.

3.5 Analise estatistica dos resultados

Anélises estatisticas foram conduzidas nos dados obtidos nos experimentos das Tabelas
3.2, 3.3 e 3.4 utilizando o aplicativo estatistico GraphPad InStat® (versdo 3.0.1).
Inicialmente foi verificado se os dados passam no teste de normalidade. Em seguida, 0s
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Em todas as
avaliacdes foi necessaria a analise ndo-paramétrica, uma vez que a distribuicdo entre os
dados ndo era normal. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Na avaliacdo de atividade celular, a existéncia de correlacdo entre as medidas de
rugosidade e adesdo celular nos tempos de 4 e 24 horas foi avaliada utilizando o

programa GraphPad Prism (versao 5.0).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgéo de recobrimentos bioativos, como producdo de filmes de hidroxiapatita,
biovidros e oxido de titanio, tém sido amplamente recomendada por especialistas em
implantologia com o objetivo de melhorar a biocompatibilidade dos implantes e acelerar
0 processo de remodelacdo Gssea na interface implante-tecido ésseo (JACKSON &
AHMED, 2007). As caracteristicas superficiais sdo reconhecidas como fatores
determinantes no sucesso do desempenho de implantes. Parametros como composicao,
topografia e rugosidade superficial tém sido apontados como mais importantes na
alteracéo da atividade celular (OSHIDA, 2006).

Neste trabalho, filmes de 6xido de titanio foram produzidos pelo processo de oxidagédo
anodica a microarco, conforme descrito no Capitulo Ill. A seguir sdo apresentados
resultados da caracterizacdo dos filmes quanto a morfologia, composi¢do, determinacao
de fases cristalinas presentes, espessura e biocompatibilidade.

A Figura 4.1 apresenta a morfologia das superficies dos discos de titanio puro apds a
realizacdo do tratamento de pré-anodizacdo, conforme procedimento apresentado na
tabela 3.1. Observa-se que a superficie apresenta-se heterogénea e rugosa causada pelo
ataque quimico realizado durante a limpeza superficial com HCI (acido cloridrico). E
possivel observar que os contornos dos grdos que complem a superficie foram
revelados pelo tratamento. TAKEUCHI et al. (2003) propdem o tratamento combinado
da solucdo 10N HCI, seguido por lavagem em ultra-som com acetona ou agua destilada,
como 0 método mais eficaz para eliminagdo da camada de TiO,. Neste processo, ocorre
a formacdo de um complexo Ti-Cl, como cloreto de titanio, muito solivel em &gua, e

ndo ha enfraguecimento da superficie.
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300x 1000x . 3000x

Fig. 4.1- Micrografia de MEV das superficies dos discos de titanio ap6s a limpeza superficial, com
magnificacdes de 300x, 1000x e 3000x.

4.1 - Acetato de calcio 0,5M e Fosfato de sodio 0,1M

De acordo com a tabela 3.2 do capitulo Materiais e Métodos, nesta etapa foram
utilizados acetato de céalcio 0,5M, 150V em 30 segundos e 60 segundos e fosfato de
calcio 0,1M, 100V e 150V , 60 segundos Os resultados de rugosidade, espessura, MEV,

EDS e Difracdo de Raios X serdo agora apresentados.

4.1.1- Acetato de calcio 0,5M

4.1.1.1 - Rugosidade

Na tabela 4.1 s&o apresentados os resultados de rugosidade para os filmes obtidos nos
experimentos apresentados na tabela 3.1. Podemos observar que ndo existe diferenca
significativa para medidas de rugosidade para os filmes obtidos com o eletrdlito acetato
de calcio 0,5M, tanto para 30 segundos quanto para 60 segundos. Importante salientar
que para cada condicdo foram realizadas duas réplicas motivo pelo qual se tem na tabela

4.1 valores de média 1 e média 2. Neste caso, portanto, o tempo de anodiza¢cdo nédo
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influenciou na rugosidade da camada de Oxidos quando se utiliza estas condicdes de
anodizacao.

Tab. 4.1 - Valores de médias de rugosidade e desvio padrdo da camada de éxido formada com solucéo de
Acetato de célcio 0,5M e 150V nos periodos de anodizagdo de 30 e 60 segundos.

Acetato de Célcio 0,5M - 30seg Acetato de Calcio 0,5M — 60 Seg
Rugosidade (nm) Rugosidade (nm)

média 1 239,2 média 1 277,9
média 2 337,1 média 2 336,8
Média geral 288 Média geral 307

desvio padrdo 1 18,3 desvio padrao 1 56,4
desvio padrdo 2 25,1 desvio padrédo 2 17,3
Desvio padréo geral 5 Desvio geral 28

4.1.1.2 — Espessura
Na tabela 4.2 s&o apresentados os resultados de rugosidade para os filmes obtidos nos
experimentos apresentados na tabela 3.1. Observamos que a taxa de deposic¢éo dobra no
tempo de 60 segundos (837nm) em relacdo ao tempo de 30 segundos (400 nm),
demonstrando que o tempo é um fator que contribui na taxa de deposicdo do éxido de

titanio, utilizando-se estas condigdes de anodizacéo.

Tab. 4.2 - Valores de estimativa de espessura da camada de éxido formada com solucdo de Acetato de
calcio 0,5M e 150V nos periodos de anodizagédo de 30 e 60 segundos.

Acetato de Calcio 0,5M - 30seg Acetato de Célcio 0,5M — 60 Seg
Espessura (nm) Espessura (nm)
média 1 273 média 1 843
média 2 527 média 2 831
Média geral 400 Média geral 837
desvio padrdo 1 83 desvio padrdo 1 187
desvio padrdo 2 366 desvio padréo 2 198
Desvio padrédo geral 281 Desvio geral 178
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4.1.1.3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na figura 4.2 sdo apresentadas as micrografias dos filmes obtidos com eletrolito de
acetato de calcio 0,5M nos tempos de anodizacdo de 30 e 60 segundos, respectivamente.
Para 30 minutos de reacdo (Figura 4.2, coluna esquerda), em baixo aumento (300X e
1000x) a camada de oxido € constituida de poros distribuidos por toda a superficie. Na
magnificacdo de 3000x, observa-se a presenca de defeitos na superficie, ou seja, regides
que ndo foram recobertas com a camada de Oxidos, ou que foram pobremente

recobertas. Tais defeitos, indicados pelas setas sdo mais evidentes quando observamos

Tempo de anodizagdo

30 segundos

60 segundos

300x

100.0pm 8/10/20 W 400.0pm
Inmetro 9 20 Inmetro

1000 ||

100.0pm Det HV ' Mag Spot WD 100. O,im
Inmetro 3 TD 20.0 kV 1000x 5.0 10.0 mm Inmetro

28



3000

% .
20.0pm 8/8/2f Det| HV Mag Spot WD - 20.0pm
Inmetro 1:58:15 PMETD 20.0 kV 3000x 5.0 10.0 mm Inmetro

Fig.4.2 - Micrografias das superficies anodizadas com solugdo de acetato de célcio 0,5M a 150V em 30
segundos (coluna esquerda) e 60 segundos (coluna direita) nas magnifica¢des 300x, 1000x e 3000x.

magnificacdes de 8000x (Figura 4.3). Os poros sdo irregulares e incompletos, isto é,
alguns poucos tém sua circunferéncia fechada. Neste caso, o tempo de reagdo foi
insuficiente para formar uma camada de 6xidos porosa por toda a superficie. Em funcéo
da heterogeneidade superficial esta superficie foi considerada incompativel para
realizacdo de experimentos de atividade celular. As topografias das amostras produzidas
em 60 segundos sdo mais porosas e homogéneas que as de 30 segundos, 0 que, para
implantes odontolégicos e ortopédicos é uma caracteristica essencialmente importante
no que diz respeito ao ancoramento 0sseo e embricamento mecanico do implante

(CORTEZ, A.L.V.,2002).
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10.0um e 5.0pm
Inmetro D 20.0 1 Inmetro

Fig. 4.3 - Detalhe da superficie do recobrimento obtido pela anodizagdo utilizando solugdo de acetato de
calcio 0,5M a 150V e 30 segundos, com magnificacdes de 8000X (esquerda) e 15000X (direita). As setas
indicam defeitos na superficie oxidada.

Para 60 segundos de reacdo podemos observar que ao dobrar o tempo de reacdo a
superficie do recobrimento torna-se mais porosas € homogéneas. Os poros sao mais
regulares, de forma circular e ligeiramente ovais, alguns, levemente alongados, porém
mais numerosos (detalhe Figura 4.4). A espessura é, em média, duas vezes maior que a
espessura do filme produzido com tempo de anodizagdo de 30 segundos, conforme

mostrado nos resultados na tabela 4.2.

Fig. 4.4- - Detalhe da superficie do recobrimento obtido pela anodizacéo utilizando solugdo de acetato de
célcio 0,5M a 150V e 60 segundos, com magnificacdo de 4000X
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4.1.1.4 - Espectroscopia por Dispersao de Energia (EDS)

Na tabela 4.3 sdo apresentados os resultados de composicéo elementar (% atémico) dos
filmes produzidos com eletrolito acetato de célcio 0,5M a 150V nos tempos de
anodizacao de 30 e 60 segundos.

Pela tabela 4.3, podemos observar pelas médias que temos a concentracdo de ions céalcio
dobra no filme formado quando o tempo de reacdo passa de 30 para 60 segundos
quando utilizamos o eletrolito de acetato de célcio 0,5M a 150V. O célcio é um dos
principais componentes da fase mineral dssea. Estudo realizado por PARK et al. (2007)
mostra um aumento significativo na viabilidade celular, na forca de torque de remogéo e
na area de interface osso-implante em amostras de Ti6Al4V com ions célcio
incorporados pelo processo hidrotérmico quando comparado com Ti6AI4V nao

tratados.

Tab. 4.3 - Valores da composi¢do elementar (% atémico) por EDS para os filmes produzidos com
eletrdlito Acetato de calcio 0,5M no tempo de oxidacdo de 30 e 60 segundos. a e b sdo as duplicatas.
Foram realizadas 4 medi¢Bes em cada amostra.

Acetato de Calcio Acetato de Calcio

0,5M/150V/30 seg 0,5M/150V/60 seg
Célcio Titanio Oxigénio Célcio Titanio Oxigénio
la 1,23 40,9 57,76 | 1a 4,13 36 59,75
2a 1,11 41,88 56,89| 2a 4,57 35,02 60,17
3a 1,47 40,75 58,07| 3a 419 3551 60,18
4a 1,47 40,14 58,32 | 4a 481 34,84 60,3
1b 1,96 40,32 57,6| 1b 519 34,58 60,21
2b 2,77 38,46 58,65| 2b 528 34,92 59,8
3b 2,93 37,12 59,86 | 3b 573 34,55 59,59
4b 3,03 38,04 58,83 | 4b 524 34,44 60,13
média 2,00 39,70 58,25 | média 489 34,98 60,02
desvio 0,80 1,64 0,90 | desvio 0,57 0,53 0,26

A reprodutibilidade do ensaio pode ver verificada na tabela 4.4, onde sdo apresentados

0s resultados da composicédo (% atémico) para filmes produzidos em dias diferentes.
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Tab. 4.4 - Valores da composicdo elementar (% atdmico) por EDS para os filmes produzidos com
eletrolito Acetato de célcio 0,5M no tempo de oxidacdo de 30 e 60.

Acetato de Célcio 0,5M - 30seg Acetato de Calcio 0,5M - 60seg
Célcio | Titanio | Oxigénio Célcio | Titanio | Oxigénio

média média

Dial | 2,00 | 39,70 58,25 Dial | 4,89 34,98 60,02

média média

Dia2 | 2,09 | 39,68 58,09 Dia2 | 4,08 35,89 59,90

4.1.1.5 — Difracdo de Raios X (DRX)

No difratograma da figura 4.5 pode-se observar que as fases anatasio, rutilo estdo
presentes como fases cristalinas dos recobrimentos de Oxido de titdanio quando o
eletrolito de acetato de calcio 0,5M a 150V foi utilizado no tempo de deposicdo de 30
segundos. Picos referentes ao substrato titdnio ainda estdo presentes com alta

intensidade, indicando que o recobrimento obtido é pouco espesso.

T A - Anatésio
200 1 A R - Rutilo
T - Titanio
T

150 -
(]
o]
<
2 1004
(72}
o R A
= \

A

_ T R
50 T T R
R AA T T T
- w WWM

T T T T T T T T T T T T T T T
(0] 10 20 30 40 50 60 70 80 90

20
Fig. 4.5 - Difratograma do recobrimento de dxido de titnio com eletrdlito de acetato de célcio 0,5M a
150V e 30 segundos de deposic¢ao.
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No difratogramado filme obtido em 60 segundos de deposicdo (figura 4.6), as fases
anatasio e rutilo foram detectadas. E possivel observar que ha um aumento de
intensidade dos picos de anatasio e rutilo em relacdo ao de titanio, podendo indicar um
aumento na espessura do filme produzido. Este resultado é confirmado pelos valores de

espessura apresentados na tabela 4.2 .

200 A A- Anatasio
R - Rutilo
T - Titanio
150 TT
<} R
~
5+
=]
‘% 100
[y
!
=
R
50 A R
T T
0 -
T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20

Fig. 4.6 - Difratograma do recobrimento de dxido de titdnio com eletrdlito de acetato de célcio 0, a
150V e 60 segundos de deposic¢éo.

Consideracdes: Com o0s experimentos realizados com eletrdlito de acetato de calcio
0,5M, a voltagem permaneceu a mesma, 150V, porém o tempo de anodizacdo foi
modificado em 30 segundos e 60 segundos, podemos observar através dos resultados de
rugosidade, espessura, topografia, composicdo e presenca de fases cristalinas que:

1) ndo houve diferenca significativa nos valores de rugosidade quando o tempo de
deposicéo passa de 30 para 60 segundos, como pode ser observado na tabela 4.1.

2) a espessura apresentou-se maior quando realizado o periodo de anodizagdo de 60
segundos, como estd apresentado na tabela 4.2. Isso demonstra que o tempo de

anodizacdo influencia na taxa de deposicdo do filme quando utilizado eletrolito de
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acetato de calcio em concentracdo de 0,5M e voltagem 150V sobre substrato de titanio
puro.

3) a topografia das superficies anodizadas em 30 segundos apresentou-se atraves da
analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) que ha defeitos em sua
superficie, apresentando-se porosa, porém heterogénea e com falhas, como se pode
observar na figura 4.2, 0 que inviabiliza a sua utilizacdo para producao de superficies de
implantes biomédicos.

4) quanto a composicdo quimica e elementar dos filmes produzidos, observa-se que o

uso de acetato de célcio permite a incorporacdo de ions calcio na camada de oxido de
titanio formada, esta é composta de uma mistura de anatasio e rutilo. 5) quanto a

presenca de fases cristalinas, ambos difratogramas das figuras 4.5 e 4.6 exibem as duas

fases cristalinas, anatasio e rutilo, além do titanio.

Com estes resultados observa-se que os filmes produzidos por anodizagdo a microarco
utilizando eletrélito acetato de calcio 0,5M a 150V tempo de anodizacdo foi de 60
segundos apresentaram melhores resultados, e por este motivo, foi uma das condigdes

escolhidas para o experimento de atividade celular.

4.1.2 - Fosfato de s6dio 0,1M

4.1.2.1 - Rugosidade
Na tabela 4.5 sdo apresentados os resultados de rugosidade para os filmes obtidos nos
experimentos apresentados na tabela 3.2. Na figura 4.7, podemos observar que a medida
que a voltagem € aumentada, a rugosidade também aumenta, de forma que os valores
médios quase dobram para aquelas amostras cujas voltagens foram de 150V.. Com estes

resultados podemos observar que a voltagem € um parametro importante no aumento da
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rugosidade quando se utiliza eletrolito de fosfato de sddio 0,1M. Resultado semelhante

foi encontrado por WANG et al. (2006).

Tab. 4.5 - Valores de médias de rugosidade e desvio padrdo das camadas de 0xidos para voltagens de 100
e 150.

Fosfato de s6dio 0,1M 100V 100V 150V 150V
1 295 365 889 572
2 339 399 898 533
3 309 393 744 539
Meédia 314 386 844 548
Desvio Padrao 23 18 87 21
Media geral 350 696

Desv. Pad. geral 43 171

No grafico da figura 4.7 podemos correlacionar as rugosidades dos diferentes tipos de
eletrolitos avaliados nesta etapa e as condicdes avaliadas. Para o acetato de calcio 0,5M
em condicGes de 150V e tempos de deposicao de 30 segundos e 60 segundos, podemos
observar que ndo houve diferenca significativa de rugosidade. Ja com o eletrdlito
fosfato de sédio 0,1M podemos observar que houve um aumento substancial na
rugosidade quando, em mesmo periodo de tempo, aumentou-se a voltagem de 100V
para 150V. A rugosidade da camada superficial de éxidos dobrou, em relacdo a

rugosidade obtida em 100V.

900
800 -
700 -
600 -

500 - oAl
400 + B A2
300 -
200 -
100 -

Rugosidade (nm)

A150V30 A150V60 F100V60 F150Vv60

Condicdes
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Fig. 4.7 - Grafico comparativo das condigdes de anodizagio X rugosidade (A), para os eletrélitos acetato
de calcio 0,5M e fosfato de sodio 0,1M. Legenda: Al- amostra 1; A2- amostra 2; A — Acetato de calcio
0,5M; F- Fosfato de sodio 0,1M.

4.1.2.2 — Espessura
Na tabela 4.6 sdo apresentados os resultados de espessura para os filmes obtidos nos
experimentos apresentados na tabela 3.2. Na figura 4.8, podemos observar que a
voltagem promove grande influéncia nos valores de taxa de deposicdo dos
recobrimentos, uma vez que ao mudar de 100V para 150V, o valor médio da espessura
aumenta em trés vezes o seu valor. WANG et al. (2006) observaram em seus estudos
gue com o aumento da voltagem de anodizacao, houve também o aumento da espessura
do filme depositado . Com estes resultados pode-se observar que a voltagem também é
um parametro fundamental para o aumento da espessura da camada de éxidos, da

mesma forma que para a rugosidade, com ja visto na sessdo anterior.

Tab. 4.6- Valores de estimativa de espessura (nm) das camadas de 6xidos para voltagens de 100 e 150V.

Fosfato de s6dio 0,1M 100V 100V 150V 150V
1 624 686 5986 2820
2 813 1195 7784 1383
3 732 948 3612 1923
4 1975 1867 4575 1679
Média 1036 1174 5489 1951
Desvio Padrio 631 507 1814 620
Media geral 1105 3720

Desv. Pad. geral 535 2270
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Fig. 4.8 - Grafico Espessura X Voltagem para eletrélito de fosfato de sédio 0,1M.

4.1.2.3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na figura 4.9 estdo apresentadas as micrografias dos recobrimentos produzidos com
eletrolitos de fosfato de sédio 0,1M em 100V e em 150V. As superficies obtidas
apresentam a formacgdo de poros mais arredondados em relagdo aos obtidos com
eletrolito acetato de célcio (figura 4.2). Observa-se uma maior densidade de poros na
superficie do recobrimento obtido com voltagem de 100V do que em 150V. Na
superficie obtida a 150V, a 3000X de ampliacdo, observa-se também a unido dos poros,
estes apresentam forma “vulcanica” na superficie 0 que ndo ocorre no mesmo aumento
para a voltagem de 100V.

Segundo Liu e colaboradores (2006), o tamanho do microporo aumenta com o aumento
da voltagem de oxidacdo do microarco. A superficie porosa pode ser originada devido a
alta temperatura nos canais de descarga durante o processo. Através destes canais de
descarga ha a formacdo de microporos circulares distribuidos por toda a superficie do
filme, justificando assim a aparéncia “vulcanica” dos microporos quando utilizada a
voltagem de 150V. Nesta condigéo, os canais de descarga sdo facilmente identificados,

conforme indicado por setas da figura 4.9 na magnificacdo de 3000x.

37



Fosfato de sédio 0,1M

100V 150V

300

1000

3000

Fig. 4.9 - Micrografias das superficies anodizadas com eletrolito fosfato de sodio 0,1M, 60 segundos,
nas voltagens 100V e 150V. As setas indicam os canais de descarga, levando a formagdo dos
microporos
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4.1.2.4 - Espectroscopia por Disperséo de Energia (EDS)
Nas tabelas 4.7, 4.8 e 4.9 sdo apresentados os valores de composi¢do quimica, suas
médias e desvios padrdes, nos filmes produzidos utilizando o eletrolito de fosfato de

sodio 0,1M nas diferentes voltagens utilizadas identificados por EDS.

Tab. 4.7 - Composicdo quimica dos filmes produzidos com eletrélito de fosfato de sédio nas voltagens de

100V e 150V.

Tab. 4.8 - Médias

Tab. 4.9 - Médias e desvios padrdes dos valores de EDS para o fosfato de sédio 0,1M 150V.

Sadio Fosforo Oxigénio | Titanio
100V 0,74 7,86 62,5 28,91
100V 0,2 8,07 62,29 29,44
150V 0,55 8,58 64,42 26,45
150V 0,53 7,49 64,56 27,41

e desvios padrdes dos valores de EDS para o fosfato de sédio 0,1M 100V.

100V
Sodio | Fésforo Oxigénio Tit&nio
Média 0,47 7,97 62,40 29,18
Desv pad 0,38 0,15 0,15 0,37

150V
Sodio | Fésforo Oxigénio Tit&nio
Média 0,54 8,04 64,49 26,93
Desv pad 0,01 0,77 0,10 0,68

A figura 4.10 mostra o grafico comparativo da concentracdo dos elementos presentes
nos recobrimentos realizados com eletrélitos de fosfato de sédio 0,1M em 100 e 150V.
Observa-se que a diferenca na voltagem ndo influencia fortemente no percentual dos

elementos, pois néo houve diferenca significativa de seus valores.
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Fig. 4.10 - Grafico representativo do percentual médio dos elementos presentes por EDS, nos
recobrimentos dos eletrdlitos de fosfato de sédio 0,1M 100V e 150V.

Observa-se que ndo ha diferenca significativa na composicdo elementar dos filmes

produzidos com eletrélitos de fosfato de sédio 0,1M nas voltagens de 100V e 150V. Os

valores das médias sdo bem proximos e o desvio padrdo também é bem pequeno. Além

do fésforo, foi detectada a incorporacdo de uma pequena quantidade de sodio. O efeito

da incorporacdo de ions fésforo na superficie de titanio pela técnica de implantacéo

ibnica foi avaliado por KRUPA et al,. (2003). Resultados da analise eletroquimica

mostraram um aumento na resisténcia a corrosdo em longo prazo.

4.1.2.5 - Difracdo de Raios X (DRX)

A figura 4.11 apresenta os difratogramas dos filmes obtidos com eletrolitos de fosfato

de sdédio 0,1M a 100V e 150V. Podemos observar que apenas a fase anatdsio esta

presente, alem do titdnio. A presenca de um pico largo em torno de 25 graus na amostra
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de 100V indica a presenca de uma fase amorfa de anatasio. O filme obtido na poténcia
de 150V é bem espesso, uma vez que quase ndo é possivel visualizar os picos referentes
ao substrato titanio. Nos experimentos realizados por WANG et al. (2006) o eletrdlito
fosfato de sodio foi utilizado. O filme obtido era composto pelas fases anatasio e rutilo,
porém a voltagem de anodizacédo foi em torno de 350V e 450V, muito mais altas do que

as voltagens aqui utilizadas.

Fig. 4.11- Difratogramas dos recobrimentos de fosfato de sédio 0,21M 100V (a) e 150V (b).

Consideracdes: Com os experimentos realizados com eletrélito fosfato de sddio em que
0 tempo de anodizacdo foi de 60 segundos, a variavel foi a voltagem de 100V e
150Vpodemos observar através dos resultados de rugosidade, espessura, topografia,
composicao e presenca de fases cristalinas que:1) a rugosidade da camada superficial de
Oxidos produzida com este eletrdlito e 100V teve média de 350 nm, como apresentado
na tabela 4.8. Ja para a voltagem 150V a média de rugosidade foi de 696 nm, valor duas
vezes maior quando do aumento da voltagem.

2) a espessura dos filmes produzidos também foi maior quando a voltagem foi maior
(150V);

3) quando analisamos as micrografias de MEV apresentadas nas figuras 4.8 e 4.9,
podemos observar que apesar dos resultados de rugosidade e espessura serem maiores

quando utilizada a voltagem de 150V, a topografia da superficie ndo apresentou-se
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satisfatoria, uma vez que houve a presenca de poros de forma vulcénica (ou em
gargalo), menor quantidade de poros, porém de tamanho maior, o que pode explicar 0s
altos valores de espessura e rugosidade obtidos nas amostras. A superficie obtida com
voltagem de anodizagdo de 100V apresentou-se mais homogénea e porosa, motivo pelo
qual foi selecionada como uma das condicdes para realizacdo da avaliacdo da atividade
celular realizada neste trabalho.

4) nos difratogramas de raios x observa-se a presenca apenas da fase anatasio tanto para

voltagem 100V quanto para 150V.
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4.2 - Acetato de célcio 0,5M e Betaglicerofosfato de sédio (0,02M; 0,04M; 0,06 M)
em 30 segundos e 60 segundos a 150V

4.2.1 - Rugosidade
A seguir sdo apresentados os valores de rugosidades dos recobrimentos produzidos com
eletrdlito acetato de calcio 0,5M e misturas de acetato de calcio 0,5M e
betaglicerofosfato de sodio em diferentes concentracdes (0,02M, 0,04M, 0,06M) em
tempos de deposicao de 30 e 60 segundos, respectivamente.

Tempo: 30 segundos
Na tabela 4.10 observa-se que a média de rugosidade da camada de 6xido formada no
tempo de deposicao de 30 segundos com eletrdlito de acetato de calcio 0,5M puro é na
faixa de 239,1 nm. Quando betaglicerofosfato de sédio 0,02M ¢é adicionado a solucdo, a
rugosidade média vai aumenta progressivamente de forma linear, alcancando o valor de
875,9 nm com a adicdo de betaglicerofosfato de s6dio 0,06M. A figura 4.12 apresenta a
distribuicdo da média e desvio padrdo das medidas de rugosidade para os diferentes
recobrimentos obtidos.
Resultados semelhantes foram encontrados por ISHIZAWA & OGINO (1995) em
estudos com eletrolitos de acetato de célcio e betaglicerofosfato de sédio onde foi
observado um aumento da rugosidade dos filmes com o aumento da concentracdo do

eletrdlito (ISHIZAWA & OGINO, 1995).

Tab. 4.10 - Valores de rugosidades para tempos de deposi¢do de 30 segundos, expressos em nandmetros
(nm).

Conc.Bgf 1 2 3 Média Desvio Padrao

0 250,3 229,9 261,3
0 242,3 243,0 208,2 239.1 18.3

0,02 479,3 427,6 549,8

0,02 462,3 475,5 481,0 479.2 39,87

0,04 457,6 681,7 615,9

0,04 803,5 769,2 839,6 694.6 1421

0,06 811,5 1014,8 814,0 875 9 90.5

0,06 957,1 792,3 865,6 ' ’
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Fig. 4.12 - Gréfico do efeito da adicdo de Bgf a solucdo de Acetato de calcio 0,5M na rugosidade dos

revestimentos produzidos no periodo de 30 segundos.

A andlise estatistica das medidas de rugosidade, apresentada na Tabela 4.11, permite
dizer que somente existe diferenca significativa entre as medidas de rugosidade dos
recobrimentos para o tempo de deposicdo de 30 segundos quando se compara as
medidas de rugosidade da solucdo de Acetato de célcio 0,5M com os valores

encontrados para misturas de Acetato de célcio 0,5M com Bgf 0,04M (P<0.05) e Bgf

0,06M (P<0.001).

Tabela 4.11 — Resultado final da analise estatistica dos resultados de rugosidade para a os filmes obtidos
com a solugdo de Acetato de célcio 0,5M e misturas de acetato de calcio 0,5M e betaglicerofosfato de

sodio em diferentes concentragdes (0,02M, 0,04M, 0,06M) em 30 s de deposicao.

Comparacao Nivel de Significancia
0 Bgf vs. 0,02 Bgf ns P>0.05
0 Bgf vs. 0,04 Bgf * P<0.05
0 Bgf vs. 0,06 Bgf *rk P<0.001
0,02 Bgf vs. 0,04 Bgf ns P>0.05
0,02 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P<0.05
0,04 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P>0.05

ns - ndo existe diferenca significativa

Tempo: 60 sequndos
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Na tabela 4.12 sdo apresentadas as médias de rugosidade para 0s recobrimentos
produzidos com acetato de calcio 0,5M puro e com as misturas de acetato de célcio
0,5M e betaglicerofosfato de sdédio (0,02M; 0,04M e 0,06M) para o periodo de
anodizacdo de 60 segundos. Também é verificado um aumento na rugosidade da
camada de oOxido formada com o aumento da concentracdo de Bgf na solugédo
eletrolitica. A figura 4.13 apresenta a distribuicdo da média e desvio padrdo das medidas

de rugosidade para os diferentes recobrimentos obtidos.

Tab. 4.12 - Valores de rugosidades para tempos de deposi¢do de 60 segundos, expressos em nanémetros
(nm).

Conc.Bgf 1 2 3 Média Desvio Padréao
0 188 270 239,8
0 325,4 331,3 312,6 211.9 56,4
0,02 575,2 632,6 459,9
0,02 687,5 537 562,3 5758 8,5
0,04 997,9 1527,1 647,4
0,04 950,2 1265,9 1068,2 1076,1 298,4
0,06 850,3 1586 890,5 1397 8 424.7
0,06 1599,6 1884,7 1575,8 ' '
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Fig. 4.13 - Gréfico do efeito da adicdo de Bgf adicionado a solucdo de Acetato de calcio 0,5M na
rugosidade dos revestimentos produzidosno periodo de 60 segundos.
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A andlise estatistica das medidas de rugosidade, apresentada na tabela 4.13, permite
dizer que somente existe diferenca significativa entre as medidas de rugosidade dos
recobrimentos para o tempo de deposicdo de 60 segundos quando se compara as
medidas de rugosidade da solucdo de Acetato de calcio 0,5M com os valores
encontrados para misturas de Acetato de calcio 0,5M com Bgf 0,04M (P<0.05) e Bgf
0,06M (P<0.001).

Tabela 4.13 — Resultado final da analise estatistica dos resultados de rugosidade para a os filmes obtidos
com a acetato de calcio 0,5M e misturas de acetato de calcio 0,5M e betaglicerofosfato de sodio em
diferentes concentracdes (0,02M, 0,04M, 0,06M) em 60 s de deposicéo.

Comparacao Nivel de Significancia
0 Bgf vs. 0,02 Bgf ns P>0.05
0 Bgf vs. 0,04 Bgf ** P<0.01
0 Bgf vs. 0,06 Bgf rkk P<0.001
0,02 Bgf vs. 0,04 Bgf ns P>0.05
0,02 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P<0.05
0,04 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P>0.05

ns - ndo existe diferenca significativa

No grafico da figura 4.14 é feita uma comparacao entre os valores de rugosidade obtida
em funcdo dos eletrolitos e tempos de anodizacdo utilizados. Podemos observar que
qguando adicionamos 0,02M de betaglicerofosfato de sodio, tanto em 30 segundos
guanto em 60 segundos, a diferenca na rugosidade ndo é tao significativa quanto a partir
de betaglicerofosfato de sodio 0,04M no tempo de 60 segundos para o de 30 segundos.
A partir de acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sodio 0,04M em 60 segundos,
temos valores bem maiores que os de 30 segundos, da mesma forma que os valores nao

se tornam t&o lineares quanto os de 30 segundos.
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Fig. 4.14- Grafico comparativo entre as médias de rugosidade dos filmes de oxido de titanio obtidos com
eletrolitos com diferentes concentracdes de betaglicerofosfato em tempos de anodizacdo de 30 e 60
segundos.

4.2.2 — Espessura

A seguir estdo expressos os valores de espessura dos recobrimentos produzidos com 0s
eletrolito de acetato de calcio 0,5M e mistura de acetato de célcio 0,5M +
betaglicerofosfato de sédio em diferentes concentracdes (0,02M, 0,04M, 0,06M) em
tempos deposicao de 30 segundos e 60 segundos, respectivamente.

Tempo: Nas tabelas 4.14 sdo apresentados os valores de espessura dos recobrimentos
produzidos utilizando solucdo de acetato de calcio 0,5M e misturas contendo acetato de
calcio 0,5M e diferentes concentracdes de betaglicerofosfato de sodio. Verifica-se que, a
medida que se adiciona betaglicerofosfato de sdédio a solucéo eletrolitica, a camada
superficial de O0xidos torna-se muito mais espessa em comparacdo com as equivalentes
obtidas com o acetato de célcio 0,5M. Da mesma forma, Zhu e colaboradores realizaram

experimentos com acetato de calcio e betaglicerofosfato de sédio e observaram que a
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espessura e rugosidade dos filmes aumentaram quando houve a adicdo de
betaglicerofosfato a solucéo eletrolitica (ZHUet al, 2001).
A figura 4.15 apresenta a distribuicdo da média e desvio padrdo das medidas de

espessura para os diferentes recobrimentos obtidos em 30 segundos.

Tab. 4.14 - Medidas de espessura das amostras (em duplicata) obtidas com pela anodizac&o utilizando
solucéo de acetato de calcio 0,5M e as diferentes misturas contendo acetado de célcio e Bgf para o tempo
de 30 segundos de deposicdo, expressos em nandmetros (nm).

Medida Acet. Calcio | Acet.Célcio 0,5M + | Acet.Célcio 0,5M + | Acet.Célcio 0,5M +
0,5M Bgf 0,02M Bgf 0,04M Bgf 0,06M
1 2 1 2 1 2 1 2
1 226 735 1126 1759 4575 1211 4967 476
2 258 226 1532 2237 4878 2014 4766 347
3 231 937 1465 892 4128 1492 6776 5613
4 208 211 1447 134 2204 231 5446 3191
Média 379 1475 2852 4874
Desvio
padréo 288 405 1447 1154
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Fig. 4.15 - Gréfico da Espessura dos recobrimentos (nm) X acetato de calcio 0,5M e as misturas contendo
acetato de célcio 0,5M e diferentes concentragdes de Bgf, em 30 segundos de deposigdo (nm).

A anélise estatistica das medidas de espessura, apresentada na tabela 4.15, permite dizer
que existe diferenca significativa entre as medidas de espessura dos recobrimentos para
0 tempo de deposicdo de 30 segundos quando se compara as medidas de espessura da

solucdo de Acetato de calcio 0,5M com os valores encontrados para misturas de Acetato
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de célcio 0,5M com Bgf 0,04M (P<0.05) e Bgf 0,06M (P<0.001) e entre as medidas de
espessura dos recobrimentos obtidos entre as misturas de Acetato de calcio 0,5M com

Bgf 0,02 e Bgf 0,06M (p<0.05).

Tabela 4.15 — Resultado final da analise estatistica dos resultados de espessura para a os filmes obtidos
com a acetato de calcio 0,5M e misturas de acetato de calcio 0,5M e betaglicerofosfato de sodio em
diferentes concentragdes (0,02M, 0,04M, 0,06M) em 30 s de deposicao.

Comparacao Nivel de Significancia
0 Bgf vs. 0,02 Bgf ns P>0.05
0 Bgf vs. 0,04 Bgf ** P<0.01
0 Bgf vs. 0,06 Bgf rkk P<0.001
0,02 Bgf vs. 0,04 Bgf ns P>0.05
0,02 Bgf vs. 0,06 Bgf * P<0.05
0,04 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P>0.05

ns - ndo existe diferenca significativa

A tabela 4.16 apresentada os valores de espessura dos recobrimentos produzidos em 60
segundos de deposicdo. Verifica-se que partir da concentracdo de betaglicerofosfato de
sodio 0,04M observa-se que a taxa de deposicdo meédia é reduzida, em seguida

ocorrendo sua estabilizag&o.

Tab. 4.16 - Medidas de espessura das amostras (em duplicata) obtidas com pela anodizagéo utilizando
solugdo de acetato de calcio 0,5M e as diferentes misturas contendo acetado de célcio e Bgf para o tempo
de 60 segundos de deposicao, expressos em nandémetros (nm).

. L Acet.Célcio 0,5M + | Acet.Célcio 0,5M + | Acet.Calcio 0,5M +
Medida | Acet. Calcio 0,5M Bgf 0,02M Bgf 0,04M Bgf 0,06M
1 2 1 2 1 2 1 2

1 826 1043 3307 2562 2892 3978 3474 2779

2 878 942 2705 1676 5823 3327 2385 5518

3 606 730 3339 2231 4472 3179 4293 4113

4 1060 608 4139 1889 4774 2940 4036 3805
Média 837 2731 3923 3800
Desvio
padréo 178 827 1040 964

A figura 4.16 apresenta a distribuicdo da média e desvio padrdo das medidas de

espessura para os diferentes recobrimentos obtidos em 60 segundos.
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Fig. 4.16 - Gréafico da Espessura dos recobrimentos (nm) X acetato de calcio 0,5M e as misturas contendo
acetato de célcio 0,5M e diferentes concentragdes de Bgf, em 60 segundos de deposigdo (nm).

A analise estatistica das medidas de espessura, apresentada na tabela 4.17, permite dizer
que existe diferenca significativa entre as medidas de espessura dos recobrimentos para
o tempo de deposicdo de 60 segundos quando se compara as medidas de espessura da
solucdo de Acetato de calcio 0,5M com os valores encontrados para misturas de Acetato

de célcio 0,5M com Bgf 0,04M (P<0.001) e Bgf 0,06M (P<0.001).

Tabela 4.17 — Resultado final da analise estatistica dos resultados de espessura para a os filmes obtidos
com a acetato de célcio 0,5M e misturas de acetato de célcio 0,5M e betaglicerofosfato de sddio em
diferentes concentrac¢des (0,02M, 0,04M, 0,06M) em 60 s de deposi¢ao.

Comparacao Nivel de SignificAncia
0 Bgf vs. 0,02 Bgf ns P>0.05
0 Bgf vs. 0,04 Bgf ol P<0.001
0 Bgf vs. 0,06 Bgf ok P<0.001
0,02 Bgf vs. 0,04 Bgf ns P>0.05
0,02 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P>0.05
0,04 Bgf vs. 0,06 Bgf ns P>0.05

ns - ndo existe diferenca significativa

No gréafico da figura 4.17 ¢ feita uma comparacdo entre os valores de espessura obtida
em funcdo dos eletrolitos e tempos de anodizacdo utilizados. Podemos observar que

quando adicionamos betaglicerofosfato de sodio, tanto em 30 segundos quanto em 60
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segundos, os valores de espessura tendem a aumentar com o aumento da concentragao
de betaglicerofosfato de sodio, até a concentracdo de betaglicerofosfato de sédio 0,04M,
onde temos seu valor maior em 60 segundos. Diferentemente de 30 segundos, a
concentracdo de 0,06M de Bgf em 60 segundos, a espessura do filme produzido tende a
ndo aumentar, podendo inclusive, ser um pouco menor que para a concentracdo de Bgf
de 0,04M, levando a crer que ha uma estaganacdo na taxa de deposicdo para este

periodo de anodizacdo com tal concentracao.
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Fig. 4.17- Gréafico comparativo entre as médias de espessura dos filmes de oxido de titanio obtidos com
eletrolitos com diferentes concentracdes de betaglicerofosfato em tempos de anodizacdo de 30 e 60
segundos.

4.2.3 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na figura 4.18 observamos que o acetato de calcio 0,5M puro em 30 segundos de
anodizacdo ndo produz recobrimentos satisfatorios, uma vez que a superficie do
substrato de titanio ndo foi completamente recoberta com a camada de 6xidos conforme
podemos ver através das setas na micrografia de aumento de 3000X, sendo entdo
invidvel sua utilizacdo para recobrimentos de implantes de titdnio. Com acetato de
calcio 0,5M adicionado betaglicerofosfato de sddio 0,02M observamos a superficie do

substrato de titdnio completamente recoberta com a camada de éxidos e esta apresenta
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porosidade e homogeneidade da superficie satisfatdrias. No recobrimento obtido com a
mistura contendo 0,04M de betaglicerofosfato de sodio, observamos que hd uma
diminuicdo no ndmero de poros, porém ha um aumento no tamanho dos mesmos, ou
seja, a porosidade diminui, porém ndo sdo observadas microfraturas na superficie de
oxidos (ISHIZAWA, H. & OGINO, M., 1995). Quando a mistura contém 0,06M de
betaglicerofosfato de sédio observa-se que ha presenca de algumas microfraturas na
camada superficial de 6xidos formada, conforme indicado nas setas no aumento de
3000x, 0 que ndo é interessante para nossos recobrimentos devido a possibilidade de
descolamento da camada (ZHU, X. et al, 2001). Houve um aumento no tamanho dos
poros comparodo com os filmes de oOxidos produzidos com eletrolito contendo
betaglicerofosfato de sodio 0,04M. Variagbes nos tamanhos dos poros afetam
diretamente na qualidade e quantidade do novo osso a ser formado. A porosidade do
filme de Oxidos aumenta a forca de atrito entre o implante e os tecidos adjacentes.
Excessivos micro movimentos no sitio junto ao implante influenciam na formacéo de
tecido fibroso junto ao implante, o que ndo é desejavel (ZHU, X. et al, 2001).

30 segundos

300 1000x

3000x

Folb ~°

Acetato
de
célcio
0,5M

Acetato

o1



Acetato
de
célcio
0,5M+
Bgf
0,04M

Acetato

Fig. 4.18- Micrografias de MEV com magnificacfes de 300x, 1000x e 3000x para as superficies obtidas
com os diferentes eletrdlitos no tempo de anodizagdo de 30 segundos.

Nas micrografias da figura 4.19 observa-se as camadas de oOxidos superficiais
anodizadas com os eletrdlitos: acetato de calcio 0,5M, acetato de célcio 0,5M +
betaglicerofosfato de s6dio 0,02M, acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio
0,04M e acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio 0,06M, todos com periodo
de anodizacdo de 60 segundos. Todas as superficies foram recobertas com a camada
superficial de 6xidos, como pode-se analisar pelas magnificacdes de 300x, onde ndo ha
presenca de defeitos superficiais, nem tdo pouco nas magnificacdes subseqlentes. A
superficie que apresentou-se mais porosa, regular e homogénea, com presenca de poros
circulares e integros, foi a de eletrolito de acetato de célcio 0,5M. Analisando as
superficies em que foi adicionado o betaglicerofosfato de sodio a solucdo eletrolitica nas
concentragbes 0,02M, 0,04M e 0,06M, podemos observar que as superficies
apresentram-se com menor numero de poros, todas com microfraturas e muito
heterogéneas. Conforme aumentou a concentracdo de betaglicerofosfato de sédio, o

tamanho dos poros aumentou também, havendo um coalescimento dos poros, da mesma
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forma a espessura dos filmes aumentou, como observado na figura 4.16. Isto deve-se
aos efeitos dos ions de célcio e fosforo no crescimento do filme de 6xidos, que torna-os
mais espessos e irregulares (ZHU, X. et al.,2001).

60 segundos
300x 1000x 3000x

Acetato

Acetato

Acetato
de
célcio
0,5M+
Bgf
0,04M

Acetato
de
célcio
0,5M+
Bgf
0,06M

Fig. 4.19- Micrografias de com manlflcagoes deOOx, 100x e 3000 a as superficies obtidas
com os diferentes eletrdlitos no tempo de anodizacdo de 60 segundos.

Com estas analises de MEV observa-se que o recobrimento obtido com eletrolito

acetato de célcio 0,5M puro foi 0 que se mostrou mais poroso e homogéneo em relacdo
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aos demais quando realizada anodizacdo em tempo de 60 segundos. O recobrimento de
acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sodio 0,02 mostrou-se menos poroso e
mais heterogéneo, com algumas microfraturas em sua superficie quando comparado ao
de acetato de célcio 0,5M puro. Da mesma forma aconteceu com os recobrimentos de
betaglicerofosfato de sddio 0,04M e 0,06M. Neste Gltimo, as microfraturas sdo mais
intensas e numerosas, 0 que nao é uma boa caracteristica para a finalidade do estudo em
questdo, que sdo recobrimentos porosos, homogéneos e sem qualquer tipo de
microfraturas em suas superficies, motivo pelo qual ja foi citado anteriormente

(ISHIZAWA & OGINO, 1995; ZHU, X. et al, 2001).

4.2.4 - Espectroscopia por Dispersdo de Energia (EDS)

Nas tabela 4.18 e 4.19 sdo apresentados os resultados de composic¢do elementar (%
atdbmico) dos filmes produzidos com eletrolitos de acetato de calcio 0,5M e as misturas
contendo acetato de célcio 0,5M e betaglicerofosfato de sodio nas concentracdes 0,02M,

0,04M e 0,06M, nos tempos de anodizacdo de 30 e 60 segundos, respectivamente.

Tempo: 30 sequndos

Com os resultados apresentados na tabela 4.18 observa-se que a medida que o
betaglicerofosfato de sddio é adicionado a solucdo eletrolitica, os valores de célcio e
fosforo aumentam razoavelmente, o que tais incorporagdes de calcio e fosforo ao filme
podem facilitar e promover base para formacdo de fosfato de célcio, que é a fase
inorganica do tecido 0sseo, ajudando na biocompatibilidade do implante ao tecido 6sseo
(ZHU,X. et al, 2001). Varios estudos comprovam que a presenca de ions de calcio e

fosforo incorporados ao filme de o0xidos produzidos por oxidacdo anddica a microarco
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facilita a osseointegracdo e biocompatibilidade dos implantes biomédicos, inclusive
ajudando na resposta celular (ISHIZAWA & OGINO, 1995, WEN et al.,1997, FINI et
al., 1999 , SCHRECKENBACK et al., 1999, ZHU et al, 2001, ZHU et al, 2003, LI et
al.,2004, HUANG et al.,2005, CHEN 2005, GUEHENNEC et al., 2007). Na figura 4.20
estdo representados graficamente os valores das concentragcdes atdbmicas dos elementos
calcio, fosforo, titanio e oxigénio de acordo com a concentracdo de betaglicerofosfato
de sadio presente na solucgdo eletrolitica, mostrando que os valores de célcio sdo bem
maiores que os dos demais elementos presentes nos recobrimentos. Na figura 4.21 estdo
representados apenas os valores das concentracGes atbmicas de célcio e fosforo com
relacdo as concentracOes de betaglicerofosfato de sodio para facilitar a visualizacdo e

interpretacdo gréafica do leitor.

Tab. 4.18 - Valores de EDS para acetato de célcio 0,5M e Bgf em diferentes concentracdes, 30 segundos

Conc. B-gf (At%) Célcio Fosforo Titanio Oxigénio

1 1,23 0,12 40,9 57,76

2 1,11 0,11 41,88 56,89

13 3 1,47 0,1 40,75 58,07

4 1,47 0,06 40,14 58,32

1b 1,96 0,12 40,32 57,6

2b 2,77 0,11 38,46 58,65

14 3b 2,93 0,08 37,12 59,86

4b 3,03 0,09 38,04 58,83

0 média 2,00 0,10 39,70 58,25

0 desvio 0,80 0,02 1,64 0,90

1 7,4 2,15 29,6 60,85

2 7,49 2,18 30,17 60,16

15 3 7,5 2,07 29,95 60,47

4 7,29 2,22 30,35 60,14

1b 7,45 2,22 30,36 59,98

2b 7,51 2,15 30,01 60,33

16 3b 7,25 2,15 29,65 60,96

4b 7,49 2,12 30,36 60,04

0,02 média 7,42 2,16 30,06 60,37

0,02 desvio 0,10 0,05 0,31 0,37
Conc. B-gf (At%) Calcio Fosforo Titénio Oxigénio

1 9,2 3,46 26,85 60,49

2 9,38 3,58 27,27 59,77

17 3 9,55 3,33 26,4 60,72

4 9,38 3,58 27,2 59,85

1b 9,29 3,54 26,79 60,37

18 2b 8,6 3,54 26,82 61,03
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3b 8,83 3,46 27,15 60,55
4b 9,95 4,03 29,21 56,8
0,04 média 9,27 3,57 27,21 59,95
0,04 desvio 0,42 0,21 0,86 1,34
1 9,89 4,59 24,71 60,8
2 9,93 4,62 24,8 60,65
19 3 10,57 4,88 23,83 60,72
4 9,95 4,58 24,48 60,99
1b 10,62 4,93 22,12 62,33
2b 10,81 4,8 24,03 60,36
20 3b 10,96 4,66 24,2 60,17
4b 10,94 4,72 25,21 59,13
0,06 média 10,46 4,72 24,17 60,64
0,06 desvio 0,46 0,13 0,94 0,89
70,00
60,00 l —] — — |
< 50,00 -
:8 L —o— Calcio
o 40,00 7
©
g 30,00 - " . —8— Fdsforo
e A A Titanio
S 20,00 -
Q o
10,00 - — — —jll— Oxigénio
'/". — —u
0,00 T T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Concentragdo b-gf (M)

Fig. 4.20 - Grafico de EDS das concentra¢fes atdmicas presentes nos diferentes eletrélitos de acetato de
calcio 0,5M e Bgf e suas concentracdes em 30 segundos de anodizacao.
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Fig. 4.21 - Comparativo entre valores de EDS das concentraces atdmicas de calcio e fésforo nas
diferentes concentracdes de Bgf em 30 segundos.
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Tempo: 60 segundos

Nas tabela 4.19 sdo apresentados os valores das concentracfes atdmicas para 0S
elementos calcio, fosforo, titanio e oxigénio presentes nos recobrimentos realizados com
eletrolitos de acetato de célcio 0,5M e acetato de célcio 0,5M adicionado 0,02, 0,04 e
0,06M de betaglicerofosfato de sddio, respectivamente, para o tempo de anodizacéo de
60 segundos. Nas figuras 4.22 e 4.23 podemos observar que ha um aumento
significativo nas concentracfes atdmicas dos elementos calcio e fosforo a medida que a
concentracdo de betaglicerofosfato é aumentada. Isto significa dizer que o aumento da
presenca dos ions célcio e fosforo nos recobrimentos realizados com betaglicerofosfato
de sodio é diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de betaglicerofosfato
de sadio a solucéo eletrolitica, da mesma forma que na sessdo anterior, porém aqui com
valores mais altos, uma vez que a o tempo de anodizacdo dobrou (ISHIZAWA, H.,

OGINO, M., 1995).

Tab. 4.19- Valores de EDS para Acetato de célcio 0,5M e Bgf em diferentes concentragdes, 60 segundos.

Conc. B-gf (At%) Célcio Foésforo Titanio Oxigénio

1 4,13 0,12 36 59,75

2 4,57 0,24 35,02 60,17

5 3 4,19 0,12 35,51 60,18

4 4,81 0,05 34,84 60,3

1b 5,19 0,03 34,58 60,21

2b 5,28 0 34,92 59,8

6 3b 5,73 0,13 34,55 59,59

4b 5,24 0,13 34,44 60,13

0 média 4,89 0,10 34,98 60,02

0 desvio 0,57 0,08 0,53 0,26
Conc. B-gf (At%) Calcio Fosforo Titénio Oxigénio

1 9,4 2,26 29,25 59,09

2 9,16 2,34 29,33 59,18

7 3 8,99 2,18 28,78 60,05

4 8,99 2,31 28,81 59,9

1b 8,75 2,23 28,25 60,77

2b 8,9 2,24 27,43 61,43

8 3b 9,29 2,4 28,62 59,69

4b 9,24 2,31 28,39 60,06

0,02 média 9,09 2,28 28,61 60,02

0,02 desvio 0,22 0,07 0,61 0,78
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Concentracgdo b-gf (M)

1 10,36 3,69 25,22 60,74
2 10,97 3,58 25,2 60,24
9 3 10,19 3,46 26,45 59,9
4 10,07 3,58 26,66 59,69
1b 10,64 3,68 24,69 60,99
2b 10,67 3,59 25,48 60,25
10 3b 10,18 3,47 24,48 61,87
4b 10,08 3,67 25,28 60,97
0,04 média 10,40 3,59 25,43 60,58
0,04 desvio 0,33 0,09 0,77 0,71
1 115 4,86 22,45 61,18
2 11,9 4,89 22,17 61,04
11 3 10,99 5,03 23,3 60,67
4 11,21 5,33 22,63 60,83
1b 11,12 4,85 22,81 61,22
2b 11,13 4,49 23,68 60,7
12 3b 12,34 4,82 22,28 60,56
4b 11,43 4,84 22,7 61,03
0,06 média 11,45 4,89 22,75 60,90
0,06 desvio 0,46 0,23 0,51 0,25
70,00
60,00 [ - —l— —l
% 50,00
® 40,00
‘3 & Célcio
£ 30,00 n —
§ 20,00 A —f— Fbsforo
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o s =
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-0,02 0 0,02 0,04 0,06

Fig. 4.22- Gréfico de EDS das concentragcdes atbmicas presentes nos diferentes eletrélitos de Acetato de
calcio 0,5M e Bgf e suas concentracdes em 60 segundos de anodizacéo.

58




14,00

12,00

10,00 -
8,00 -
6,00 -

—&— Calcio
4,00 -

Concetracdo At. (

—8— Fosforo
2,00 -

0,00 . .
-0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08

Concentracdo b-gf (M)

Fig. 4.23- Comparativo entre valores de EDS das concentragdes atdmicas de céalcio e fosforo nas
diferentes concentracdes de Bgf em 60 segundos.

Na figura 4.24 ¢é apresentado um grafico comparativo dos valores de EDS para 0s
elementos calcio e fosforo encontrados nos filmes produzidos nos diferentes periodos de
anodizacdo de 30 e 60 segundos. Observa-se que a tendéncia é de aumentar tais
elementos de acordo com o aumento da concentracdo de betaglicerofosfato de sodio,

para ambos os periodos de anodizacéo.
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Fig. 4.24- Gréfico comparativo de EDS para concentragdes atdmicas de calcio e fosforo em 30 e 60
segundos nas diferentes concentracGes de betaglicerofosfato de sédio.
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4.2.5 - Difracao de Raios X (DRX)

Tempo: 30 sequndos

Na figura 4.25 sdo apresentados difratogramas dos recobrimentos realizados com
eletrolitos de acetato de calcio 0,5M (c) e com acetato de calcio 0,5M +
betaglicerofosfato de sddio 0,02M (d). Em ambos os difratogramas estdo presentes:
anatasio, rutilo e titanio, sendo que o rutilo aparece de forma mais discreta que o
anatasio e o titanio. Isto é observado pela maior intensidade dos picos de anatasio em
relacdo ao pico de rutilo.

Acetato de calcio 0,5M e Acetato de calcio + Bgf 0,02M

200 4 A - Anatasio —
(C) R - Rutilo 160 4 (d) A A- Ana.tasm

T - Titanio R - Rutilo

i 1404 T T - Titanio
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100 -
100 A

Intensidade
o
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T T 4
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Fig. 4.25- Difratogramas dos recobrimentos de 6xido de titanio obtidos com eletrélito de acetato de clcio
0,5M (c) e do acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,02M (d) em 30 segundos.

Na figura 4.26 sdo apresentados difratogramas dos recobrimentos realizados com
eletrolitos de acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio 0,04M (e) e com
acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sodio 0,06M (f). Em ambos os

difratogramas estdo presentes : anatasio, rutilo e titanio
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Intensidade

Acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,04M e Acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,06M
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Fig. 4.26- Difratograma do recobrimento de 6xido de titanio com eletr6lito de acetato de calcio 0,5M+
Bgf 0,04M (e) e do acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,06M (f) em 30 segundos.

Tempo: 60 segundos

Acetato de calcio 0,5M e Acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,02M

Através dos difratogramas de Raio X dos recobrimentos de 6xido de titanio com
eletrolitos de acetato de célcio 0,5M e acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de
sodio 0,02M em 60 segundos apresentados na figura 4.27, podemos observar que estao
presentes: 0 anatasio, o rutilo e o titanio, em proporcGes parecidas. Em comparagdo com
0s recobrimentos realizados com o0s mesmos eletrélitos, porém com tempo de
anodizacgdo de 30 segundos observa-se que o recobrimento de acetato de célcio 0,5M +
betaglicerofosfato de sddio 0,02M apresenta pico de rutilo bem mais intenso que o de

anatésio para o periodo de 60 segundos, conforme observa-se na figura 4.25 (d).

140

200 A A - Anatésio A - Anatasio
(g) R - Rutilo 1207 (h) A R - Rutilo
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Fig. 4.27- Difratograma do secobrimento de dxido de titdnio com eletrélito de Acetato de célcio 0,5M (g)
e Acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,02M (h) em 60 segundos.
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Acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,04M e Acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,06M

A - Anatasio A - Anatasio
100 4 ) R - Rutilo (J) R - Rutilo
® T - Titanio 80 - T - Titanio

80

60 -

60

Intensidade

40

Intensidade
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204

20 o 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20

Fig. 4.28 - Difratograma do recobrimento de ¢xido de titdnio com eletrdlito de Acetato de calcio 0,5M +
Bgf 0,04M (i) e Acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,06M (j) em 60 segundos.

Da mesma forma que os demais recobrimentos realizados com acetato de célcio 0,5M
adicionados com betaglicerofosfato de sodio, no difratogramas da figura 4.28 observa-
se a presenca de: anatasio, rutilo e titdnio, também em proporcGes parecidas.
Comparando com os recobrimentos realizados com os mesmos eletrolitos, porém com
30 segundos de anodizacdo, apresentados na figura 4.26, observa-se que os picos de

rutilo tornam-se mais intensos em periodo de anodizacao de 60 segundos.
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4.3 - Acetato de calcio 0,5M e mistura Acetato de calcio 0,5M e betaglicerofosfato

de sodio 0,02M a 150V — Efeito do tempo ( 05, 15, 30, 45 e 60 segundos)

Nesses ensaios foram produzidas amostras com eletrélitos de acetato de célcio 0,5M
puro e mistura acetato de célcio 0,5M e betaglicerofosfato de sédio 0,02M. Esta etapa
teve como objetivo avaliar a influéncia da composicdo do eletrdlito e tempo de
anodizacdo topografia e composicdo dos recobrimentos. Os tempos escolhidos foram:

05, 15, 30, 45 e 60 segundos.

4.3.1 — Rugosidade

Acetato de célcio 0,5M

Na tabela 4.20 sdo apresentados os valores da rugosidade das amostras anodizadas com
eletrolito de acetato de célcio 0,5M em diferentes tempos de anodizacéo, com as médias
dos valores e seus desvios padrdes.

O que podemos observar na tabela 4.20, assim como na figura 4.29, os valores obtidos
destas amostras é que apesar de no tempo de 05 segundos termos valores altos de
rugosidade, isto ndo corresponde a realidade da camada superficial de 6xidos, mas sim
um resultado da pré-anodizacdo realizada, o que de certa forma, ataca a superficie do
substrato de titanio unido ao curto periodo de anodizacdo, o que impossibilita que a
superficie seja toda recoberta por oxidos, nos mostrando valores altos de rugosidade
para um periodo de tempo tdo curto, como é o de 05 segundos (TAKEUCHI et al,
2003). Para os demais tempos de anodizagéo, a rugosidade permaneceu estavel, sem

alteracdes para os diferentes tempos de anodizacgéo, indicando que o tempo, neste caso,
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ndo influencia grandemente na rugosidade da camada superficial de 6xidos quando

utilizado eletrélito de acetato de calcio 0,5M.

Tab. 4.20-Valores de rugosidade para os recobrimentos realizados com acetato de calcio 0,5M nos
diferentes tempos de anodizacdo. Valores expressos em nandmetros.

Tempo 1 2 3 Média Desvio padrao
5 801,4 846,5 872,9
5 346,1 349,8 379,9 5994 2651
15 331,8 344.,6 339,2
15 331,4 331,0 358,7 3395 109
30 331,9 300,4 305,0
30 320,2 366,3 303,5 337.1 25,1
45 343,3 356,2 385,7
45 256,4 271,7 353,9 327.9 516
60 333,6 362,9 311,9
60 345,7 339,5 326,9 3368 17.3
900.0 - B
800.0 A
700.0 A
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=
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g . b x T T T+
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100.0
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Fig. 4.29- Gréafico para as médias de rugosidade dos recobrimentos de acetato de calcio 0,5M nos
diferentes tempos de anodizacéo.

Acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de s6dio 0,02M

Na tabela 4.21 s&o apresentados os valores da rugosidade das amostras anodizadas com
eletrélito de acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sodio 0,02M em diferentes
tempos de anodizacdo, com as médias dos valores e seus desvios padroes.

Na tabela 4.21 podemos observar que com o eletrolito de acetato de célcio 0,5M +
betaglicerofosfato de s6dio 0,02M em tempos diferentes, hd um aumento na rugosidade

da camada superficial de Oxidos a medida que vamos aumentando o tempo de
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anodizagdo. Da mesma forma que quando utilizado acetato de célcio 0,5M puro em 05
segundos, ha uma rugosidade alta, pois € um periodo de anodizagdo muito curto para
recobrir a superficie toda, tornando-a altamente heterogénea e rugosa (TAKEUCHI et
al., 2003). Conforme representado na figura 4.30, observamos que para 0S outros
periodos de anodiza¢do quando é adicionado 0,02M de betaglicerofosfato de sddio a
solugdo eletrolitica, h& um aumento razoavel na rugosidade da camada superficial de
oOxidos, igualmente observado por ZHU et al. (2001), ISHIZAWA & OGINO (2003),

LIU et al.(2004), dentre outros citados anteriormente.

Tab. 4.21-Valores de rugosidade para os recobrimentos realizados com acetato de calcio 0,5M + Bgf
0,02M nos diferentes tempos de anodizagdo. Valores expressos em nandmetros.

Tempo 1 2 3 Média Desvio padréo
5 314,5 342,8 346,8
5 473,7 545,5 470,7 415,7 93,3
15 386,6 451,6 388,2
15 352,8 329,7 350,7 376,6 43,1
30 516,9 459,7 477,6
30 483,3 465,9 435,0 473,1 27,3
45 643,4 615,7 584,9
45 576,1 620,4 610,2 608,5 24,6
60 575,0 602,3 542,6
60 733,9 832,5 582,8 644,9 113,3
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Fig. 4.30- Gréafico para as médias de rugosidade dos recobrimentos de acetato de célcio 0,5M +
betaglicerofosfato de s6dio 0,02M nos diferentes tempos de anodizacéo.

65



Na tabela 4.22 sdo comparados os valores médios de rugosidade e seus desvios padrdes
dos recobrimentos realizados com eletrélito de acetato de célcio 0,5M puro com acetato
de célcio 0,5M adicionado 0,02M de betaglicerofosfato de sodio nos diferentes tempos
de anodizacdo. Quando confrontamos os eletrdlitos acetato de célcio 0,5M com acetato
de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sédio 0,02M observamos que a rugosidade é
maior em tempos iguais naquelas amostras que sdo realizadas com acetato de célcio
0,5M + betaglicerofosfato de sodio 0,02M. Na figura 4.31 est4d apresentado
graficamente tais valores de rugosidade para ambos eletrélitos, confirmando que a
adicdo de betaglicerofosfato de sédio a solucdo eletrolitica também colabora para o

aumento da rugosidade da camada superficial de éxidos.

Tab. 4.22- Valores de rugosidade média e desvio padrdo para acetato de calcio 0,5M e acetato de célcio
0,5M + Bgf 0,02M nos diferentes tempos de anodizagédo

Acetato de Calcio 0,5M

Tempo (S) 5 15 30 45 60
Médias (A) 5994 3395 3371 3279 3368
Desvios (A) 2651 109 251 516 173

Acetato de Calcio 0,5M + BGF 0,02M

Tempo (S) 5 15 30 45 60
Médias (A) 4157 3766 4731 6085 6449
Desvios (A) 933 431 273 246 1133

Médias de Rugosidade
Acetato X BGF 0,02M

10000
c
o 8000
)
£
R 6000 1 —@— Acetato de Calcio 0,5M
©
E 4000
o —B— Acetato de Calcio 0,5M
3 2000 + BGF 0,02M

0

0 20 40 60 80

Tempo (seg)

Fig. 4.31- Gréfico comparativo das médias de rugosidade para cetato de calcio 0,5M e acetato de célcio
0,5M + Bgf 0,02M nos diferentes tempos de anodizacdo
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4.3.2- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A seguir, na figura 4.32 sdo apresentadas imagens de MEV dos recobrimentos
realizados com eletrdlitos de acetato de célcio 0,5M e acetato de calcio 0,5M +
betaglicerofosfato de sddio 0,02M nos tempos de anodizacdo de 05, 15, 30, 45 e 60
segundos, respectivamente. Com estas analises podemos observar como 0s
recobrimentos se comportam frente aos diferentes tempos para cada tipo de eletrdlito.
No periodo de 05 sequndos de anodizacdo observa-se que com eletrolito de acetato de
calcio 0,5M a superficie apresenta-se pobremente recoberta, confirmando os altos
valores de rugosidade analisados na sessdo anterior para tal eletrdlito. Com o eletr6lito
adicionado betaglicerofosfato de sédio 0,02M observa-se que a superficie apresenta-se
recoberta, porém de distribuicdo bastante heterogénea e forma topografica porosa. Para
0 periodo de anodizacdo de 15 segundos no eletrdlito abetato de célcio 0,5M a
superficie toda recoberta, porém de forma heterogénea, muito irregular e com presenca
de defeitos. Com o eletrdlito adicionado betaglicerofosfato de sédio 0,02M observa-se
uma superficie regular, rica em poros com suas formas circulares, sem defeitos ou
microfraturas e de distribuicdo homogénea pela superficie. Em 30 segundos de
anodizacdo, para o acetato de célcio 0,5M temos uma superficie totalmente recoberta,
porém ainda irregular, heterogénea e com poros muito pequenos. Para o eletrélito
adicionado betaglicerofosfato de sédio 0,02M, a superficie torna-se menos porosa e com
tamanhos de poros maiores que os apresentados em 15 segundos, parecendo que had um
coalescimento dos poros, confirmando os valores de espessura obtidos para esta
condicdo observados na sessdo 4.2. Em 45 segundos para o eletrdlito acetato de calcio
0,5M a superficie apresentou-se com muito porosa, recobrimento com distribuicdo
homogénea pela superficie e de forma regular. Para o betaglicerofosfato de sodio

0,02M, poros com tamanhos bem maiores, comecaram a aparecer microfraturas na
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superficie, conforme indicado pelas setas, inviabilizando esse condicdo para a realizacéo
de recobrimentos para implantes biomeédicos (ZHU, X..et al.,2001). Em 60 segundos
quando utilizado eletrdlito acetato de célcio 0,5M, observa-se grande porosidade, com
poros de tamanhos regulares, recobrimento com distribuicdo pela superficie de forma
homogénea. Esta condicdo mostra de forma proxima do ideal, uma vez que o
recobrimento apresenta-se poroso e de forma homogénea sobre a superficie
(GUEHENNEC, L.L., et al, 2007). Para o eletrdlito adicionado betaglicerofosfato de
sodio 0,02M, o recobrimento apresentou-se em sua morfologia topografica com
inimeras microfraturas, conforme indicado pelas setas, poucos poros, porém grandes,
desta forma tal condicdo torna-se inviavel para utilizagdo como recobrimentos de

superficies de implantes odontoldgicos e ortopédicos (GUEHENNEC, L.L., et al,

2007).
Acetato de calcio 0,5M Acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,02M

05 -
seg

- /I '&

g »

15 S, '
seg

20.0pm V 20.0pm
Inmetro 6:23 ) 20 2 mm Inmetro
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Fig. 4.32- Micrografias dos recobrimentos com eletrdlitos acetato de célcio 0,5M e acetato de
betaglicerofosfato de sodio 0,02M nos periodos de anodizagdo 05, 15, 30, 45 e 60 segundos.

De acordo com tais analises, as condi¢des que apresentaram mais favoraveis para
utilizacdo de recobrimentos de superficies de implantes biomédicos foram a de acetato
de célcio 0,5M, 60 segundos e acetato de calcio 0,5M + betaglicerofosfato de sddio
0,02M, 15 a 30 segundos, portanto para realizacdo dos nossos testes de atividade celular

foi selecionado o periodo de 20 segundos, conforme veremos na sessao a seguir.
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4.4 — Analises de AFM ( Microscopia de Forca Atdmica)

A seguir, na figura 4.33 sdo apresentados resultados e imagens de andlise de
microscopia de forca atémica realizados para 0s recobrimentos produzidos com 0s
eletrolitos e condicdes selecionados para a avaliacdo da atividade celular.

A figura 4.33 mostra as caracteristicas topograficas dos recobrimentos realizados em
diferentes condi¢cbes de anodizacdo. A topografia referente ao recobrimento realizado
com eletrolito A apresentou homogeneidade na distribuicdo de poros, porém com
tamanhos menores quando comparados aos recobrimentos realizados com eletrélitos B
e C, em que houve a adi¢do de betaglicerofosfato de s6dio nas concentracdes de 0,02 e
0,06M, respectivamente. Nestas condicbes, 0 aumento da concentracdo de
betaglicerofosfato de sdédio resultou em poros de tamanhos maiores e,
consequentemente, na diminui¢do do niumero dos mesmos. Além disso, para uma maior
concentracdo, como é o caso do eletrélito C, pode-se observar um acentuado aumento
da altura topogréafica, sugerindo a acentuacdo dos canais de descarga, tornando o
recobrimento mais heterogéneo que os demais. Para o eletrolito D, observa-se
homogeneidade na distribuicdo de poros, porém nao tdo homogéneo como no eletrélito

A, acentuado namero de poros com tamanhos menores que os dos eletrolitos B e C.

Eletrolito Topografia Topografia 3D Deflexdo Vertical

A
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Fig.4.33-Imagens de AFM dos recobrimentos em diferentes eletrélitos: (A) acetato de célcio 0,5 M, 60
segundos, 150V; (B) acetato de calcio 0,5 M + B glicerofosfato de sédio 0,02M 20segundos, 150 V; (C)
acetato de calcio 0,5 M + B glicerofosfato de sodio 0,06M 20segundos, 150 V; (D) fosfato de sodio 0,1M,
60segundos, 100V

Na tabela 4.23 sdo apresentados os valores de rugosidade dos recobrimentos obtidos
pelas técnicas de analise por microscopia de forca atdmica (AFM) e por perfilometria.
Observa-se que para o eletrolito de acetato de calcio 0,5M a diferenca de valores de
rugosidade entre as técnicas foi bem pequena em comparacdo com as demais amostras,
que também ndo houve diferencas muito grandes entre si. Com estes valores,

confirmamos mais uma vez que os recobrimentos realizados com eletrélito de acetato de
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calcio + betaglicerofosfato de sodio 0,06M foram o0s que apresentaram maior

rugosidade, tanto para técnica de AFM quanto para a de perfilometria.

Tab. 4.23- Tabela comparativa dos valores de rugosidade obtidos por analise de AFM e por perfilometria
para amostras realizadas com diferentes eletrlitos em diferentes condicdes. Valores expressos em
Angstrons (A).

Amostras Perfilometria AFM
Acetato de célcio 0,5M 60s 2779A 2557A
Acetato 0,5M+Bgf 0,02M 20s 4793A 3245A
Acetato 0,5M+Bgf 0,06M 20s 8759A 10240A
Fosfato de sddio 0,1M 60s 2279A 3829A
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4.5 —Difracéo de Raios X

Foram realizadas medidas de difracdo de raios x das amostras estudadas. Os espectros
de difracdo obtidos foram ajustados pelo metodo de Rietveld (RIETVELD, H.M., 1969)
com a finalidade de quantificar os percentuais relativos das fases cristalinas presentes
nas amostras. As amostras selecionadas para avaliacdo celular foram: acetato de calcio
0,5M - 60 segundos — 150 V; acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sddio
0,02M — 20 segundos — 150 V; acetato de célcio 0,5M + betaglicerofosfato de sodio
0,06M — 20 segundos — 150 V; fosfato de sédio 0,1M — 60 segundos — 100V. A sequir,

sdo apresentados os espectros de raios x das superficies analisadas.

Acetato de célcio 0,5M — 60 sequndos — 150 VV

Na figura 4.34 estdo apresentados o espectro de difracdo de raios x experimental (linha
preta) da superficie em que foi realizada oxidacéo e o espectro de difracdo teodrico (linha
vermelha, ajuste pelo metodo de Rietveld). Trés fases cristalinas, a saber, anatasio,
rutilo e titnio que geram o espectro tedrico estdo identificados no espectro de difragcdo
pelas linhas coloridas (ruido de fundo é subtraido). Seus teores sdo: 47(1)% - anatasio;
38(1)% - rutilo; 15(1)% - titanio. A Gltima fase provém do substrato provado por raios X

junto com a camada estudada de dioxido de titanio.
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Fig. 4.34- Espectro de difracdo de raios x da superficie em que foi realizada oxidagdo anddica a
microarco com eletrolito de acetato de célcio 0,5M — 60 segundos — 150V. O ajuste do expectro
experimental pelo método de Rietveld (linhas coloridas) é usado para quantificar o teor relativo das fases
cristalinas presentes na amostra (vide detalhes no texto).

Acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,02M — 20 sequndos — 150V

Figura 4.35 mostra o espectro de difracdo de raios x experimental da superficie da
amostra junto com o ajuste respectivo pelo método de Rietveld. Observa-se a presenca
das fases anatasio, rutilo e titanio. Seus percentuais sdo 74(2)% de anatasio, 23(2)% de

rutilo e 3(2)% de titanio.
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Fig. 4.35- Espectro de difracdo de raios x experimental (linha preta) da amostra em que foi realizada
oxidacdo anddica a microarco com eletrolito de acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,02M — 20 segundos —
150V. O espectro tedrico (linha vermelha) é composto pela sobreposicdo dos espectros provenienetes das
fases anatasio (linha azul), rutilo (linha verde) e titanio (linha rosa).

Acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,06M — 20 segundos — 150V

O espectro de difracdo de raios x experimental da figura 4.36 revelou a presenca das
fases anatasio e rutilo em proporcao de 71(2)% de anatésio e 29(2)% de rutilo. A fase
titAnio observada nos espectros anteriores ndo estd presente, indicando que o filme de
dioxido de titénio sintetizado nesta amostra é mais espesso que os anteriores de forma

que os raios x nao alcancaram o substrato.
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Fig. 4.36- Espectro de difracdo de raios x experimental (linha preta) da amostra em que foi realizada
oxidacgdo anddica a microarco com eletrdlito de acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,06M — 20 segundos —
150V. O espectro teérico (linha vermelha) é composto pelos espectros provenienetes do anatésio (linha
azul) e do rutilo (linha verde).

Fosfato de s6dio 0,1M — 60 segundos - 100V

A oxidacdo anddica a microarco com eletrdlito de fosfato de sddio leva a formacéao de

uma s6 fase de dioxido de titanio, anatasio, como se pode conferir no espectro de raios x

experimental da figura 4.37. A fase titanio observada no espectro é originada pelo

substrato.
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Fig. 4.37- Espectro de difracdo de raios x experimental (linha preta) da amostra em que foi realizada
oxidacdo anddica a microarco com eletrolito de fosfato de sédio 0,1M — 60 segundos — 100V. O espectro
tedrico (linha vermelha) € composto pelos picos de difragdo do anatasio (linha azul) e do titanio (linha

rosa)

77



4.6 — Atividade Celular

Para os ensaios de atividade celular foram realizadas 48 replicatas de recobrimentos dos
seguintes eletrolitos nas respectivas condi¢des: acetato de calcio 0,5M 60 seg. 150V;
acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,02M 20 seg. 150V; acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,06M
20 seg. 150V; fosfato de sddio 0,1M 60 seg. 100V; e as amostras Controle.

Através destes graficos da figura 4.38, pode-se observar que apds 04 horas de inicio do
teste, houve adesdo celular em todas as superficies, porém a superficie em que houve
recobrimento de fosfato de sodio 0,1M foi a que teve menor nimero de células aderidas,
inclusive menor até que da superficie controle. A superficie que se mostrou com maior
numero de células aderidas foi a de recobrimento em que foi utilizado o eletrélito de
acetato de calcio 0,5M + Betaglicerofosfato de sddio 0,02M. Em ordem decrescente de
namero de células aderidas sobre as superficies testadas temos: 1) acetato de calcio
0,5M + Bgf 0,02M; 2) superficie controle; 3) acetato de célcio 0,5M; 4) acetato de
calcio 0,5M + Bgf 0,06M; e 5) fosfato de sodio 0,1M. Ap6s 24 horas de inicio do teste,
a atividade celular mostrou-se em ordem decrescente de nimero de células aderidas
igual ao teste de 04 horas, porém com valores maiores para cada superficie.

Para os resultados de diferenciacdo celular em 14 e 21 dias podemos observar através
dos graficos da figura 4.38 que houve diferenciacdo celular em todas as superficies e
que com o passar dos dias de 14 para 21, os niveis de fosfatase alcalina tornaram-se
semelhantes em todas as superficies analisadas, mostrando que todas as superficies séo
biocompativeis no que diz respeito a possibilidade de osseointegracdo em tais
superficies. Inclusive levando a considerar que nossa superficie controle foi tdo boa
quanto todas as outras superficies, nas quais houve tratamento para formacao de filmes

de 6xido de titanio.
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Fig. 4.38 — Gréaficos da atividade celular dos testes in vitro. Adesdo celular para 04 e 24 horas e
diferenciacéo celular para 14 e 21 dias.

4.4.1- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Controle

Na figura 4.39 observamos a superficie controle sem atividade celular, em 14 dias ap6s
inicio do teste e em 21 dias ap06s inicio do teste. Observa-se, a principio que a superficie
controle apresenta-se heterogénea, pelo fato de ter sido inicialmente atacada pela

limpeza superficial com &cido cloridrico. Portanto, ap6s 14 e 21 dias, tal superficie
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apresenta-se completamente recoberta por células, mostrando que inclusive a superficie

controle também facilitou a adeséo e diferenciacédo celular.

Sem atividade celular

magnificagdo de 3000x.

14 dias

Acetato de calcio 0,5M - 60 sequndos — 150V

21 dias

Na figura 4.40 observamos a superficie produzida com eletrolito de acetato de calcio

0,5M a 150V em 60 segundos sem atividade celular, em 14 dias apés inicio do teste e

em 21 dias apds inicio do teste. Observa-se, a principio que tal superficie apresenta-se

porosa, com rugosidade média inicial de 307nm, espessura média inicial de 837nm

Portanto, apds 14 e 21 dias, tal superficie apresenta-se completamente recoberta por

ceélulas, mostrando que adesé&o e diferenciacdo celular ocorreram de forma satisfatoria.

Sem atividade celular

14 dias

21 dias

Fig. 4.40- Coaragées da superficie anodizada c acetato de calcio 05M 16 seguns, sem
atividade celular, para 14 dias e 21 dias em magnificacdo de 3000x.
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Acetato de calcio 0,5M + Betaglicerofosfato de soédio 0,02M - 20 sequndos — 150V

Na figura 4.41 observamos a superficie produzida com eletrolito de acetato de célcio
0,5M + Betaglicerofosfato de sédio 0,02M a 150V em 20 segundos sem atividade
celular, em 14 dias ap6s inicio do teste e em 21 dias ap0s inicio do teste. Observa-se, a
principio que tal superficie apresenta-se porosa e heterogénea. Apos 14 dias de teste de
atividade celular, ainda pode ser vista a superficie da camada de 6xidos, conforme
indicado pela seta. Portanto, ap6s 21 dias, tal superficie apresenta-se completamente
recoberta por células, mostrando que adesdo e diferenciacdo celular ocorreram

finalmente de forma satisfatoria.

Sem atividade celular 14 dias 21 dias

Flg..41— Compara(;c")es da superficie anodizada cm aco de célcio 0,5M + Bgf ,02M 150V 20
segundos, sem atividade celular, para 14 dias e 21 dias em magnificacdo de 3000x.

Acetato de calcio 0,5M + Betaglicerofosfato de sédio 0,06M - 20 sequndos — 150V

Na figura 4.42 observamos a superficie produzida com eletrlito de acetato de célcio
0,5M + Betaglicerofosfato de sédio 0,06M a 150V em 20 segundos sem atividade
celular, em 14 dias ap0s inicio do teste e em 21 dias apos inicio do teste. Observa-se, a
principio que tal superficie apresenta-se porosa e heterogénea. Apos 14 e 21 dias de
teste de atividade tal superficie apresenta-se completamente recoberta por celulas,

mostrando que ades&o e diferenciacdo celular ocorreram de forma satisfatoria.
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Fig. 4.42- Coparagc")es da superficie anodizada m aco de calcio 0,5M + Bg ,06M OV 20
segundos, sem atividade celular, para 14 dias e 21 dias em magnificacdo de 3000x.

Fosfato de soédio 0,1M — 60 sequndos — 100V

Na figura 4.43 observamos a superficie produzida com eletrélito de fosfato de sddio
0,1M a 100V em 60 segundos sem atividade celular, em 14 dias ap0s inicio do teste e
em 21 dias apds inicio do teste. Observa-se, a principio que tal superficie apresenta-se
porosa. Apos 14 dias de teste, ainda € possivel ver a superficie de 6xidos sob a camada
celuar, conforme esta indicado pela seta. Apds 21 dias de teste de atividade tal
superficie apresenta-se recoberta por células, porém com imagem semelhante a
“esgarcamento” da superficie celular. Os resultados apresentados no grafico da figura
4.31 mostram que, mesmo assim, a adeséo e diferenciagdo celular ocorreram de forma

satisfatoria.

Sem atividade bioldgica 14 dias 21 dias

1! 2172008 Det HV M

ig. 4.43- Coparagées da superfl’i anda cm Fosfto de sodio ,1 6 seguns, sem
atividade celular, para 14 dias e 21 dias em magnificacdo de 3000x.
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4.4.2 — Relacdo Rugosidade x NUmero de células

Na figura 4.44 ¢ apresentado o grafico que correlaciona o nimero de células em funcao
da rugosidade para periodo de 4 horas de teste de adesao celular. Observa-se que em
todas as superficies houve adesao celular apos 4 horas de teste, inclusive na superficie
controle. Tanto a superficie menos rugosa (controle) quanto a superficie mais rugosa
(D- fosfato de sddio 0,1M) permitiram adesdo celular. A superficie que teve rugosidade
mediana dentre as analisadas (B- acetato de célcio 0,5M + Bgf 0,02M) foi a que teve

maior nimero de celulas aderidas apos 4 horas de teste.
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Fig. 4.44- Grafico rugosidade x nimero de células para periodo de 4 horas de teste de adesdo celular, nas
diferentes superficies selecionadas (controle/lisa; A; B; C e D)

Na figura 4.45 é apresentado o grafico que correlaciona a rugosidade das superficies
selecionadas para o teste celular em funcéo do nimero de células ap6s 24 horas de teste.
Observa-se que ha adeséo celular em todas as superficies analisadas, mostrando que tais

superficies sdo citocompativeis para adesdo celular apds 24 horas de teste. Inclusive a
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superficie controle apresentou adesdo celular apos 4 e 24 horas horas de teste. Tanto a
superficie menos rugosa (controle) quanto a superficie mais rugosa (D- fosfato de sodio
0,1M) permitiram adesdo celular. A superficie que teve rugosidade mediana dentre as
analisadas (B- acetato de calcio 0,5M + Bgf 0,02M) foi a que teve maior nimero de

células aderidas apos 4 horas de teste.
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Fig. 4.45- Gréfico rugosidade x nimero de células para periodo de 24 horas de teste de adeséo celular, nas
diferentes superficies selecionadas (controle/lisa; A; B; C e D)

Foi realizada analise estatistica para os resultados dos testes de atividade celular,
relacionando namero de células em fungéo da rugosidade, e foi constatado através dos
resultados que a rugosidade ndo é um fator determinante para o numero de celulas, ou

seja, a rugosidade ndo influencia significativamente na adeséo celular.
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Consideracdes gerais: As superficies sdo essencialmente muito semelhantes com relagédo

a resposta celular, isto quer dizer que as superficies sdo citocompativeis e permitem a
adesdo e diferenciacdo celular apds 21 dias de observacdo in vitro. Onde pode haver
uma diferenca maior é com relacdo ao embricamento com 0 0ss0, OuU Seja, COmMOo 0 0SSO
sera depositado em tais superficies, porém esses dados nos remetem a estudos intra-
0sseos, que ndo foram realizados neste trabalho. Observar como é a relacdo 0sso-
implante, se tem intimo contato, se tem fibra interposta. Tais observac@es sé podem ser

realizadas em estudos in vivo, que seria uma nova etapa deste trabalho.

85



CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Com os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho pode-se afirmar que:

- A técnica de oxidacdo anddica a microarco é excelente para a producdo de filmes de
oxido de titdnio produzidos sobre substrato de titanio puro, utilizando contraeletrodo de
platina, por ser um método rapido, facil, eficaz, e reprodutivel.

- A limpeza superficial realizada com HCI e acetona ataca a superficie do substrato de
titanio, tornando-o mais rugoso.

- Através de eletrdlitos de acetato de calcio 0,5M, fosfato de sodio 0,1M e acetato de
calcio 0,5M adicionado ao betaglicerofosfato de sédio em diferentes concentracdes, ha
incorporacdo de ions calcio e fosforo nos recobrimentos produzidos, o que indica a
possibilidade de facilitacdo para a formacéo 0ssea junto ao implante.

- A voltagem foi um fator fundamental nos resultados de rugosidade dos recobrimentos
realizados com eletrdlito de fosfato de sodio 0,1M.

- As alteragdes no tempo de anodizacdo refletiram mudancas na topografia dos
recobrimentos produzidos.

- A anodizacao a microarco afeta a superficie dos recobrimentos produzidos com acetato
de calcio 0,5M, diminuindo quase pela metade sua rugosidade.

- Com a adicdo de betaglicerofosfato de sddio a solucdo eletrolitica ocorre um aumento na
rugosidade e mudanca na morfologia dos recobrimentos.

- Com o aumento da concentracdo de betaglicerofosfato de sddio a solucédo eletrolitica
houve o aumento da espessura dos recobrimentos, diminuicdo no nimero de poros
presentes no recobrimento produzido e aumento nos valores de concentracdo atémica de
calcio e fosforo.

- As fases presentes foram anatasio, rutilo e titanio, exceto nos recobrimentos onde o

eletrolito utilizado foi o fosfato de sodio 0,1M, no qual o rutilo foi ausente.
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- Em todas as superficies testadas houve adesdo celular apds 04 e 24 horas de testes in
vitro e houve diferenciacdo celular em todas as amostras, inclusive na amostras controle,
apos 14 e 21 dias de testes in vitro, indicando que apds 21 dias, os resultados tendem a
ficar semelhantes.

- As superficies produzidas sdo citocompativeis e permitem a adesdo e diferenciacéo
celular, ou seja, as superficies testadas embora sejam diferentes, foram essencialmente
muito semelhantes com relacdo a resposta celular, ou seja, ndo houve diferenca
significativa para a adeséo e diferenciagéo celular.

- A rugosidade ndo é um fator que determina o nimero de células, podendo indicar que a

morfologia da superficie e/ou a composi¢do quimica da mesma sejam determinantes.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Realizar estudos in vivo para avaliagdo intra-0ssea da resposta do tecido ésseo ao
implante de forma a entendermos como o tecido 6sseo cresce na superficie do implante,
se ocorre intimo contato ou se apresenta tecido fibroso interposto.

- Através de estudos in vivo monitorar o tempo de osseointegracdo, de forma a inserir o
implante e avaliar a osseointegracdo apds 1 semana, 2 semanas, 4 semanas e 8 semanas,

para verificar a velocidade de osseointegracéo osso-implante.
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