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Neste trabalho foram desenvolvidas superficies de 6xido de titanio (TiO,) com
fons incorporados produzidas pela técnica eletroquimica de oxidacdo anddica a
microarco para utilizacdo em implantes biomédicos com objetivo de avaliar a
osseointegracdo em funcdo da modificacdo superficial. Foi realizada a caracterizacdo
morfologica, composicional, mecanica e bioldgica dos grupos de superficies
desenvolvidos: grupo TiO, Acetato + Bgf (incorporacdo de ions Ca e P); grupo TiO,
Acidos (incorporacéo de ions P); grupo TiO, 0,04M Zinco e grupo TiO, 0,1M Zinco
(incorporacdo de ions P e Zn). De acordo com o ensaio de citotoxicidade todas as
superficies sdo atoxicas. Para a avaliacdo da osseointegracdo foi selecionado o grupo
que apresentou resultados mais satisfatorios em todas as caracterizacdes, além de
apresentar maior resisténcia ao destacamento, que foi o grupo TiO, Acidos (teste).
Realizada a avaliacdo in vivo, apds quatro semanas foi procedida a eutanasia. Os
resultados da avaliacdo histomorfométrica permitiram observar que a superficie teste
apresentou maior area de neoformagdo Ossea, comprovando que a modificacdo
superficial do titdnio pela técnica de oxidacdo anddica a microarco favorece a

osseointegracdo de implantes biomédicos.
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In this work titanium oxide (TiO;) surfaces were developed with ions
incorporated produced by electrochemical technique of micro-arc oxidation for use in
biomedical implants to evaluate osseointegration due to surface modification. It was
performed morphological, compositional, mechanical and biological characterization of
the surface groups developed: TiO, Acetato + Bgf group (incorporation of Ca and P
ions); TiO, Acidos group (incorporation of P ions); TiO, 0,04M Zinco group and TiO;
0,1M Zinco group (incorporation of P and Zn ions). According to the cytotoxicity test
all surfaces are nontoxic. For the evaluation of osseointegration it was selected the
group with most satisfactory results in all characterizations, besides show best
detachment resistance, which was TiO, Acidos group (test). Performed the in vivo
evaluation, after four weeks euthanasia was proceeded. Histomorphometric results
propose that the surface area test showed higher bone formation, demonstrating that the
surface modification of titanium by micro-arc oxidation technique favors the

osseointegration of biomedical implants.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A implantodontia € uma das especialidades da odontologia que mais cresceu nos
ultimos anos. A difuséo da reabilitacdo oral por meio de implantes odontoldgicos é cada
vez mais crescente, assim como a quantidade de profissionais habilitados para
desenvolver o procedimento. A disponibilidade de implantes no mercado, o custo do
tratamento, a estética proporcionada e a propaganda macica nos meios de comunicagado
sdo pontos importantes na escolha do tratamento pelo paciente. Em relacdo a parte
clinica, podemos encontrar uma variedade de produtos comerciais com diferentes
modificacOes superficiais, entre outras caracteristicas, e que alcangam uma boa resposta
de osseointegragéo.

Apesar do alto percentual de sucesso em longo prazo, a reabilitacdo oral por
meio de implantes odontologicos ainda tem suas limitacbes. Pelo protocolo
convencional em duas etapas, apés a cirurgia de insercdo do(s) implante(s), o periodo de
osseointegracdo varia de 3 a 6 meses e sO apos este periodo pode-se coloca-lo em
funcdo (MISCH, 2000). Este € o tempo necessario para que uma unido estavel e
funcional entre o 0sso e a superficie do implante seja estabelecida. A osseointegracéo é
caracterizada pela ancoragem direta e estavel do implante proporcionada pela formagéo
de tecido 0sseo circundante sem crescimento de tecido fibroso interfacial
(ALBREKTSSON & WENNERBERG, 2004a).

Intensificam o0s estudos nas areas de Implantodontia e de Engenharia de
materiais para o desenvolvimento de estratégias que acelerem 0s mecanismos de
osseointegracdo, a fim de conferir maior estabilidade no processo de remodelacdo Gssea
e permitir um carregamento precoce do implante. Aceleracdo na osseointegracdo € um
dos grandes objetivos a serem alcangados nas pesquisas atuais. Dentre 0s biomateriais
utilizados na implantodontia, o titdnio comercialmente puro e suas ligas destacam-se
devido a sua excelente biocompatibilidade, propriedades biomecénicas superiores,
facilidade de modificacdo superficial do implante, baixo mddulo de elasticidade,
facilidade no processo de esterilizacdo e excelente resisténcia a corrosdo (ABDULLAH,
2010; LIU et al., 2004; WILLIAMS, 1994).

A superficie do biomaterial apresenta papel crucial na resposta dos tecidos
subjacentes aos dispositivos médicos artificiais, pois constitui contato direto com o

fluido corpdreo. Modificagdes composicionais e/ou topogréficas sdo realizadas a fim de
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aumentar o grau de biocompatibilidade da interface implante-osso (LIU et al., 2004). Na
busca por superficies que promovam uma rapida e eficaz osseointegracdo, estudos tém
sido desenvolvidos de forma a modificar a superficie do titdnio pelos mais variados
processos. Através do uso isolado ou combinacdo de processos mecanicos, quimicos e
fisicos é possivel alcangar composicGes e texturas superficiais diferenciadas (SILVA et
al., 2005; XUANYONG et al., 2004; LIU et al., 2004 ).

Um dos primeiros recobrimentos ceramicos estudados para aplicacGes
biomédicas foi de hidroxiapatita (HA), principalmente devido a sua grande similaridade
com o componente inorgénico dos 0ssos e dentes, sendo a forma de fosfato de calcio
mais estavel e a menos solivel. Embora tenham sido desenvolvidas metodologias
simples, rapidas e de baixo custo para producdo de recobrimentos de HA, a
consolidacdo destes processos ndo ocorreu devido a sua natureza fragil, baixa
tenacidade a fratura e baixa aderéncia na interface do recobrimento. Uma alternativa que
tem recebido consideravel interesse é o desenvolvimento de recobrimentos de 0xido de
titanio - TiO, (BRANDAO et al., 2010; HANAWA, 2010; COSTA et al., 2009;
RAVAGLIOLI & KRAJEWSKI, 1992).

Empregada no presente estudo, a técnica de oxidacdo anddica a microarco é uma
técnica simples, bem estabelecida, reprodutivel, de baixo custo, que proporciona
melhora na resisténcia a corrosdo, produz recobrimentos uniformes com superficie
porosa homogénea, rugosa e com grande variabilidade de espessura (na faixa entre
10nm e 40um). Estas caracteristicas sdo alcancadas pelo controle dos parametros do
processo, como: voltagem, tempo, composicdo e concentracdo do eletrdlito, temperatura
e intensidade de corrente (OMIDVAR et al., 2011).

Outra abordagem que vem apresentando resultados clinicos promissores é o
desenvolvimento de recobrimentos de 6xido de titdnio com ions incorporados (WEI,
2007). A incorporacdo idnica no recobrimento pode estar associada ao tipo de eletrdlito
empregado. O mais bem sucedido recobrimento de Oxido de titdnio disponivel
comercialmente possui ions P (fésforo) incorporados, que ao serem liberados nas
primeiras etapas do remodelamento 6sseo, entram em contato com o fluido biolégico e
maximizam o processo de mineralizacdo. Uma abordagem muito pesquisada é verificar
se a adicdo de ions calcio a superficie de 6xido de titanio contendo ions P possa vir a
acelerar ainda mais este processo, potencializando assim a resposta 6ssea (SHIBUYA,
2009).



O estudo desenvolvido anteriormente mostrou que o processo de anodizacgao a
microarco produz recobrimentos de Oxido de titdnio contendo célcio e fosforo
incorporados com caracteristicas topogréficas e de bioatividade pelo ensaio in vitro
promissoras a uma osseointegracdo bem sucedida (SANTOS, 2008). O presente
trabalho visou aprimorar o processo de producdo de recobrimentos de éxido de titanio
pelo processo de anodizacdo a microarco. Duas diferentes solugdes eletroquimicas
foram empregadas e a caracterizacdo composicional, morfoldgica, estrutural,
biomecénica e de biocompatibilidade in vitro pelo ensaio de citotoxicidade dos
recobrimentos produzidos foi realizada. A incorporacdo de metais no recobrimento foi
avaliada pelo uso de duas concentragdes de nitrato zinco ao eletrélito (0,04M e 0,1M) a
um dos eletrolitos utilizados. Por fim, uma das superficies foi avaliada pelo ensaio in
vivo por 30 dias, analise histomorfométrica e ensaio de torque de remocdo foram

realizados para avaliar a osseointegracéo.



CAPITULO 2 - OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal desenvolver, caracterizar e
avaliar a biocompatibilidade de recobrimentos de 6xido de titdnio produzidos pela
técnica eletroquimica de oxidacdo anddica a microarco sobre substrato de titanio puro
para utilizacdo em implantes biomédicos.

Para alcancar o objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

1 - Producdo e caracterizacdo de recobrimentos de 6xido de titanio contendo: 1)
calcio e fosforo; 2) fosforo e 3) fosforo e zinco produzidos pela técnica eletroquimica de
oxidacdo anodica a microarco. Nesta etapa foi estabelecido procedimento otimizado a
fim de garantir reprodutibilidade e qualidade das superficies produzidas.

2 - Avaliacdo da citotoxicidade dos recobrimentos produzidos, conforme norma

ISO 10993-5 (2009). A superficie de titanio puro usinada foi utilizada como controle.

3 - Avaliacdo da resposta bioldgica através dos ensaios in vivo dos
recobrimentos de oxido de titanio contendo fosforo. A caracterizacdo foi conduzida pelo

ensaio de torque de remocéo e pela analise histomorfométrica.

4 - Correlacéo das propriedades fisico-quimicas, mecanicas e de superficie com

a resposta bioldgica para os acabamentos superficiais.



CAPITULO 3 - REVISAO DA LITERATURA

Atualmente as pesquisas na area de biomateriais para uso em implantes
odontoldgicos tém direcionado seus esforcos na busca de uma superficie que promova
osseointegracdo rapida e duradoura (SAMMONS et al., 2005). A terapia com implantes
odontoldgicos esta cada vez mais difundida na sociedade moderna, acarretando numa
constante necessidade de desenvolvimento e aprimoramento das superficies e técnicas
de modificacdo superficial existentes. O grande desafio nesta area de pesquisa é o
desenvolvimento de uma superficie que promova aceleragdo na osseointegracao.

Com 0 objetivo de substituir de forma parcial ou total um tecido, 6rgédo ou
fungdo do corpo, 0 uso de um biomaterial visa promover melhora da qualidade de vida
do paciente (MONTENEGRO, 2007). O biomaterial deve ser compativel com o
organismo vivo de forma a provocar minima reacdo adversa ao organismo. O desafio
atual é a biofuncionalidade, ou seja, capacidade de exercer a funcdo que Ihe é atribuida
como se fosse préprio do organismo. Um biomaterial ideal deveria induzir uma rapida,
previsivel e controlada cicatrizacdo dos tecidos hospedeiros (OLIVEIRA & NANCI,
2004).

O sucesso ou fracasso da terapia com implantes dentarios € principalmente
baseado nos principios da criagdo e manutencdo de uma interface entre o implante e
0SS0 circunjacente. Isto é conseguido pelo fendmeno chamado osseointegracdo, que
consiste no estabelecimento de uma unido estavel e funcional entre o 0sso e a superficie
do implante. A ancoragem direta e estavel do implante é alcancada pela formacdo de
tecido 6sseo circundante sem crescimento de tecido fibroso na interface osso-implante
(ALBREKTESSON & WENNERBERG, 2005; BRANEMARK et al.,1977, 1969).

Fatores sistémicos e locais influenciam na obtencdo de uma interface
osseointegrada e, por conseguinte, na estabilidade do implante. Caracteristicas
composicionais, morfologicas e superficiais, como a rugosidade do implante, tém
recebido grande atencdo em estudos atuais, com o objetivo de conseguir uma interacdo
ainda mais favoravel entre o implante e os tecidos circunjacentes (ALLA et al., 2011).
Para isto, é necessario que sejam desenvolvidos biomateriais que atendam a estes
requisitos e, desta forma, haja a osseointegracao.

De acordo com a composi¢cdo quimica, os biomateriais sdo classificados em:

poliméricos, metalicos, ceramicos e compdsitos. Os biomateriais metalicos sdo
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utilizados principalmente na reposic¢éo de tecidos duros como 0ssos e dentes, na forma
de proteses de quadril e implantes dentérios. Dentre os materiais empregados na
substituicdo de érgdos que sdo constantemente submetidos a cargas funcionais destaca-
se o titanio, por apresentar modulo de elasticidade relativamente baixo quando
comparado ao ago inoxidavel e as ligas de Co-Cr-Mo, boa resisténcia a fadiga,
usinabilidade e conformidade, além de elevada resisténcia a corrosdao quando em
contato com fluidos corp6reos e biocompatibilidade. O mddulo de elasticidade do
titdnio (100 GPa) é de 2 a 4 vezes maior que 0 0sso humano (10 a 30 GPa)
(ABDULLAH, 2010; ALMEIDA, 2008; WILLIAMS, 1994).

O uso do titdnio como biomaterial para implante foi iniciado em meados da
década de 60, na Suécia, por Branemark. Somente a partir de 1980, com os resultados
destes estudos, aumentou o interesse pelos sistemas de implantes osseointegrados,
tornando-os amplamente difundidos na Odontologia.

Embora nenhum material seja totalmente biocompativel, sabe-se que diversos
fatores influenciam na osseointegracdo do titanio, principalmente as propriedades de
superficie, composicionais, morfologicas, estruturais, mecanicas, biologicas e, portanto
0 biomaterial pode ter um desempenho altamente satisfatorio se estes requisitos forem
atendidos de forma apropriada (GEBRAN & WASSAL, 2007). No que diz respeito a
resisténcia a corrosdo do titanio, pode-se dizer que esta € a caracteristica que o
diferencia entre outros metais empregados para aplicacdo como biomaterial, pois o
mesmo reage instantaneamente quando em contato com o ar formando uma camada de
oxido de titanio com espessura de 2 a 10 nm (DONLEY & GILLETTE, 1991). Esta
camada superficial de déxidos € reportada como provedora da biocompatibilidade do
titdnio (LAUTENSCHLAGE & MONAGHAN, 1993).

O oxido de titanio (TiO,) pode se apresentar em trés diferentes formas
alotropicas: anatasio (estrutura cristalina tetragonal), rutilo (estrutura cristalina
tetragonal) e broquita (estrutura cristalina ortorrémbica). Geralmente em temperaturas
abaixo de 350°C o 6xido de titanio existe em sua forma amorfa (ABDULLAH, 2010).
Enguanto o rutilo é a fase mais estavel do TiO,, o anatasio e broquita sdo metaestaveis
em todas as temperaturas. Algumas propriedades do TiO; sdo sensiveis a sua forma
cristalina. A fase cristalina anatasio é termodinamicamente menos estavel que o rutilo,
mas sua formacdo é cineticamente mais favoravel a baixas temperaturas (<600°C). A
transformacdo de anatdsio para rutilo € uma transicdo irreversivel de uma fase

termodinamicamente metaestavel para uma fase estavel, por exemplo, quando
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submetido a tratamento térmico (HERRMANN et al., 1999; LINSEBIGLER et al.,
1995). Diversos estudos in vitro comprovam a efetividade do anatésio e do rutilo na
formacédo de apatita favorecendo a diferenciagdo de osteoblastos (PARK et al., 2005;
YANG et al., 2004; XIONG et al., 2004; ROHANIZADEH, et al., 2004; JOHANSSON
et al., 1989).

3.1- Oxidacao Anodica a Microarco

A oxidacdo anddica a microarco € uma técnica eletroquimica de modificacdo
superficial que tem sido estudada na area de biomateriais com objetivo de melhorar a
biocompatibilidade da camada de Oxidos e sua estrutura. Diferentes estruturas
morfologicas sdo obtidas (densas, rugosas e/ou porosas) além de permitir a obtencéo de
recobrimentos de alta qualidade, alta microdureza, excelente aderéncia ao substrato,
resisténcia mecanica e resisténcia a corrosdao. Como eletrolitos séo utilizadas solucdes
diluidas de &cidos, bases e sais, como acetato de célcio, acido acético, betaglicerofosfato
de sodio (Bgf), acido sulfurico, acido fosforico, acido acético, dentre outros (LIU et al.,
2005).

A oxidacdo anodica a microarco compreende na producdo artificial de um
recobrimento de 6xido sobre a superficie do anodo decorrente da aplicacdo de corrente
elétrica entre dois eletrodos quando imersos em uma solucdo eletrolitica. Um campo
elétrico é formado entre metal (anodo) e o catodo. A difusdo idnica com oxigénio leva a
formacdo de um recobrimento de éxido sobre a superficie do anodo (LIU et al., 2005).
Nesse processo, 0 anodo representado pelo titanio, € imerso na solugdo aquosa e uma
voltagem alternada é aplicada entre o anodo e o catodo. O catodo é representado por um
fio ou tela de platina (LIU et al., 2005).

As reacOes envolvidas no processo (LIU et al., 2005) podem ser descritas da
forma abaixo:

1) Na interface Ti/ 6xido de titanio:

Ti — T#" + 2¢”

2) Na interface 6xido de Ti/eletrdlito:

2H,0-207 + 4H" (0 fon oxigénio reage com o Ti para formar o 6xido)

2H,0<> O, (g) + 4H" + 4e™ ( gas O, evolui da superficie do eletrodo)

3) Em ambas superficies:

Ti?"+ 207 TiO2+ 2¢”



fons de titanio e de oxigénio formados nas reacdes de redox levam a formagéo
de Oxidos pelo campo elétrico externo aplicado, resultando na formagdo do
recobrimento de Oxidos sobre o substrato de titdnio. O Oxido de titdnio formado
apresenta alta resistividade relativa em relacdo ao eletrdlito e as partes metalicas do
circuito elétrico. A presenca do recobrimento de 6xido 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 manterd e o 6xido continuara crescendo. A espessura final do recobrimento
de 6xidos é linearmente dependente: da voltagem aplicada, do tempo de anodizacao, do
tipo de eletrdlito e da corrente aplicada. Em altas voltagens o processo de anodizacao
leva a um aumento da evolucdo do gas e, devido a interrupcdo da corrente elétrica
causada pelo crescimento da camada de O0xidos, ocorrerdo descargas elétricas. Este tipo
de anodizagédo é conhecido por oxidacdo anddica a microarco e forma recobrimentos
muito porosos (LIU et al., 2005).

A qualidade do recobrimento produzido pela oxidacdo anddica a microarco €
determinada por parametros como composi¢cdo do eletrélito, temperatura do eletrélito,
composicdo da liga, voltagem, densidade de corrente e tempo. Tais parametros
influenciam diretamente na espessura, cristalinidade, rugosidade, tamanho dos poros,
topografia, morfologia e composicado quimica do recobrimento (SANTOS et al., 2009;
OH et al., 2005).

Neste contexto, Sonoda e cols. com o objetivo de avaliar os efeitos da voltagem
no processo de anodizacdo, observaram que 0s recobrimentos formados acima da
voltagem em que se observa-se emissdo de faiscas com quebra do recobrimento -
sparking voltage - (160 V) sdo por volta de 10 vezes mais espessos que 0S
recobrimentos produzidos abaixo desta voltagem. Além disso, apenas o anatasio foi
formado tanto com voltagens superior (220 V) quanto inferior (110 V) em um eletrolito
composto por &cido sulfurico 3% e é&cido fosforico 3%, durante 20 minutos de
anodizacdo em uma fonte DC a temperatura de 27°C (SONODA et al., 2007).

Sul e cols. investigaram as propriedades das superficies dos recobrimentos de
oxidos produzidos por oxidacdo anddica a microarco sobre substrato de titanio
comercialmente puro e foi observado que com o aumento da voltagem (100 até 380 V)
houve diferenca substancial na espessura dos recobrimentos, que variou na faixa de 200
a 1000 nm. As propriedades microestruturais e a cristalinidade do 6xido de titanio

variaram de acordo com a espessura do recobrimento. Os recobrimentos mais finos
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eram constituidos de anatésio e os recobrimentos mais espessos apresentaram as fases
anatasio e rutilo (SUL et al., 2002).

De forma parecida, Kim e Ramaswamy desenvolveram recobrimentos com
eletrdlito a base de acetato de calcio 0,1M e betaglicerofosfato de célcio (0,02M a
0,05M) a 350 V por 30 minutos. Foi verificado um aumento no didmetro dos poros com
0 aumento do contetdo de betaglicerofosfato de célcio no eletrdlito. No que diz respeito
a cristalinidade dos recobrimentos, o aumento da voltagem (100 V a 500 V)
proporcionou a mudanca da estrutura do recobrimento de Oxidos de amorfa para
cristalina. Outro pardmetro que influenciou o aumento da cristalinidade foi 0 aumento
da concentracdo de célcio incorporada no recobrimento de 6xidos. A camada de 6xidos
produzida a 250 V é fundamentalmente composta por anatasio. Com o aumento da
voltagem, rutilo comecou a aparecer gradualmente, obtendo-se uma mistura de anatasio
e rutilo. A 450 V, a presenca de titanio apresenta-se reduzida no difratograma de raios
X, indicando a obtencdo de recobrimentos mais espessos e novos compostos contendo
Ca, P, Ti e O foram formados em adicdo ao anatasio e rutilo. Esses fosfatos de célcio e
rutilo se tornaram dominantes a 500 V (KIM & RAMASWAMY, 2009).

Com o mesmo proposito, Simka e cols. utilizaram como eletrolitos as misturas
de 20g.dm™ NaH,PO, em 4,3M HsPO,4 e 20g.dm™ Ca(H,PO,), em 4,3M HsPO, com
voltagens de 100 e 150 V. Foi confirmada por EDS a incorporacédo de calcio e fésforo
nos recobrimentos produzidos. Para o primeiro eletrélito foi observada a presenca de
fosforo; para o segundo: célcio e fésforo. Os autores afirmam que as propriedades
fisico-quimicas das camadas de Oxidos, como espessura, morfologia, composicéo
quimica e grau de cristalinidade sdo relativamente faceis de programar através da
aplicacdo do eletrdlito, densidade de corrente e voltagem apropriados (SIMKA et al.,
2009).

Zhu e cols. avaliaram topografia, composicao e estrutura dos recobrimentos de
oxido de titanio, utilizando em seus experimentos eletrolito de betaglicerofosfato de
calcio em acetato de célcio. A condicdo de producdo de recobrimento otimizada foi de
betaglicerofosfato de célcio 0,02M em acetato de célcio 0,15M, com densidade de
corrente de 70 A/m? voltagem final de 350 V utilizando-se uma fonte DC. Os
recobrimentos produzidos possuiam rugosidade média de 0,98 um (R,) e espessura de
5-7 um, assim como a adesdo entre substrato e camada de 6xidos foi considerada boa e
a razdo molar Ca/P de 1,67 no recobrimento de 6xidos (ZHU et al., 2001).



Os biomateriais para terem aplicacdo clinica como implantes ndo devem
provocar reacdo adversa ou qualquer dano ao paciente. Para minimizar o namero de
animais em um ensaio in vivo, ensaios in vitro s8o 0s primeiros empregados na
avaliacdo da biocompatibilidade de um material para uso como dispositivo médico.
Ensaios com utilizacdo de culturas celulares séo realizados por permitirem a obtencao
de dados sobre a resposta tecidual. Esta metodologia experimental é utilizada no estudo
das varias etapas da resposta bioldgica e das interacfes celulares aos biomateriais, num
ambiente especifico e bem controlado.

O ensaio de citotoxicidade é um ensaio rapido, padronizado e sensivel, capaz de
fornecer dados se o material apresenta quantidades significativas de elementos toxicos
extraiveis. A sensibilidade do ensaio estda no fato de que as culturas celulares
permanecem em ambiente controlado e sem a presenca dos mecanismos de defesa
celular existentes no sistema biologico. Existe uma correlacdo bastante razoavel entre os
ensaios in vivo e 0s ensaios de citotoxicidade para materiais implantaveis. Porém estes
ultimos séo apenas indicadores primarios de biocompatibilidade biologica e nao
eliminam a necessidade dos ensaios in vivo.

De acordo com a norma ISO 10993-5 (2009), os métodos utilizados para a
determinacdo da citotoxicidade podem ser agrupados em quatro categorias: as
avaliacGes da morfologia celular; as determinac6es dos danos celulares; a avaliagdo do
crescimento celular; e a avaliacdo de aspectos referentes ao metabolismo celular. Os
ensaios validados para a avaliacdo do metabolismo celular sdo: NRU (Neutral Red
Uptake — Ensaio de captacao do corante vermelho neutro), ensaio de citotoxicidade para
formacdo de coldnias, MTT/MTS e XTT (2,3-bis(2-methoxi-4-nitro-5-sulfophenyl)-
5[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) (ICCVAM, 2006; NIH, 2001).

O percentual de contato entre 0sso e implante necessario para gerar uma
ancoragem suficientemente eficaz para permitir que um implante receba carga funcional
permanece incerto (LOPEZ, 2007; BUSER et al., 1991). Os dois métodos mais
empregados para analisar a interface entre 0sso e implante sdo os testes biomecanicos,
como por exemplo, o teste de torque de remocdo e andlise histomorfométrica
(SYKARAS et al., 2000).

Além de eletrolitos a base de sais, como alguns citados anteriormente, diversos
estudos sdo realizados com eletrdlitos & base de acidos. Acido sulfdrico (H,SO,) é o
acido mais comumente utilizado para anodizacdo do titénio (KIM & RAMASWAMY,

2009). Park e cols. avaliaram o efeito da voltagem aplicada em recobrimentos
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produzidos com eletrélito composto de &cido sulfdrico 0,25M em écido fosforico 0,25M
na resposta osteogénica. Foram utilizadas numa fonte DC voltagens de 220 e 320 V,
densidade de corrente 380 A/m? e tempo de 1 hora de deposicéo. A resposta celular foi
avaliada via microscopia eletrénica de varredura (MEV) e coloragdo de F-actina,
enquanto que a osteogénese das células do estroma da medula éssea (BMSC) foi
avaliada pela atividade de fosfatase alcalina (ALP). A rugosidade média (R,) variou
entre 0,22 e 0,73 um e o didmetro médio dos poros foi de 5,5 um. As fases cristalinas
presentes eram constituidas de anatasio e rutilo. Com o aumento da voltagem houve
aumento no tamanho dos poros e na espessura do recobrimento. Concluiu-se que 0s
recobrimentos produzidos a 320 V apresentaram melhores condi¢cdes para osteogénese
no oxido de titanio. Com isso, acredita-se que a rugosidade e a morfologia dos poros
afetaram diretamente na osteogénese facilitando a diferenciacdo das células-tronco
mesenguimais em osteoblastos (PARK et al., 2005).

Em um estudo similar, Ha e cols. avaliaram a resposta de células MG63 quanto a
afinidade e proliferagéo de recobrimentos anodizados produzidos em varias voltagens
(220, 300 e 320 V) e solucdo eletrolitica composta de acido sulfurico 0,25M (H,SQO,) e
acido fosférico 0,25M (H3PQO,4). O ensaio MTT foi realizado por 12, 24 e 48 horas. Os
resultados demonstraram que, similarmente ao estudo desenvolvido por Park o tamanho
dos poros aumentou com o aumento da voltagem. Para 220 V foram obtidos
recobrimentos com tamanho de poros de 0,2 - 1,0 um e para 300 e 320 V a variagdo foi
de 3,0 - 5,5 um. Porém com o aumento da voltagem, a rugosidade diminuiu. Quanto as
fases cristalinas foram identificadas as presencas das fases anatésio, rutilo e dxidos
amorfos. Rutilo foi observado apenas em 320 V. A atividade celular no ensaio MTT
aumentou significativamente em 300 e 320 VV em comparagdo com 0S grupos controle e
220 V. A proliferacdo de células MG63 aumentou substancialmente nos grupos com
tamanhos de poros entre 3,0 - 5,5 um (300 e 320 V) em comparagao com 0S grupos de
tamanho entre 0,2 e 1,0 um (220 V) (HA et al., 2006).

Oh e cols. estudaram o comportamento de eletrélitos de acido sulfirico 1,5M,
acido fosfdrico 0,3M e perdxido de hidrogénio 0,3M na formacdo de recobrimentos de
oxido de titdnio com voltagem constante de 180 V, tempo de 30 minutos e densidade de
corrente de 35 mA/cm?. Foi constatado que a adicdo de acido fosférico na solucéo
eletrolitica aumenta significativamente a espessura do recobrimento. Além disto, foi
observada a incorporagdo de P no recobrimento de Oxidos e que 0S mesmos estdo

presentes predominantemente na fase anatasio. Resultados da avaliacdo biologica em
11



SBF (Simulated Body Fluid) demonstraram que o0s recobrimentos apresentaram
propriedades bioativas (OH et al., 2005).

Estudo desenvolvido por Abdullah (detalhes na tabela 3.1) avaliou
recobrimentos produzidos com diferentes solugdes eletroliticas contendo acido sulfurico
1,5M (H,SQy), &cido fosférico 0,3M (H3PO,) e peroxido de hidrogénio 0,3M (H,0,) na
temperatura de 25°C. A bioatividade in vitro foi avaliada em SBF e com osteoblastos
Saos-2. Para os recobrimentos produzidos a 180 V durante 50 minutos, o tamanho de
poros maximo obtido foi < 1 pum para as solu¢des S, SH e HP; enquanto que < 1,5 pm
para as solucdes SP e SHP. O tamanho e nimero de poros aumentaram com 0 aumento
da voltagem. Resultado similar foi obtido com aumento do tempo de deposicdo. A
porosidade minima alcancada foi para a solugdo SH (1,5M H,SO, + 0,3M H,0,),
sugerindo que o H,O, possa limitar o processo de formacdo de poros. As porosidades
foram em ordem decrescente: SHP>SP>>S>HP>SH. Outro fato importante é que poros
maiores foram produzidos quando o eletrolito era constituido por uma mistura de dois
acidos, com ou sem 0 H,0,. Poros menores foram formados quando utilizada solucéo de
um &cido, com ou sem H,0,, permitindo concluir que o tamanho dos poros € fortemente
dependente da quantidade de &cido presente na solucdo. A espessura aumentou de forma
proporcional com o aumento da voltagem, porém longos periodos de anodizacdo nao
levaram a grandes beneficios em espessura. Com relacdo a fase cristalina, houve apenas
formacdo de anatasio nos recobrimentos de oxido de titanio. O autor defende que tanto a
solucdo eletrolitica como a densidade de corrente sdo fundamentais na formacdo de
rutilo. Além disso, baixas densidades de corrente podem ser usadas para obter
recobrimentos puros de anatdsio. Para composicdo quimica dos recobrimentos, as
analises de EDS mostraram que para os recobrimentos produzidos com solucdo SHP a
90 V em 50 minutos ndo apresentam célcio ou fosforo, diferentemente da condicdo de
180 V com o mesmo periodo de anodizacdo, onde se observa presenca destes ions. Na
andlise da cultura de células Saos-2 foi observado, para recobrimentos produzidos a 180
V em 50 minutos, grande desenvolvimento de osteoblastos sobre as superficies
anodizadas com a mistura de eletrélitos — SHP, inclusive com alto grau de adesdo
celular e penetracdo celular. Com estes resultados celulares, foi concluido que as

superficies anodizadas oferecem excelente leito para adesdo celular.
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Tabela 3.1- Condicéo de anodiza¢éo (ABDULLAH, 2010)

Solucéo Composic¢ao do Eletrdlito Parametros Valor

S 1,5M H,SO, Temperatura (°C) 25

SH 1,5M H,SO, + 0,3M H,0, Voltagem DC (V) 90, 120, 150, 180
Hp 0.3M HaPO, +03M H,0, Densidade de (2:orrente .

(mA/cm?)
SP 1,5M H,SO, + 0,3M H3PO,
1,5M H,SO,4 + 0,3M H3PO, + Tempo (minutos) 1,3,5,10,30,50

SHP 0,3M H;0,

Abdullah (2010) também comparou o efeito da mistura de eletrdlitos acetato de célcio
com betaglicerofosfato de sodio e observou um efeito benéfico no crescimento do tecido
0sseo, favorecendo a ancoragem dos implantes no 0sso. Os parametros utilizados foram:
1- Voltagem aplicada: 150, 200, 250, 300 e 350 V;

2- Tempo de anodizagéo: 1, 3, 5 e 10 minutos

Densidade de corrente: 10 e 20 mA/cm?

w
1

4

Eletrélitos: Acetato de célcio 0,2M + Betaglicerofosfato de sédio 0,02M

Acetato de calcio 0,4M + Betaglicerofosfato de sodio 0,04M
5- Temperatura: ~ 25°C

Para o grupo do eletrélito acetato de céalcio 0,2M + betaglicerofosfato de sodio
0,02M foi observado que o uso de baixa densidade de corrente (10 mA/cm?) e baixa
voltagem (150 V) apenas anatasio é formado, mesmo com o aumento do tempo de
anodizacdo. Apenas a 350 V e a partir de 10 minutos de anodizacdo que o rutilo comeca
a ser formado. No grupo do eletrélito acetato de calcio 0,4M + betaglicerofosfato de
s6dio 0,04M, com baixa densidade de corrente (10 mA/cm?) e baixa tensdo (150, 200,
250 V), ocorre formacdo das fases anatésio e rutilo, porém o rutilo tem sua formacéo
somente a partir de 300 V quando o processo tem duracdo de até 10 minutos e
densidade de corrente baixa. Com a densidade de corrente mais alta (20 mA/cm?), o
rutilo é formado a partir de 150 V para o0 mesmo tempo de anodizacdo. Com estes dados
presume-se que o parametro densidade de corrente é significativo para o estudo da
formacdo de do rutilo. Enquanto que para a formacdo do anatasio o parametro mais

significativo € a concentracdo do eletrolito mais alta. Quanto & microestrutura, o
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tamanho dos poros aumentou com o aumento da voltagem. As rachaduras resultantes de
tensdes na superficie e do choque térmico estdo presentes quando se aplica voltagens
acima de 300 V. Na anélise dos ensaios in vitro em SBF por 7 dias a 37°C, ndo houve
precipitacdo de apatita em nenhuma superficie anodizada (ABDULLAH, 2010).

Resultados semelhantes foram reportados por Han e cols. onde nenhuma apatita
foi formada nos recobrimentos anodizados em acetato de célcio 0,2M+
betaglicerofosfato de sddio 0,02M a 250, 350 e 450 V mesmo apds 90 dias de imersdo
em SBF (HAN et al., 2003). Ishizawa e Ogino também mostraram que nenhuma apatita
foi formada nos recobrimentos anodizados com voltagens menores que 400 V, mesmo
apds 300 dias de imersdo em SBF (ISHIZAWA & OGINO, 1995). Apds irradiagdo com
luz UV (ultravioleta) pequenas quantidades de hidroxiapatita podem ser vistas sobre as
superficies dos recobrimentos anodizados. A espectroscopia por dispersédo de energia
(EDS) foi utilizada para detectar Ca e P. Picos discretos foram observados nas amostras
anodizadas com eletrélito de baixa concentracdo, porém estes picos eram muito mais
acentuados nas amostras anodizadas com eletrolito de alta concentragdo. Estes dados
levam a supor que a irradiacdo UV favorece a precipitacdo de hidroxiapatita no anatasio
devido as suas propriedades fotocataliticas. Cultura de células Saos-2 foi utilizada para
investigar a funcdo dos osteoblastos sobre as superficies anodizadas apos 19h de cultura.
Osteoblastos cresceram sobre todas as superficies. A integracdo celular nos
recobrimentos porosos foi considerada muito boa (ABDULLAH, 2010).

Uma caracteristica de grande importancia quanto as propriedades mecanicas do
recobrimento de éxidos é que durante 0 momento de sua insercdo no 0sso, estes sdo
submetidos a forcas de compressdo e tor¢do. Desta forma é crucial que o recobrimento
se mantenha integro na superficie, sem ocorréncia de danos ou destacamentos. Para isto,
ensaio de riscamento e ensaio de torque sdo importantes ferramentas empregadas na
avaliacdo da resisténcia a aderéncia desses recobrimentos. Huang e cols. avaliaram a
formacdo Ossea local (BIC - bone-implant contact) e osseointegracdo em implantes com
superficies de 6xido de titanio (TiUnite®) em macacos na regido posterior da maxila
com qualidade dssea tipo IV durante os periodos de 2, 3, 4 e 16 semanas. Observou-se a
formacdo de uma fina camada de 0sso recobrindo a maioria das roscas dos implantes. A
média da BIC para todo o grupo do estudo foi de 74,1 + 4,8%, o que é considerado um
alto nivel de contato implante-0sso, podendo ter significado clinico de sucesso e taxa de
sobrevida satisfatoria quando utilizado este tipo de superficie (6xido de titanio) em areas

com pobre qualidade 6ssea. Concluiu-se que a superficie de 6xido de titdnio em questédo
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tem um consideravel potencial osteocondutor promovendo alto nivel de osseointegracdo
em 0sso tipo IV (HUANG et al., 2004).

Knobloch e cols. em um estudo em cées Beagle adultos com o objetivo de
comparar a estabilidade e sobrevida apds sua inser¢do em implantes usinados (controle)
e implantes com superficies de 6xido de titanio nos periodos de 2, 4 e 6 semanas. Foi
observado que ap6s quatro semanas, a sobrevida dos implantes aumentou
significativamente para ambos 0s grupos quando comparada com o periodo de duas
semanas (KNOBLOCH et al., 2004).

Além da modificacdo da superficie do implante, alguns estudos avaliam a
influéncia da macrogeometria dos implantes (COELHO et al., 2011; MARIN et al.,
2011). Ensaio de torque de remocéo foi empregado no estudo sobre da influéncia da
macrogeometria de implantes dentéarios e a fixagdo 0ssea inicial nos periodos de 14 e 40
dias in vivo. Os resultados mostraram que o torque de remocdo foi significativamente
maior no intervalo de 40 dias in vivo (59,9 + 9,2 Ncm) quando comparado com o tempo
in vivo de 14 dias (28,4 £ 9,2 Ncm). Concluiu-se eu em 14 dias aconteceu a formagéo
Ossea, porém apenas no periodo de 40 dias que houve a remodelacdo Ossea e a
conversao do 0sso imaturo em 0sso lamelar (tecido 6sseo) (COELHO et al., 2011).

Marin e cols. avaliaram biomecanica e histologicamente diferentes
macrogeometrias (cilindrico com roscas triangulares-grupo controle e cénico com
roscas trapezoidais — grupo experimental) de implantes no periodo inicial da
osseointegracdo na porcdo proximal da tibia de cdes da raca Beagle. Histologicamente,
ambos 0s grupos apresentaram adequada biocompatibilidade e osteoconducdo com
neoformacdo Gssea nas regides cortical e medular da tibia. Baseado nos resultados
obtidos, a macrogeometria do grupo experimental melhorou o desempenho para o
torque de remoc¢do comparado ao grupo controle. Os resultados apontam que em relacao
aos implantes cilindricos (grupo controle), o grupo experimental apresentou estabilidade
aumentada em tempo de reparo reduzido. Estas caracteristicas convergem para as
tendéncias atuais dos implantes osseointegrados (MARIN et al., 2011).

Embora o titanio seja o biomaterial de escolha para utilizacdo em implantes
odontoldgicos, 0 mesmo ndo tem propriedades para prevenir a colonizacao bacteriana.
O acumulo de placa bacteriana em volta do pescoc¢o do implante apds sua implantagdo
pode levar a peri-implantite e subsequente perda de osseointegracdo (SATO et al., 2007,
MOMBELLI & SAMARANAY AKE, 2004). Estudos recentes apontam que superficies

de titanio dopadas com ions zinco apresentam propriedades antibacterianas elevadas. Xu
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e cols. avaliaram e quantificaram a adesdo de S. mutans (Streptococcus mutans) nas
superficies dopadas com ions zinco (teste) e superficies de titanio puro (controle). Como
resultado foi observado que houve elevada redugdo na adesdo de S. mutans na superficie
teste quando comparada com a quantidade de S. mutans aderida a superficie controle.
Inclusive foi constatado que a propriedade antibacteriana é diretamente proporcional a
concentracéo de zinco (XU et al., 2010).

Hu e cols. avaliaram a atividade antibacteriana de recobrimentos de TiO,
contendo ions Zn incorporados produzidos por oxidagdo anddica a microarco. Os
resultados mostram que tais superficies podem inibir fortemente a colonizacdo de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A atividade antibacteriana esta diretamente
relacionada a presenca do composto ZnO (6xido de zinco) no recobrimento que leva a
geracdo de ROS (Reactive Oxygen Species) que sdo espécies reativas de oxigénio, como
H,0,, ZnO, OH'". Elas atuam inibindo o crescimento de bactérias e reduzindo a adeséo
bacteriana.  Além disso, a superficie desenvolvida apresentou elevada adesdo,
proliferacdo e diferenciacdo de células da medula 6ssea de ratos (bMSC) gerando alto
nivel de atividade de fosfatase alcalina quando comparada com a superficie controle.
Sugere-se que a atividade antibacteriana, a citocompatibilidade e a capacidade de
promover diferenciacdo osteogénica podem ser atribuidas ao fato de haver a liberacdo
lenta e constante de ions Zn a partir da superficie do recobrimento (HU et al., 2011).

Zhang e cols. avaliaram in vitro a adesdo celular de osteoblastos MC3T3-Elem
superficies de Ti puro, TiO, e TiO, dopados com zinco e concluiram a adesdo de
osteoblastos MC3T3-E1 foi significativamente favorecida na superficie de TiO,
enriquecida com zinco quando comparado com as outras superficies do estudo, além de
ndo alterar a topografia da superficie nem composicao de fases. Desta forma, segundo
0s autores, acredita-se que superficies de TiO, dopadas com zinco sdo candidatas
promissoras para aplicacfes em implantes ortopédicos (ZHANG et al., 2011).

Diante do exposto concernente a literatura, superficies de TiO, produzidas por
oxidacao anodica a microarco com incorporacdo de ions sdo fortes candidatas a oferecer
mudancas favoraveis na resposta dos tecidos ao implante. Por este motivo superficies de
TiO, com ions incorporados (grupo com adicdo de calcio e fosforo; grupo com adicédo
de fosforo; e grupo com adicéo de fosforo e zinco) foram desenvolvidas, caracterizadas
e avaliadas in vitro nesta tese. Um grupo foi selecionado para avaliagdo in vivo e, desta
forma, avaliar a osseointegracdo de implantes biomédicos em fungdo da modificacéo

superficial do titanio puro com recobrimento de 6xido de titdnio com ions incorporados.
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CAPITULO 4 - MATERIAIS E METODOS

4.1- Preparacdo da superficie do titénio

Na etapa de desenvolvimento dos recobrimentos anodizados foram utilizados
discos de titdnio comercialmente puro (ASTM F-67 grau 2), com dimensdes de
12,0 mm x 1,0 mm. Para eliminar a rugosidade remanescente do processo de fabricagédo
foi realizada limpeza superficial dos discos de titanio. Foram utilizadas lixas de SiC
(carbeto de silicio) com granulometrias 220, 400, 600 e 1200 em politriz com fluxo de
agua. Para cada lixa, as amostras ficaram aproximadamente 03 minutos em posicao
perpendicular ao sentido de rotacdo da politriz com fluxo de &gua. Para minimizar a
presenca da camada natural de 6xidos que cresce sobre o titanio quando em contato com
0 oxigénio a lixa 1200 so foi utilizada no dia em que as amostras foram anodizadas. Na
avaliagdo in vivo, foram utilizados implantes cilindricos com sextavado externo de
tithnio puro, usinados, sem qualquer tratamento superficial, com 8,0 mm de
comprimento e 3,5 mm de diametro.

A limpeza da superficie, inclusive do implante, foi realizada conforme
procedimento recomendado por Takeuchi e cols. As amostras foram imersas em solucéo
de HCI (acido cloridrico) 10N em ultrassom por 30 minutos e lavadas abundantemente
com agua destilada. Posteriormente, foram imersas em acetona P.A. em ultrassom por
mais 30 minutos e lavadas abundantemente em agua destilada (TAKEUCHI et al.,
2003).

4.2— Sistema para producéo dos recobrimentos

Para a realizacdo do processo de oxidacdo anddica a microarco foi utilizada uma
fonte de tensdo DC (Agilent HP 6035A) (figura 4.1 a). Com o objetivo de aumentar a
escala de producdo, o sistema de producdo dos recobrimentos foi aperfeicoado
conforme apresentado na figura 4.1 b. Foram distribuidas quatro saidas de tensdo de
forma a produzir quatro superficies anodizadas simultaneamente, com arranjo em
paralelo. O contra-eletrodo de platina utilizado tem forma cilindrica com paredes em
tela (figura 4.1 ¢). Além disso, foram projetadas tampas de teflon (figura 4.1 c, d) para

acoplamento dos béqueres encamisados, que proporciona melhor fixagdo das hastes no
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eletrdlito. A tampa de teflon foi constituida de dois orificios: onde em um deles foi
posicionada a amostra, que foi previamente fixada em uma haste de titanio (por solda-
ponto no caso dos discos e rosqueada no caso dos implantes); no outro orificio foi
fixado o contra-eletrodo de platina. Uma pequena garra metélica foi utilizada para fazer
contato elétrico entre os eletrodos e a fonte. Com este aparato, toda superficie de titanio
ficou exposta a solugdo eletroquimica, possibilitando o crescimento homogéneo do
oxido. A distancia entre o contra-eletrodo de platina e a amostra de titanio foi de
aproximadamente 2 cm. Utilizou-se um béquer encamisado com capacidade para
500 ml (figura 4.1 d), e a circulacdo de agua na temperatura ambiente teve como
finalidade manter a temperatura da solucdo estavel durante o processo, evitando seu
aquecimento. Finalizada a anodizagdo, as amostras foram devidamente lavadas com

agua destilada e secas com um jato de ar quente.

Figura 4.1- Sistema de deposicao utilizado para anodizacdo: (a) fonte de tensdo DC; (b) circuito em série

para anodizacdo de 04 superficies ao mesmo tempo; (c) eletrodo de platina personalizado e tampa de

teflon; (d) béquer encamisado com circulagdo de agua.
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4.3— Producéo dos recobrimentos

Trés grupos de recobrimentos foram desenvolvidos neste trabalho. E conhecido
que a composicdo do eletrdlito tem influéncia na morfologia e composicdo do
recobrimento produzido (SANTOS et al., 2009; SIMKA et al., 2009; KIM &
RAMASWAMY, 2009; SONODA et al., 2007; PARK et al., 2007; OH et al., 2005;
LIU et al., 2005; SUL et al., 2002).

Na tabela 4.1 sdo apresentadas as especificacoes das solucdes e 0s parametros de
anodizacdo utilizados. Para facilitar a identificacdo ao longo do texto, as seguintes
denominagdes foram empregadas: grupo TiO, Acetato + Bgf; grupo TiO, Acidos; e o
grupo TiO, Zinco que subdivide-se em: TiO, 0,04M Zinco e TiO, 0,1M Zinco,

dependendo da concentragdo de nitrato de zinco empregada.

O primeiro grupo consistiu na producdo de recobrimentos de 6xido de titanio
com incorporacdo de calcio e fosforo (grupo TiO, Acetato + Bgf); o segundo grupo
consistiu na producdo de recobrimentos de 0xido de titdnio com incorporacao de fosforo
(grupo TiO, Acidos); e o terceiro grupo consistiu na producdo de recobrimentos de
oxido de titanio com incorporacdo de fésforo e zinco (grupo TiO, 0,04M Zinco e TiO,
0,1M Zinco). Variac6es nas condi¢des de anodizacdo foram necessarias com objetivo de
produzir filmes homogéneos e sem trincas. No grupo contendo zinco, a voltagem foi
diminuida e a corrente levemente aumentada, uma vez que a qualidade dos
recobrimentos foi adicionalmente monitorada em fungdo da resisténcia mecanica da

interface avaliada pelo ensaio de riscamento.

Tabela 4.1- Pardmetros utilizados na producédo dos recobrimentos de TiOs,.

Tio, Eletrélito Voltagem Tempo  Frequéncia Corrente

V) (min) (Hz) (A)
Tio, g‘;eftato " Bpef;g;?lt fefsfﬁii;ﬁ g,esl\ngiro 150 0,33 60 2
0,02M
TiO, Acidos AAC'C?SOS;’C';‘;;CIEOOOZSQ"MJ“ 280 60 60 0,100
Tiozziggm /2333 :&Té:gg 822?\: . 250 60 60 0,105

Nitrato de zinco 0,04M
Acido sulfdrico 0,25M +
TiO,0,1M Zinco  Acido fosférico 0,25M + 250 60 60 0,105
Nitrato de zinco 0,1M
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4.4— Caracterizacdo dos recobrimentos

Para avaliacdo morfoldgica e composicional dos recobrimentos foram realizadas
as caracterizacOes descritas a seguir: a microscopia eletronica de varredura (MEV; FEI
Quanta 200) com espectroscopia por disperséo de energia de raios X (EDS; EDAX)
empregada para determinacdo da morfologia e composicdo elementar dos
recobrimentos. Cada acabamento superficial foi produzido em triplicada e analisadas
quatro regides da superficie para cada amostra, utilizando uma voltagem de aceleracao
de 15 kV. O microscépio eletronico de varredura com feixe duplo de ions (FIB / MEV;
FEI Nova Nanolab), com sistema de injecdo de gas Pt e micromanipulador de amostras
(Omniprobe), foi usado para produzir o corte transversal (analise da interface oxido-
substrato) e determinacaoda espessura dos recobrimento.

A caracterizagdo por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) teve como
objetivo combinar a geracdo de imagem microestrutural, composicdo elementar e
distribuicdo espacial das fases amorfa e cristalina. A analise por MET foi realizada
utilizando microscopio Titan (FEI) a 300 kV, equipado com corretor de aberragédo
esférica Cs. Duas técnicas de aquisicdo de imagem foram utilizadas: a microscopia
eletrbnica transmissdo no modo varredura (STEM- Scanning Transmission Electron
Microscopy) utilizando a difracdo de elétrons de area selecionada (SAED) e o detetor de
campo escuro anular (HAADF - High-Angle Dark Field), para identificacdo e
microanalise das fases presentes; e no modo STEM utilizando EDS para investigar e
mapear a composicdo elementar das regides amorfas e cristalinas presentes no
recobrimento (WILLIAMS & CARTER, 2009).

As composicdes quimica e de fases das amostras foram também avaliadas por
espectroscopia de fotoeletrons excitados por raios X (XPS; Omicron Nanotecnology) e
difracdo de raios X (DRX; Bruker AXS). As analises de XPS foram realizadas em ultra
alto vacuo com uma fonte de raios X monocromatica de Al Ka (hv= 1486,7 eV),
poténcia de emissdo de 16 mA e tensdo de 12,5 kV. Para os elementos Ca e Ti, 0s
espectros de alta resolucdo foram obtidos com uma energia de passagem do analisador
de 40 eV. Um fluxo de ions de argbnio foi utilizado para fazer o bombardeamento da
superficie nas medicdes de perfil de profundidade, com uma energia de 3 keV, emissao
de 17 mA e angulo de incidéncia de 45° durante 40 min. As energias de ligacéo tiveram

como referéncia o nivel 1s de carbono, cuja energia de ligacdo é de 284,6 eV. A andlise
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quantitativa foi realizada utilizando o software Casa XPS para calcular a &rea dos picos
e ponderacdo da mesma pelo fator de sensibilidade de cada atomo.

A caracterizacdo cristalogréfica das fases presentes foi realizada pela analise dos
padrdes de difracdo de raios X adquiridos no Difratometro de Raios X (Bruker; D8
Discover) na configuragcdo simétrica (Bragg-Brentano) com radiacdo Cu Ka (Ni-filtro),
angulo de incidéncia de raios X rasante (0,50°), passo de aquisicdo de 0,02° em 20 e
tempo de aquisicdo de 80 s/passo. A analise de fases do recobrimento foi realizada pelo
método Rietveld utilizando o programa Topas-Academic.

A determinacgdo do perfil de rugosidade da camada de 6xidos foi realizada por
meio de um perfilometro (DEKTAK 6M), que tem o seguinte principio de
funcionamento: a mesa posicionadora move horizontalmente a amostra situada abaixo
da ponta (apalpador) de diamante. Parametros da varredura (scan) como comprimento,
velocidade e forca foram programados (tabela 4.2). Conforme a amostra move-se
horizontalmente, a ponta de diamante desliza por sobre sua superficie. Um sinal
proporcional a altura de sua superficie é gerado e o perfil da superficie da amostra
(rugosidade) é registrado por um computador para visualizacdo, manipulacdo e
impressdo (KOWALSKI, 2002). Foram realizadas 10 medidas para cada amostra, sendo
analisadas trés amostras de cada grupo desenvolvido: 03 amostras do grupo TiO;
Acetato + Bgf; 03 amostras do grupo TiO, Acidos; 03 amostras do grupo TiO, 0,04M
Zinco e 03 amostras do grupo TiO, 0,1M Zinco. O parametro mais comumente utilizado
para avaliar a rugosidade superficial é a rugosidade média (Ra) que € definido como o
valor médio aritmético de todos os desvios do perfil de rugosidade (picos e vales) da
linha média dentro do comprimento de medicdo. Ra indica a média da variacdo dos

picos e vales em relacdo a linha média imaginaria do perfil da superficie.

Tabela 4.2- Parametros utilizados para a realizacdo das medidas de rugosidade das amostras.

Ponta: diamante_0,7pm
Extenséo: 2 mm
Tempo: 30s
Forca: 30 mg
Tipo de anélise: Hills & valleys
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Muitos sdo os fatores que influenciam a biocompatibilidade dos materiais,
dentre os quais se destacam as propriedades composicionais, mecanicas e a fisica de
superficie. Os mecanismos que ocorrem durante o fendmeno da osseointegracdo sao
dependentes da interacdo das células com a superficie do biomaterial. Desta maneira, é
de fundamental importancia realizar a andlise da molhabilidade da superficie do
biomaterial.

A molhabilidade da superficie é dependente da energia de superficie do
biomaterial e pode ser quantificada pela medida do angulo de contato de um liquido
com o substrato, que neste caso é a superficie do biomaterial. Quanto maior a
molhabilidade (menor angulo de contato, logo, maior energia de superficie), maior é a
interacdo da superficie do biomaterial com o ambiente biolégico. Segundo Bandao e
cols., “uma alta energia de superficie proporciona melhor molhabilidade e
consequentemente melhor adsorcao e aposicdo de moléculas inorganicas como ions Ca
e fosfatos, e moléculas orgéanicas como proteinas, lipoproteinas e peptideos sobre a
superficie de TiO,, potencializando a osseointegracio” (BRANDAO et al., 2010).
Materiais que apresentam baixa afinidade pela agua sdo chamados hidrofobicos. Em
geral, a adesdo celular se torna mais efetiva com o aumento da hidrofilicidade da
superficie.

A molhabilidade é quantificada pelo angulo de contato formado entre as
interfaces liquido/superficie e liquido/vapor. O equilibrio do angulo de contato é
determinado pela Equacdo de Young que descreve o equilibrio termodinamico entre o
liquido (L), sélido (S) e gas/vapor (V) (CHOW, 1998):

Ysv =Yg + YLyvcosO

Onde,

Ysv é a energia da interface solido-vapor,
Ys. € a energia da interface solido-liquido e

Y_v € a energia da interface liquido-vapor (tensao superficial).
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As propriedades de molhabilidade referenciam que uma superficie € molhavel
pela 4gua (hidrofilica) quando apresenta angulo de contato menor que 90°, as superficies
de molhabilidade neutra possuem angulo de contato igual a 90° e as superficies
hidrofébicas com angulo de contato maior do que 90°. A reducdo do angulo de contato
indica que a superficie € mais hidrofilica. A figura 4.2 apresenta uma ilustracdo
esquematica das diferencas entre superficies hidrofilicas e hidrofobicas.

Superficie Superficie
Hidrofébica Hidrofilica
0
\ ~
Alto (> 90°) Angulo de Baixo (< 90°)
Contato
Pobre Molhabilidade Alta

Figura 4.2 - llustracdo dos fendmenos hidrofobicidade x hidrofilicidade.

A molhabilidade dos recobrimentos foi determinada através da medicdo do
angulo de contato formado entre a gota (1 pL) e a superficie da amostra, utilizando um
gonidometro (Ramé-Hart, NRL A-100). Trés diferentes tipos de liquidos foram utilizados
nos testes: agua destilada, diiodometano e etileno glicol. Foram realizadas trés medidas
para cada liquido, utilizando-se amostras em triplicata, com o intervalo de tempo de 5

segundos entre as medicdes.

4.5 — Avaliacdo do desempenho mecanico

A avaliagdo do comportamento tribomecénico dos recobrimentos foi realizada

pelo ensaio de riscamento e pelo ensaio de torque de remocdo. Embora estes dois
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ensaios fornegam informagdes sobre a resisténcia ao destacamento do recobrimento ao
substrato, o ensaio de torque de remocdo reproduz a condicdo mais proxima da
realidade clinica.

4.5.1- Ensaio de riscamento: O ensaio de riscamento foi realizado para
avaliagdo tribomecanica dos recobrimentos utilizando um tribdmetro multi-amostras
com modulo para ensaio de riscamento (CETR; UMNT-1). Nos ensaios de riscamento o
principal parametro para avaliacdo da resisténcia ao destacamento dos recobrimentos é
realizado em termos da analise da carga critica Lcl que é o primeiro ponto de
destacamento do recobrimento observado na trilha. Nas amostras desta tese este ponto
foi identificado através da analise por MEV onde houve a evidéncia de um ponto
brilhante referente a exposicdo do substrato, ou seja, evidenciacdo do destacamento do
recobrimento. Durante o ensaio, foram registrados os valores da carga aplicada durante
0 riscamento e a forga lateral produzida em decorréncia do riscamento. Foi utilizada
uma ponta conica de diamante com raio de 12,5 um, com velocidade da ponta de
40 um/s, num percurso de 2,8 mm em cada risco. Para cada amostra foram realizados 10
riscos, utilizando-se amostras em triplicata. Durante o ensaio, a carga foi variada de
50 mN até 400 mN, com uma taxa de carregamento linear de 5 mN/s. A morfologia do
recobrimento, o0 mecanismo de falha do recobrimento relativo a Lcl e a interface entre
recobrimento e substrato foram observados por microscopia eletrénica de varredura
(MEV; FEI Quanta 200).

4.5.2- Ensaio de torque de remocao: Este ensaio é realizado ap6s implantacéo
in vivo e eutanasia, e esta diretamente relacionado a avaliacdo mecanica do implante em
contato com o 0sso. O ensaio de torque de remocdo mede a quantidade de forca
necessaria para remover o implante do 0sso ou para que se produza uma falha na
interface osso-implante (GRANATO et al., 2008).

A fim de aproveitar as amostras para posterior realizacdo da analise
histomorfométrica, optou-se por ndo remover completamente o implante e proceder a
verificacdo da forca maxima necessaria ao rompimento da interface osso-implante, que
foi medida por meio de um torquimetro digital de acordo com o0s parametros
apresentados no capitulo 4 Materiais e Métodos. Em seguida, um estudo detalhado da
morfologia da interface foi realizado pela analise histomorfométrica, que permite

estimar a taxa de contato osso/implante.
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O ensaio de torque de remocéo foi realizado na Faculdade de Odontologia da
Unigranrio, situada em Duque de Caxias, com as orientacbes dos professores Dr.
Estevam A. Bonfante e Dr. Charles Marin. Os blocos 6sseos com os implantes obtidos
no dia da eutanasia (06 blocos controle e 06 blocos teste) foram adaptados a uma morsa
na bancada (figura 4.3) e através de um torquimetro digital (Cedar_DID-4) com célula
de carga de torque de 500 Ncm foi realizado o ensaio (figura 4.4 a). Um adaptador foi
exclusivamente confeccionado para adaptacdo do torquimetro aos implantes para a
execucdo do ensaio (figura 4.4 b). O torquimetro foi cuidadosamente posicionado ao
implante para minimizar angulagGes e evitar desalinhamentos durante a realizagdo do
ensaio (figura 4.5). Os implantes receberam torque em sentido anti-horario até que
houvesse falha de interface de acordo com a indicacdo do sinal sonoro do torquimetro,
entdo os valores de torque de remocédo das amostras foram registrados. Apés a etapa do
ensaio de torque de remogdo, as mesmas amostras foram preparadas para analise

histomorfométrica, onde a metodologia € apresentada na sesséo 4.8.

Figura 4.3- Adaptacédo do bloco 6sseo com o implante na morsa sobre a bancada.
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Figura 4.4- (a) Torquimetro digital; (b) No retangulo vermelho, adaptador confeccionado para adaptacédo
do torquimetro ao implante.

Figura 4.5- Posicionamento do torquimetro ao implante

4.6— Avaliacdo da citotoxicidade

A avaliacdo da biocompatibilidade in vitro foi realizada pelo ensaio de
citotoxicidade, de acordo com a norma I1SO 10993-5 (2009), com a avaliacdo da
viabilidade celular de Fibroblastos L929 (anexo A). As células foram expostas por 24
horas aos extratos obtidos dos recobrimentos produzidos. A viabilidade celular foi
avaliada através de dois métodos: XTT (ensaio colorimétrico que quantifica o

metabolismo mitocondrial e a atividade de cadeia respiratoria de células em resposta a
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diferentes compostos) e NRU - vermelho neutro (Neutral Red Uptake — ensaio
colorimétrico que quantifica a permeabilidade da membrana e a atividade lisossomal).
Materiais que diminuem a viabilidade em mais de 30% s&o considerados citotdxicos.

4.7— Avaliagéo In vivo

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
conforme Anexo B. Diversos modelos animais e protocolos cirdrgicos tém sido
utilizados para avaliar a resposta do tecido ¢sseo aos implantes dentarios (BUTZ et al,
2006; ALBREKTSSON & WENNERBERG, 2004a; BUSER et al., 2004,
BERGLUNDH et al., 2003; COELHO, 2002; VERCAIGNE et al., 2000a;
VERCAIGNE et al., 2000b; GARETTO et al., 1995). Nesta pesquisa foram utilizados
seis coelhos Nova Zelandia Brancos (Oryctolagus cuniculus), sem distin¢do de géneros,
entre 5 e 6 meses de idade e peso entre 3000 e 3500 gramas, com o periodo
experimental de 4 semanas apds o procedimento cirdrgico. Todos os animais foram
mantidos em gaiolas no Laboratério de Producéo de Coelhos (LPC) da Fazenda Escola
da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal Fluminense (UFF)
situado na cidade de Cachoeiras de Macacu de acordo com as determinagdes da norma
ISO 10993-2 (2006) que tem como objetivo manter um padrdo desejavel e ético tanto
para manuseio, manutencao, assim como para eutanasia dos animais.

O grupo selecionado para a realizacdo da avaliacdo in vivo foi o grupo TiO;
Acidos uma vez que este grupo obteve melhor resisténcia a aderéncia no ensaio de
riscamento, além de apresentar resultados satisfatorios nas demais caracterizacdes.
Como controle, foram utilizados implantes de titdnio usinados, sem qualquer
tratamento. A analise das superficies ap0s o ensaio in vivo foi conduzida pelo ensaio de
torque de remocdo e pela analise histomorfométrica, realizados posteriormente a

eutanasia, ap0os 30 dias de implantacéo.

4.7.1- Preparo dos animais: Os animais foram mantidos em condicao
laboratorial padronizado, com livre acesso a agua potavel e suporte nutricional
adequado. As cirurgias foram realizadas pelo turno da manhd no Laboratério de
Pesquisa Animal da Universidade Federal Fluminense em Cachoeira de Macacu de
acordo com as orientagcbes da norma ISO 10993-6 (2007). Recomendag¢Ges como

necessidade da cirurgia ocorrer em condi¢des assépticas e minimizagdo do trauma na
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regido operada foram atendidas. No dia da cirurgia, 0os animais foram pesados em uma
balanca eletrdnica (Lucastec®) para determinacdo das doses dos farmacos utilizadas.
Todas as anestesias foram realizadas pela mesma equipe de anestesistas, os médicos

veterinarios Douglas Castro e Alice Gress.

4.7.2- Material: Foram utilizados 06 implantes com superficie de o6xido de
titanio produzidos por oxidagdo anddica a microarco do grupo TiO, Acidos (teste) e 06
implantes de Ti comercialmente puro usinados (controle). A esterilizacdo dos materiais
foi realizada com raios gama conforme orientagdes da norma ABNT NBR 15729:2009.
Conforme determinado na norma 1SO 10993-6 (2007), os implantes foram manuseados
de forma asséptica e cuidadosamente para ndo contamina-los antes ou durante a sua

implantacéo.

4.7.3- Procedimentos de anestesia: Os animais foram operados sob anestesia
geral e receberam como medicacdo pré-anestésica 20mg/kg’ de Quetamina
(Francotar®— Virbac) e 1 mg/kg™ de Xilazina (Sedazine®- FortDodge), por via
intramuscular para diminuicdo do ténus vagal. Apos 10 minutos os animais estavam
visivelmente sedados e com auséncia de reflexos a dor. Cada animal foi posicionado na
mesa cirlrgica onde foi feita antissepsia da orelha para posterior puncdo da veia
auricular e administracdo da solucdo ringer lactato IV. Em seguida cada coelho foi
conectado ao circuito anestésico T de Ayres por meio de mascara facial para o inicio da
administracdo de anestésico geral inalatorio (Isoflurano 1%, Isoflurane®- Cristalia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda).

A concentracdo do isoflurano foi controlada de acordo com a resposta de
diferentes parametros monitorados no paciente (dose-resposta). Apds a realizacdo da
tricotomia os animais foram instalados na mesa operatoria na posicao decubito dorsal,
com rotacdo lateral cervical para manter livre as vias aéreas superiores.

Antes do inicio de cada cirurgia foi realizada a administracdo de pentabidtico
veterinario IM (Pentabiético® - Eurofarma) na dose adequada a cada animal. Essa
medicacdo reline em sua composi¢cdo cinco antibidticos com acdo predominantemente
bactericida. Este fato confere um sinergismo de a¢do na combinacgdo destes antibidticos.

Todos os animais foram monitorados com cardioscopio na derivacdo I,
oximetro de pulso, termdmetro digital, capnografo e analisador de gases anestésicos.

Para a manutengdo da temperatura corpérea do animal foi utilizado um colch&o térmico.
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4.7.4- Procedimentos cirargicos: Em condicGes assépticas e para prevenir
variacBes na técnica, a mesma cirurgid, Proft. Mdnica Diuana Calasans Maia executou
todas as cirurgias seguindo o mesmo protocolo. Antissepsia local da pele com escova
contendo sabdo a base de clorexidina a 2% (RiohexScrub® —Rioquimica) foi realizada
na regido das tibias, aposicdo de campos estéreis permitindo exposicdo apenas da area a
ser operada, infiltracdo na regido da linha média com lidocaina a 2% com epinefrina a
1:100.000 (Alphacaine® - DFL) para reduzir estimulos durante a cirurgia e gerar
vasoconstricgéo.

Uma incisdo de aproximadamente 10 cm de comprimento foi realizada sobre
cada tibia para exposicdo do plano esquelético e perfuracdo com uma broca cirurgica
com 8 mm de profundidade e de 3 mm de diametro, em rotagdo baixa (1200 rpm) e
intermitente, com irrigacdo profusa de solucdo de cloreto de s6dio a 0,9%. Apos a
implantacdo do parafuso (figura 4.6 a, b), o plano muscular e a tela subcutanea foram
suturados em plano Unico com pontos simples, separados, com fio Mononylon 5-0
(Ethicon) (figura 4.6 c) e a pele com pontos simples e separados com 0 mesmo fio
(figura 4.6 d). Todos os animais receberam antibioticoterapia antes do inicio da cirurgia
e antiinflamatdrio por meio de uma injecdo intramuscular de 1 ml/Kg de Meloxicam
(Ouro Fino) ao final da cirurgia.

Figura 4.6- Fotos dos implantes inseridos na tibia do animal (a, b) e suturas (c, d).
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4.7.5- Obtencéo das amostras: Apds o periodo de 04 semanas, 0s seis animais
receberam dose letal de anestésico geral e em seguida foram coletados os blocos 6sseos
contendo os implantes para realizacdo do ensaio de torque de remocdo e andlise

histomorfométrica.

4.7.6- Processamento das amostras: As amostras obtidas das duas tibias de
cada animal foram fixadas em &lcool 70% e processadas para inclusdo em resina
poliéster cristal -MC 2120® (Epoxifiber, Rio de Janeiro), conforme procedimento a
sequir:

1. Secagem dos corpos de prova (figura 4.7 a);

2. Selegéo e vedacdo (evitar extravasamento da resina) das férmas em placa
de vidro para inclusdo dos corpos de prova (figura 4.7 b);

3. Acomodacdo dos blocos 6sseos (corpos de prova) as formas com suas
devidas identificacGes (figura 4.7 c);

4. Preparo da resina poliester cristal (para cada 100 ml de resina poliester
cristal utiliza-se 18 gotas do catalisador);

5. Inclusdo da resina poliester cristal as formas com os blocos Gsseos
(figura 4.7 d);

6. Minimo de 24 horas para completa polimerizacdo e manipulacdo dos

blocos embutidos.

30



Figura 4.7- (a) Secagem dos corpos de prova; (b) férmas selecionadas e vedadas em placa de vidro; (c)
acomodacdo dos copos de prova nas formas selecionadas; (d) corpos de prova incluidos em resina
poliéster cristal.

- Corte dos corpos de prova: Cada bloco inicialmente foi cortado

longitudinalmente ao meio com o equipamento Labcut 1010® (Extec Corp.-USA) com
disco de diamante 102 mm x 0,3 mm x 12,7 mm, com rotacdo de aproximadamente 250
rpm (figura 4.8 a, b).

== 22

Figura 4.8- (a) Corte longitudinal inicial do corpo de prova visto de frente; (b) Corte longitudinal inicial
do corpo de prova visto lateralmente.
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Apos o corte inicial, uma das metades cortadas de cada bloco foi selecionada e
em seguida novo corte produzido (figura 4.9 a), resultando numa lamina de
aproximadamente 0,3 mm de espessura (figura 4.9 a, b). A partir desta lamina foi
realizado lixamento com lixa d’agua com granulometrias de n° 1000, n° 1500 e n° 2000
em politriz com fluxo de 4gua até chegar a uma espessura de aproximadamente 0,05
mm. As finas laminas foram fixadas sobre uma placa de vidro (figura 4.10) por meio de
adesivo & base de cianoacrilato (Tekbond®). Imagens das laminas foram capturadas
através de camera digital de alta resolucdo acoplada ao microscopio de luz de campo
claro (Zeiss Axioplan), no Laboratério de Biomineralizagdo do ICB daUFRJ. A analise

histomorfométrica foi realizada a partir das imagens capturadas.

4

Figura 4.9- (a) Corte da ldamina com espessura de aproximadamente 0,3mm; (b) Lamina apds corte com

aproximadamente 0,3mm de espessura.

Figura 4.10- Amostra lixada e fixada em placa de vidro, pronta para analise histomorfométrica.
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4.8 — Analise histomorfométrica

As doze laminas (seis do grupo controle e seis do grupo teste) foram observadas
em um microscopio de luz de campo claro (Nikon Eclipse E400, Tdquio, Japdo), onde
utilizou-se também um filtro polarizador. As imagens foram capturadas atraves de uma
camera digital de alta resolucdo (Evolution® MP color; 5.0 mega pixels; Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA) acoplada ao microscépio (Zeiss, Axioplan®),
utilizando uma lente objetiva acroplan de 10x. A analise descritiva da resposta tecidual
aos implantes foi avaliada em funcdo da presenca de tecido conjuntivo e de
neoformacdo Gssea. Padronizou-se de dois a trés filetes de rosca de cada implante
abrangendo regido medular e cortical, uma vez que houve dificuldade em padronizar
apenas a regidao medular para verificar o crescimento de tecido ¢sseo advindo da regido
endosteal. Foi realizada segmentacdo da imagem atraves do programa Image-Pro Plus®
v.4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA), onde segmentou-se o implante,
tecido conjuntivo e 0sso neoformado. Apos a segmentacao, as areas evidenciadas foram
contadas e transportadas para o software Excel 2007 (Microsoft Office®), onde foi

obtido um percentual de cada area/imagem.

- Andlise Estatistica:

A area de tecido conjuntivo e de tecido 6sseo, percentual, foi determinada para
seis laminas dos implantes controle (Ti puro/usinado) e seis laminas dos implantes teste
(tratado por anodizagdo para producdo de superficie modificada). As médias obtidas
para cada amostra foram utilizadas para célculo das médias, desvio padrdo, coeficiente
de variacéo e intervalo de confianca, considerando alfa = 0,05. O teste de Grubbs (alfa =
0,2) foi utilizado para remover um outlier de cada grupo experimental. Os valores
amostrais foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. A comparacdo entre

os grupos foi realizada utilizando-se o teste t (alfa = 0,05).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados acompanha a seguinte ordem: caracterizacdo dos
recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf e do grupo TiO, Acidos; caracterizagio dos
recobrimentos do grupo TiO, Acidos com zinco incorporados; avaliagdo in vitro e

avaliacdo in vivo.

5.1 - Caracterizacbes morfoldgica, estrutural e composicional dos

recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf e do grupo TiO, Acidos

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Corte transversal (FIB):

Os recobrimentos resultantes da oxidacdo anodica a microarco Sao
caracterizados por diversos microporos de diferentes tamanhos e formas que s&o
fortemente dependentes da natureza da descarga envolvida no mecanismo de oxidacgéo e
sdo norteados pelos parametros do processo, tais como voltagem, corrente, tempo,
composicao do eletrélito e frequéncia (WANG et al., 2006, OH et al., 2005).

Na figura 5.1 sdo apresentadas micrografias das topografias dos recobrimentos
do grupo TiO; Acetato + Bgf e do grupo TiO, Acidos. A camada de 6xido do grupo
TiO, Acetato + Bgf, figuras 5.1 (a) e (b), € constituida por poros interconectados, de
forma arredondada e tamanho de poros (a partir da parede interna) de 2,0 + 0,4 um,
homogeneamente distribuidos por toda a superficie, visivelmente sem presenca de
trincas. Nas figuras 5.1 (c) e (d), as micrografias do recobrimento do grupo TiO, Acidos
apresentam topografia com inimeros poros irregulares com tamanho de poros (a partir
da parede interna) de 3,6 + 1,3 um, homogeneamente distribuidos, sem a evidéncia de
trincas. As paredes dos poros mostram-se visivelmente preservadas por toda a superficie
do recobrimento.

Resultados semelhantes foram produzidos por Park e cols. em condicGes de
tensdo mais elevada. Um aumento significativo no tamanho de poros foi observado
quando a voltagem passou de 220 V para 320 V. Ao contrario do presente estudo, que
utilizou tensdo de 150 V para producdo dos recobrimentos, somente com 320 V as
paredes tornaram-se nitidamente visiveis, chegando a 3,0 um de diametro a partir da

parede interna do poro (PARK et al., 2005). O uso de tensdo menor permite minimizar a
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chance de formac&o de trincas, que podem vir a comprometer estabilidade mecénica do

recobrimento.

20.0pm

Figura 5.1- Micrografias da topografia dos recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf (a, b) e do grupo
TiO, Acidos (c, d) com aumentos de 1000x (a, ¢) e 3000x (b, d).

Topografias homogeneamente porosas sdo desejadas para finalidades de
superficies de implantes odontoldgicos e ortopédicos uma vez que favorecem o processo
de osseointegracdo. Porosidade € considerada uma caracteristica importante no que diz
respeito ao ancoramento 6sseo e embricamento mecanico do implante (LI et al., 2004;
CORTEZ, 2002).

A figura 5.2 apresenta as micrografias dos corte transversais dos recobrimentos
preparados por FIB (feixe de ions focalizado, do termo em inglés Focused lon Beam).
Na figura 5.2 (a) observa-se que o recobrimento é homogéneo ao longo de toda a
interface. Entretanto, a presenca de cavidades proximas a interface 6xido-substrato pode

levar a falha na aderéncia do recobrimento ao substrato, além de agir como
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concentrador de tensfes. A propagacdo de trincas pode gerar delaminagdo e
destacamento do recobrimento durante a insercéo in vivo e aumenta o risco de reacéo
adversa exacerbada e consequente perda do implante (SANTOS, 2008). Resultados
similares de cortes transversais em recobrimentos de TiO, produzidos com solugéo de
acetato de calcio com betaglicerofosfato de sodio em diferentes concentracdes foram
obtidos por Abdullah. Foram evidenciadas diversas cavidades nas regifes proximas a
interface 6xido-substrato, porém ndo foi realizado ensaio mecénico para avaliacdo da
resisténcia mecénica dos recobrimentos (ABDULLAH, 2010).

Na figura 5.2 (b) apresenta a micrografia do corte transversal do recobrimento
do grupo TiO, Acidos onde observa-se a interface substrato-recobrimento relativamente
integra, com a presenca de poucos e diminutos poros no recobrimento, que pode

conferir-lne maior aderéncia ao substrato e, consequentemente, maior resisténcia

mecanica.

Figura 5.2- Corte transversal dos recobrimentos: (a) grupo TiO, Acetato + Bgf; e (b) grupo TiO, Acidos
produzidos por FIB.

Rugosidade e Espessura:

A rugosidade da superficie do biomaterial desempenha papel importante nos
processos biologicos, como adesdo de proteinas, adesédo celular e formagdo de tecido
6sseo circundante ao implante. Comparadas com superficies lisas, as superficies rugosas
apresentam maior area de superficie, podendo proporcionar maior integragdo com o
0sso por embricamento mecénico. Estudos confirmam que a rugosidade da superficie
dos implantes afeta diretamente a osseointegragdo e a estabilidade mecénica dos

36



implantes dentarios (WERNER et al., 2009). Superficies rugosas promovem melhor
fixagdo e espalhamento celular que superficies lisas (ZHU et al., 2004; COCHRAN et
al., 1994). Nishimoto e cols. mostraram em seu estudo que proteinas do soro ligam-se
preferencialmente a superficies rugosas em vez de superficies lisas (NISHIMOTO et al.,
2008). A possibilidade de implantes rugosos, consequentemente com maior area de
superficie, alcancarem melhor contato implante-osso, favorecendo desta forma a
osseointegracdo, € um dos principais objetivos que motivam os estudos atuais em
superficies de implantes (ALLA et al., 2011).

A tabela 5.1 apresenta a média dos resultados obtidos de rugosidade e espessura
para os recobrimentos grupo TiO, Acetato + Bgf e do grupo TiO, Acidos. A rugosidade
média (Ra) encontrada para o recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf foi 0,48 +
0,04 pm. Resultados semelhantes foram encontrados por Elias & Coutinho (2009) em
superficies anodizadas de TiO; contendo Ca e P (Ra 0,55 £+ 0,06 pum).

Estes resultados sdo compardveis com o0s encontrados para as superficies
estudadas por Lincks e cols. que avaliaram o efeito da rugosidade do substrato de titénio
na resposta celular de dois tipos acabamentos superficiais: usinado (Ra ~ 0,42 um) e o
polido (Ra ~ 0,02 um). Foi verificado que a superficie usinada apresentou resultados
mais satisfatorios para a resposta celular, principalmente com relagdo ao aumento no

crescimento e diferenciacéo celulares (LINCKS et al., 1998).

Tabela 5.1- Rugosidade média (Ra) e espessura média dos recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf e

do grupo TiO, Acidos

Rugosidade (um Espessura (um
Eletrolito g (um) pessura (m)
Média Desvio padrédo Média Desvio padrédo
T Acetato + g 0,04 4.4 0.8
Bgf
TiO, Acidos 0,9 0,1 3,8 0,9

A média dos resultados obtidos de rugosidade para os recobrimentos do grupo
TiO, Acidos foi Ra 0,9 + 0,1 um, o dobro do valor encontrado para o grupo TiO,
Acetato + Bgf. Este resultado é compativel com os obtidos por Park e cols., que
utilizaram eletrdlito semelhante e produziram recobrimento com tempo de oxidacao de

60 min e voltagem 320 V. A rugosidade média (Ra) do recobrimento produzido foi de
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0,73 um (PARK et al., 2005). Ha e cols. mostraram que a tenséo empregada influenciou
diretamente na rugosidade final. Recobrimentos produzidos a 220 V e 330 V
apresentaram rugosidade média de 3,29 + 0,37 um e 1,14 + 0,14 pm, respectivamente.
Foi observado que, de acordo com os parametros de anodizacdo utilizados, como por
exemplo, aumento da voltagem, proporcionou recobrimentos com menor rugosidade
(HA et al., 2006).

Ainda ndo existe um consenso sobre qual seria a rugosidade ideal para
superficies de implantes, embora se reconheca sua importdncia no processo de
osseointegracdo. Alguns estudos defendem que superficies com padrdo de rugosidade
Ra entre 0,5 e 2,0 um alteram positivamente a resposta tecidual ao implante (BUTZ et
al., 2006; BUSER et al., 2004; ABRAHAMSSON et al., 2004; ALBREKTSSON et al.,
2004 a; ALBREKTSSON et al., 2004 b). Entretanto, Butz e cols. demonstraram que
superficies com rugosidades Ra superiores a 2,0 um podem aumentar as chances de
contaminacdo bacteriana. Nestes casos, 0 tratamento de possiveis peri-implantites torna-
se um desafio, podendo levar a perda completa da osseointegracdo e do implante
(BUTZ et al., 2006).

A adesdo celular é geralmente aumentada em superficies com rugosidade média
(Ra) em torno de 1 um, geralmente obtidos com tratamentos de modificagéo superficial,
como por exemplo anodizacdo (BIGERELLE et al., 2002; LEE et al., 2002). A
rugosidade variando entre 0,8 um e 1,9 um otimizaria respostas celulares intermediarias
e finais, mas nao afetaria respostas iniciais, e superficies lisas ndo favoreceriam esta
resposta (ROSA & BELOTI, 2003). De acordo com estes dados, pode-se concluir que a
rugosidade superficial do grupo TiO, Acidos (~ 0,9 pm) favoreceria a adesdo celular e
otimizaria as respostas celulares intermediarias e finais, sendo um fator que beneficiaria
a biocompatibilidade da superficie do implante.

As medidas de espessura foram realizadas no momento da analise da interface
substrato-recobrimento através de microscopio de varredura de alta resolugdo com feixe
focalizado de ions — FIB. Conforme observado na tabela 5.1 ndo houve diferenca
significativa entre as espessuras dos recobrimentos. A espessura média dos
recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf e do grupo TiO, Acidos foi de 4,4 + 0,8 um
e 3,8 £ 0,9 um, respectivamente. Estes resultados sdo compativeis com dados
disponiveis na literatura por procedimento semelhante (ABDULLAH, 2010; KERN &

ZINGER, 2006). A espessura € um parametro importante para 0 desempenho mecanico
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J& que recobrimentos muito espessos, ainda mais porosos como 0s obtidos por

anodizacdo a microarco, sdo propensos a falhar na insercéo.

Difragéo de Raios X (DRX):

Na figura 5.3 0 padrdo de difracdo de raios X do recobrimento do grupo TiO;
Acetato + Bgf (linha preta) mostra a presenca das formas alotropicas do TiO, anatasio
(linha azul) e rutilo (linha verde). Picos adicionais também foram observados
(identificados com “ * ” na figura 5.3), que podem ser atribuidos a fases em menor
quantidade e intensidade eventualmente formadas durante a sintese do recobrimento.
Baixa intensidade e a sobreposicdo das fases anatasio e rutilo ndo permitiu a
identificacdo de tais fases pelas indexacGes ja existentes. Além de utilizar geometria
Bragg-Brentano, foi utilizado o modo de incidéncia rasante para diminuir a contribuigéo
dos picos de Ti (substrato). Ainda assim, ndo foi possivel identificar tais fases.
Desconsiderando esta fase minoritaria, o refinamento pelo método de Rietveld indicou
que o recobrimento € composto por 74 (2) % de anatasio e 23 (2) % de rutilo.

Além disso, a presenca de um abaulamento na linha de base dos difratogramas
adquiridos no modo de incidéncia rasante sugere a presenca de fase amorfa. A presenca
de componente amorfo nos recobrimentos de TiO, também é reportado por Li e cols.,
cujos difratogramas obtidos apresentam regido difusa entre 20° e 30° (LI et al., 2004).
Segundo os autores, a utilizacdo de eletrdlitos a base de calcio e fosforo propiciam a
formacdo de compostos amorfos. Outros autores que descrevem que recobrimentos de
TiO, produzidos por oxidacdo anddica a microarco geram recobrimentos com misturas
de fases cristalina e amorfa sdo YU et al. (2007) e LIU et al. (2005).
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Figura 5.3- Difratograma do recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf obtido em incidéncia rasante
(linha preta); PadrGes de raios X do anatasio (linha azul), do rutilo (linha verde), do titanio (linha marrom)
e perfil calculado no método de Rietveld (vermelho). Detalhe: Difratogramas na geometria Bragg-
Brentano (indicacdo de cores similar). Os “ * ” indicam picos adicionais observados, que podem ser
atribuidos a fases em menor quantidade e intensidade eventualmente formadas durante a sintese do

recobrimento.

A figura 5.4 apresenta o padrdo de difracdo de raios X do recobrimento do grupo
TiO, Acidos. Apresentando picos bem definidos, identificado na figura pela cor azul, o
perfil é caracteristico da forma alotrépica do TiO, chamada anatasio. Nesta condicdo
ndo foi verificada a presenca da forma alotrépica rutilo. Os picos do titanio (substrato)
estdo representados na figura 5.3 com a cor marrom. Devido a intensidade do ruido na
linha de base do difratograma, o método de Rietveld (vermelho) ndo foi capaz de
detectar a presenca de outras fases cristalinas, com excec¢do do substrato de titanio.

A presenca de anatasio como fase majoritaria no recobrimento de TiO, pode ser
benéfica. De acordo com Kokubo, o anatasio é a fase mais reativa de TiO, e a mais
efetiva na formagdo de apatita quando em SBF (Simulated Body Fluid) (KOKUBO et

al., 2003). Abdullah afirma que o H,SO4 (&cido sulflrico) potencializa a formacao de
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anatasio e quando o mesmo é misturado ao H3PO, (acido fosférico) aumenta a
possibilidade da presenca da fase anatasio (ABDULLAH, 2010). Apenas a fase anatasio
foi identificada nos recobrimentos produzidos com solucdo de &cido sulfdrico 3% e
acido fosforico 3% aplicando-se voltagens entre 110 e 220 V por 20 minutos
(SONODA et al., 2007). Kern & Zinger, com uma solugcdo de 0,1M 4&cido sulfurico e
0,5M é&cido fosforico, produziram recobrimentos aplicando-se uma voltagem de 185 V e
observaram a formacéo de TiO, na forma de anatéasio, sem a presenca de rutilo no
recobrimento (KERN & ZINGER, 2006).

Os resultados de Park e cols. contradizem os anteriores, onde foi observada a
presenca das fases anatasio e rutilo em recobrimentos produzidos com eletrdlito de
acido sulfarico 0,25M e &cido fosforico 0,25M aplicando voltagem de 320 V, densidade
de corrente 380 A/m?, durante 60 minutos de anodizacdo. Levando em consideracio que
os parametros de anodizacgdo utilizados sdo similares ao desta tese, pode-se chegar a
conclus@o que a densidade de corrente pode ter um efeito importante na formacao do
rutilo, uma vez que a densidade de corrente deste estudo foi de ~ 18 A/m’ e ndo houve
a formacéo de rutilo. Abdullah em seu aprofundado estudo sobre a formacéo de TiO,
afirma que a formacao do rutilo a partir de eletrolitos a base de acido sulfdrico e acido
fosférico € dependente da densidade de corrente (ABDULLAH, 2010; PARK et al.,
2005).

Estudos in vitro comprovam a efetividade das fases anatasio e/ou rutilo na
formacdo de apatita. Segundo 0s autores e seus respectivos colaboradores
KAWASHITA, XIONG e YANG, superficies com pouca ou nenhuma presenca de
anatdsio e/ou rutilo apresentam uma menor formacdo de apatita, apontando baixa
bioatividade (KAWASHITA et al., 2004; XIONG et al., 2004; YANG et al., 2004).
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Figura 5.4- Difratograma do recobrimento do grupo TiO, Acidos (preto) obtido em incidéncia rasante,
padrdo anatésio (azul), padrao de titdnio (marrom) e perfil calculado no método de Rietveld (vermelho).

Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET):

A micrografia de MET no modo STEM, na figura 5.5 (a), evidencia que a
microestrutura do recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf € composta por fase
cristalina (cruz laranja) e fase amorfa (cruz azul). A figura 5.5 (b) mostra os espectros
de EDS obtidos nas regides cristalina e amorfa indicadas pelas cruzes na figura 5.5 (a).
A razdo Ca/Ti é maior na fase amorfa (~ 0,26) que na fase cristalina (~ 0,03) indicando
que o célcio tende a se concentrar predominantemente na fase amorfa que na fase
cristalina. J& no caso do fosforo, ndo é possivel estabelecer uma preferéncia na fase
amorfa ou cristalina, pois a razdo P/Ti é muito baixa (~ 0,07 e ~ 0,03 respectivamente).
Isso pode ser devido & baixa concentracdo de ions P no eletrolito (0,02M de
C3H7Na2O6P). Na figura 5.5 (c), a indexacdo dos padrdes de difracdo de elétrons na

area selecionada (SAED) apontam a presenca de planos caracteristicos das fases
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anatasio (vermelho) e rutilo (amarelo), corroborando com os resultados de difragdo de
raios X (figura 5.3). Os anéis ou halos concéntricos indicam a presenga de uma fase

amorfa.

Amorfo
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Figura 5.5- Micrografia de MET do recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf: (a) A cruz laranja
identifica fase cristalina e a cruz azul identifica fase amorfa; (b) Espectros de EDS das fases amorfa e

cristalina; e (c) padréo de difracdo de elétrons (SAED).

Espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDS) foi usada para
identificar e fornecer informagdes da distribuicdo elementar na area analisada. A figura
5.6 apresenta 0s mapas elementares do (b) oxigénio, (c) célcio, (d) fosforo e (e) titénio
no recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf Comparando-se a imagem obtida no
modo STEM e os mapas elementares da mesma regido € possivel correlacionar a
localizacdo dos elementos com as fases. Pode-se observar que o oxigénio (figura 5.6 b)
estd distribuido uniformemente por toda a superficie. Ja o calcio apresenta-se
prioritariamente na regido amorfa, confirmando o resultado de EDS da figura 5.5 (b).
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Este resultado contradiz com dados da literatura, onde o aumento da
concentragdo de calcio é correlacionado com o aumento na cristalinidade dos
recobrimentos (KIM & RAMASWAMY, 2009; ZHU et al., 2002; ZHU et al., 2001).
Entretanto, este pode ser um ponto positivo uma vez que estruturas amorfas sdo mais
soluveis e, por isso, disponibilizam o célcio mais rapidamente para 0 meio corpéreo e
acelerando o processo de osseointegracdo. O fosforo (figura 5.6 d), apesar estar presente
numa concentragdo relativamente baixa no eletrélito (0,02M de Betaglicerofosfato de
sodio a solucdo), encontra-se distribuido por toda a superficie. Em contrapartida, o

titnio apresenta-se visivelmente distribuido na regido cristalina.

100 x 100 pixels
Tamanho do Pixel: ol

3,04 nm x 3,04 nm B e

—1 100 nm

F———— 100 nm - 100 nm

Figura 5.6- (a) Micrografia de MET (HAADF) do corte transversal do recobrimento do grupo TiO;

Acetato + Bgf; Mapas elementares individuais: (b) Oxigénio; (c) Calcio; (d) Fosforo e (e) Titanio.

A figura 5.7 apresenta a imagem HAADF/STEM (a) e 0s mapas elementares
obtidos por EDS/STEM do (b) oxigénio, (c) fosforo e (d) titanio no recobrimento do

grupo TiO, Acidos. Observa-se que o oxigénio (b) concentra-se basicamente nas
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mesmas regides em que o titanio (d). Em contrapartida, o fésforo concentra-se na regido
amorfa. Este resultado é confirmado pelo EDS da figura 5.9.

Figura 5.7- (a) Micrografia de HAADF/STEM do corte transversal do recobrimento do grupo TiO,

Acidos; Mapas elementares individuais: (b) Oxigénio; (c) Fosforo e (d) Titanio. (Imagens: 20 X 20 pixels

Tamanho: (9,21 x 9,21) nmz)

Na figura 5.8 (a), a micrografia por STEM/MET evidencia microestrutura do
recobrimento do grupo TiO, Acidos composta por fase cristalina (regido clara) e fase
amorfa (regido escura). A figura 5.8 (b) apresenta o espectro de EDS obtido das regides
cristalina (cruz verde) e amorfa (cruz amarela) indicadas na figura 5.8 (a). A razéo P/Ti
€ maior na fase amorfa (~ 0,94) que na fase cristalina (~ 0,12) confirmando a

predominancia do fosforo na fase amorfa.
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Figura 5.8 - (a) Micrografia de STEM/MET do recobrimento do grupo TiO, Acidos; (b) Espectro de EDS
na regido cristalina (cruz verde) e na regido amorfa (cruz amarela).

As figuras 5.9 (a) e (b) mostram, a esquerda, imagem de MET de alta resolucédo
das regides cristalinas e amorfas do recobrimento do grupo TiO, Acidos. A direita, s&o
mostrados 0s respectivos padrBes de difracdo de elétrons das areas selecionadas
(SAED). Estes resultados ratificam as analises de DRX que identificou a presenca de

fases cristalinas e amorfas na superficie do recobrimento do grupo TiO, Acidos.
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(a) Cristalino

(b) Amorfo

Figura 5.— icograflas eM de aIt relugao e padrdo de difragdo de elétrons (SAED) do

recobrimento do grupo TiO, Acidos: (a) regio cristalina e (b) regido amorfa.

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS):

A distribuicdo das concentracdes atbmicas (at%) dos elementos que compbdem o
recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf é apresentada na figura 5.10. A analise
quimica elementar por XPS foi realizada antes e ap6s bombardeamento com Ar” por:
20, 40, 60, 80 e 100 minutos. Uma forte variacdo de concentracdo dos elementos no
recobrimento foi observada nos primeiros 40 minutos de bombardeamento, a partir de
entdo as concentracdes atingem o equilibrio mantendo-se estaveis até 100 minutos. A
maior alteracdo na concentragcdo versus tempo de bombardeamento é observada para o
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carbono (de ~ 76 at% para 4 at%), o que pode ser atribuido a uma forte dessorcdo deste
elemento pelos poros adjacentes a superficie do recobrimento de TiO..

A remocéo dos atomos de carbono da superficie pelo bombardeamento com Ar*
resulta num aumento do contedo relativo de todos os outros elementos nas camadas
mais profundas do recobrimento. O percentual atdmico de oxigénio estabilizou-se em
~ 64 at% a partir de 40 minutos de bombardeamento, enquanto o percentual atbmico do
titdnio chegou a ~ 20 at%. A proporcdo entre os elementos titanio e oxigénio manteve-

se constante para os tempos posteriores de bombardeamento (maior profundidade).

60 - —&— Carbono
—&— Oxigénio
—&— Titinio

404 —¥— Fosforo
—&— (Calcio

20 o—t

Composi¢ao Elementar (%)

Tempo (min)

Figura 5.10- Concentracdo atdmica dos elementos (at%) no recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf

em funcéo do tempo de bombardeamento.

Com o objetivo de entender o estado quimico dos elementos no recobrimento,
espectros de alta resolucdo de XPS do titanio, oxigénio, calcio e fosforo foram
adquiridos. A figura 5.11 ilustra o espectro tipico de XPS que mostra a presenca dos
principais elementos do recobrimento. O percentual atbmico (at%) de cada elemento na

composicao da superficie foi calculado.
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Figura 5.11 - Espectro survey de XPS do recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf e percentual atdmico

(at.%) para cada elemento.

A tabela 5.2 apresenta os picos medidos, seus respectivos valores de energias de
ligacdo (eV), percentuais atdmicos, FWHM (largura a meia altura) e possiveis grupos

quimicos encontrados no recobrimento.

Tabela 5.2- Percentual atdmico (at%) para cada pico dos elementos do recobrimento do grupo
TiO, Acetato + Bgf.

) Energia de Contetdo .
Pico ) FWHM Grupo quimico
ligagdo (eV) (At %)

Ca 2p3;, (1) 346,7 21,7 1,2 CaCOs
Ca 2p3;, (2) 347,2 78,3 1,5 Caz(PO,),, CaHPO,
Ti 2ps (1) 455,1 4,1 2,4 TiO, TiOH
Ti 2ps2 (2) 456,3 22,2 1,7 Ti 04
Ti 2ps2 (3) 457,9 73,7 1,4 TiO,
0 1s (1) 529,9 74,7 1,6 TiO,
01s(2) 531,1 25,3 2,0 Ti-OH, (PO,)*,Ca0
P2p 133,2 100 2,2 (PO,)* ,(HPO4*
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Os atomos do titdnio com energias de ligagdo no pico 2pp) representam um
total de 20,8% da composicdo da superficie. Baseado na forma do pico 2p /) medido, o
mesmo pode ser deconvoluido em 4 outros picos, conforme ilustrado na figura 5.12. Os
perfis obtidos correspondem aos compostos TiO, TiOH, Ti,O3 e TiO,, que sdo analogos
aos encontrados por Marino e cols. (MARINO et al., 2004). O pico correspondente ao
TiyO3 esta localizado na energia de ligacdo de 456,3 eV e representa 22,2% dos atomos
do Ti. O pico TiO, exibe uma energia de ligacdo em 457,9 eV e corresponde a 73,7%
dos atomos do Ti, correspondendo a maior contribuicdo para o pico Ti 2p neste
recobrimento. O pico localizado a 455,1 eV é consistente com TiO (6xido de titanio)
e/ou TiOH (hidrdxido de titanio) e pode ser interpretado por um ou ambos 0s compostos

com o pequeno conteudo de 4,1%.

~ 6000 -

)

Intensidade (u.a

3000 - Ti,O

TiO/TiOH

468 464 460 456 452
Energia de ligacao (eV)

Figura 5.12- Picos de energias de ligagdo de XPS do Titanio (Ti 2p) no recobrimento do grupo TiO;
Acetato + Bgf.

O dubleto na figura 5.13, separado por 3,5 eV, € consistente com os dados de
XPS relativos ao célcio. Cada pico para este dubleto tem largura a meia altura de
aproximadamente 1,5 eV e resulta num contetudo atdmico de 7% dos atomos de célcio
presentes na superficie. O pico a 346,7 eV é atribuido aos ions de calcio do CaCO;

(carbonato de calcio) e representa um total de 21,7% do atomos de célcio da superficie.
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O principal pico a 347,2 eV corresponde ao célcio no Ca(PO,4), e CaHPO, (ambos
fosfatos de célcio) e geram a maior contribuicdo (78,3%) para todo o pico Ca 2ps»
(OHTSU et al., 2013; NIST,2012; IDE-EKTESSABI et al., 2005). Dados da literatura
correlacionam a presenga de célcio e fosforo nos recobrimentos com o aumento da
biocompatibilidade do implante, favorecendo a osseointegracdo (SOUZA et al., 2011).
A incorporacdo de Ca e P nos recobrimentos produzidos por oxidagdo anddica oferecem
base composicional para a formacdo de fosfatos de célcio. O fosfato de célcio
compreende a uma das fases inorganicas dos tecidos duros (0sso) com propriedades
osteoindutoras nos fluidos fisiologicos desempenhando importante papel na

osseointegracdo (ZHU et al., 2001).
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Figura 5.13- Picos de energias de ligacdo de XPS do Célcio (Ca2p) no recobrimento do grupo TiO,
Acetato + Bgf.

O pico do oxigénio Ols da figura 5.14 pode ser deconvoluido por dois picos
largos representando os atomos de oxigénio associados ao titanio no TiO,, com energia
de ligacdo de 529,9 eV, e a fracdo relativa de 74,7% dos atomos de oxigénio do volume
da superficie. Este percentual é similar ao obtido para o elemento titanio (73,7%),
associado ao composto TiO,. O segundo pico de O1s pode ser atribuido ao OH e outras

espécies que contenham oxigénio. Por exemplo, a energia de ligacdo de 531,1 eV (e
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fracdo relativa de 25,3%) se encaixa bem ao &nion fosfato (PO,)%, ou as espécies Ti-OH
e CaO. O alto valor de FWHM dos respectivos picos indica que é possivel a existéncia
de outras espécies contendo oxigénio, conforme discutido na literatura, pois de acordo
com as observacGes dos autores, o processo de oxidacdo anddica pode causar a fixacdo
de radicais de oxigénio na superficie durante a formagdo do plasma (ABBASI et al.,
2011; YAN et al., 2010).

O1s

12000 A

8000 -

Intensidade (u.a.)

Ti-OH/(PO,)*/Ca0
4000 4

526 528 530 532 534

Energia de ligacéo (eV)

Figura 5.14- Picos de energias de ligacdo de XPS do Oxigénio (O1s) no recobrimento do grupo TiO,
Acetato + Bgf.

O pico medido para o fosforo P 2p, apresentado na figura 5.15, é centrado a
133,2 eV e corresponde a um conteudo atbmico de 2,0%. Este valor de energia de
ligacdo indica que os &tomos de fésforo formam fons fosfato (PO)*e (HPO.)*
(TSUTSUMI et al., 2009; ZHU et al., 2004). A largura do pico P 2p, com FWHM de
2,2 eV, é similar ao resultado obtido por Screckenbach e cols. e por Horowitz & Parr.
Tais autores sugerem que as altas temperaturas do processo de oxidacdo anddica a
microarco podem induzir o aumento na condensacdo de fosfatos levando a formacéo de
grupos fosfatos e pirofosfatos (SCHRECKENBACH et al., 1999; HOROWITZ &
PARR, 1994). De acordo com Marino e cols., o dubleto P 2p muda apds o
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bombardeamento com ions argbnio, além disso, os atomos de fosforo comecam a
contribuir em energias de ligagao inferiores (~ 128,5 eV) devido a formagéo de fosfitos
(ROGUSKA et al., 2011; MARINO et al., 2004). Porém, nenhum pico correspondente a

energia de ligacdo do fosforo nos complexos fosfitos foi observado no presente estudo.
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Figura 5.15- Picos de energias de ligagdo de XPS do Fésforo (P2p) no recobrimento do grupo TiO,
Acetato + Bgf.

A presenca de Ca e P tem sido reportada como vantajosa para 0 crescimento
celular (MAXIAN et al., 1994). Os dados de XPS inequivocamente mostram a
formacdo de fosfato de calcio no recobrimento produzido. Infelizmente a baixa
quantidade e o estado ndo cristalino do fosfato de célcio ndo permitiu sua identificacdo
pela técnica de DRX, estando fora do limite de deteccdo da técnica. Entretanto, o mapa
elementar de MET forneceu evidéncia para esta conclusdo (figura 5.6). As regides
amorfas do recobrimento, confirmadas por difracdo de elétrons, sdo ricas em atomos de
calcio (razdo Ca/Ti por EDS = 0,26 %), enguanto quase ndo ha presenca de célcio nas
regibes cristalinas do recobrimento (razdo Ca/Ti por EDS = 0,03 %), conforme
apresentado na figura 5.5 (b).

A distribuicdo das concentracfes atbmicas (at%) dos elementos que compdem o
recobrimento do grupo TiO, Acidos é apresentada na figura 5.16. A analise quimica

elementar por XPS foi realizada antes e apds 5, 20 e 40 minutos de bombardeamento.
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Observa-se uma grande variagdo na concentracdo dos elementos nos primeiros 20
minutos de desbaste e, a partir de entdo, a concentracdo manteve-se relativamente
estavel até 40 minutos de bombardeamento. A maior alteragdo na concentragdo em
funcdo do tempo de bombardeamento foi observada para o carbono (de ~ 49 at% para 1
at%), o que pode ser atribuido a uma forte dessor¢cdo deste elemento pelos poros
adjacentes a superficie do recobrimento de TiO».

A remocéo dos atomos de carbono da superficie pelo bombardeamento com Ar*
resulta num aumento do conteldo relativo de todos os outros elementos nas camadas
mais profundas do recobrimento. O percentual atbmico de oxigénio estabilizou-se em ~
67 at% apos 40 minutos de bombardeamento, enquanto a porcentagem global do titanio
chegou a ~ 26 at%. Para o elemento fosforo, a porcentagem atdémica estabilizou-se em 5
at%. A proporcdo da composicdo elementar mantém-se constante para 0S proximos

tempos de bombardeamento (profundidades).
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Figura 5.16- Concentracdo atbmica dos elementos (at%) em fungdo do tempo de bombardeamento com
fons Ar* para o recobrimento do grupo TiO, Acidos.

O pico observado no espectro de XPS em alta resolucédo, figura 5.17 (a), com
energia de ligacdo em 458,6 eV corresponde ao elemento titanio (Ti 2psp), € estd
relacionada ao composto TiO,. Da mesma forma, o pico do oxigénio O 1s com energia
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de ligagdo 530,1 eV, figura 5.17 (b), também é associado ao titanio no composto TiO».
O pico em alta resolugdo do fosforo (P 2p), figura 5.17 (c), apresenta energia de ligacéo
em 133,4 eV, compativel com o componente fosfato: PO, (133,4 eV).
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Figura 5.17- Espectros de XPS em alta resolucdo do recobrimento do grupo TiO, Acidos: (a) titanio
(Ti 2p), (b) oxigénio (O 1s) e (c) fésforo (P 2p).

Molhabilidade:

As medidas de angulo de contato da agua destilada, diiodometano e etilenoglicol
com a superficie de Ti puro resultaram nas médias (56,6 + 1,4)°; (55,7 + 0,6)° e (48,6 £
1,5)°, respectivamente, conforme ilustrado no grafico da figura 5.18. A superficie do
recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf resultaram nas médias (71,7 = 6,7)°, (61,9 £

5,9)° e (57,0  8,7)°. A superficie do recobrimento do grupo TiO, Acidos apresentou,
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para 0s mesmos solventes, as médias (83,9 + 7)°, (63,8 = 7,1)°e (68,3 + 5,3)°,
respectivamente. Uma vez que em todos os liquidos avaliados produziram valores de
angulo de contato abaixo de 90°, pode-se concluir que tanto a superficie de Ti puro
quanto as dos recobrimentos produzidos sdo hidrofilicas (FORCH & SCHONHERR,
2009).

Ao compararmos as medidas de angulo de contato das superficies dos
recobrimentos com a superficie de Ti puro, ou seja, lixadas e polidas com SiC em
granulometrias de 180, 400, 600 e 1200 respectivamente, percebemos que as medidas de
angulo de contato para o Ti puro sdo menores que para a superficie tratada (figura 5.18).
Uma das teorias que explicam o comportamento dos liquidos no Ti puro é o fato de que
na superficie polida o liquido se espalha com mais facilidade, ao passo que na superficie
tratada 0 molhamento demora mais para acontecer, sendo diretamente dependente do
tempo de analise da gota. Em outras palavras, na superficie Ti puro o molhamento
ocorre mais rapido, sendo que para 0 mesmo tempo de analise, O molhamento ocorre
mais lentamente para a superficie anodizada, levando a um angulo de contato, que o
tempo estipulado foi de 150s. Este fato pode ser ilustrado observando a figura 5.19,
onde na superficie anodizada utilizando agua destilada, apos 900s, a superficie
apresenta-se completamente molhada e a gota cessou. Na verdade, ndo ocorre
espalhamento da gota na superficie anodizada, mas sim absor¢éo da gota (liquido) pelos
poros da superficie, ocorrendo de forma mais lenta do que o espalhamento da gota na
superficie ndo anodizada.

A molhabilidade da superficie do biomaterial é mencionada como um dos
principais fatores relacionados ao sucesso da osseointegracdo. O comportamento celular
frente a superficie do biomaterial depende das interacGes célula-implante, que estdo
diretamente correlacionadas com as propriedades da superficie. A hidrofilicidade da
superficie, rugosidade, composicdo quimica e morfologia afetam fortemente a resposta
celular quando em contato com o biomaterial do implante. Além disso, A rugosidade
pode favorecer o espalhamento de proteinas e a adesdo celular na superficie do
biomaterial (ZHU et al., 2004).
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Figura 5.18- Comparacdo da molhabilidade das superficies de Ti puro polido e os recobrimentos do grupo
TiO, Acetato + Bgf e grupo TiO, Acidos.
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Figura 5.19- Evolucdo do molhamento na superficie anodizada com gota de agua destilada (900s).

Ensaio de Riscamento ou “Scratch test”:

A caracterizacdo da aderéncia do recobrimento é importante para avaliar falhas
como: delaminacéo, deformacGes plasticas e presenca de fissuras no recobrimento ou no
substrato. Este é um parametro importante visto que durante sua instalacdo, na clinica, o
implante é submetido a mecanismos de desgaste por forcas de cisalhamento. Nao
obstante, o destacamento do recobrimento com a geracdo de residuos sdo altamente
indesejaveis pois os fragmentos podem causar rea¢fes adversas levando a necessidade
de substituicdo do implante (KORKUSUZ, 2004).
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Na figura 5.20 séo apresentados os locais onde foi realizado o ensaio de
riscamento nos recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf e do grupo TiO, Acidos.
As setas indicam os locais onde foi observado o primeiro destacamento em cada trilha e
o retangulo preto na parte superior de cada figura representa o percurso da trilha. Pode-
se observar que a partir de uma determinada carga critica (Lcl) o recobrimento do
grupo TiO, Acetato + Bgf apresentou descontinuidade no destacamento até o final do
percurso da trilha em todas as repeticGes. Neste recobrimento, os valores médios das
posicdes onde ocorreu o0 primeiro destacamento (Lcl) nas trilhas foi de 429,4 + 157,7
pum e das forcas necessarias para ocorrer o destacamento foi de 104,6 + 19,9 mN.

No caso do recobrimento do grupo TiO, Acidos os valores médios das posicoes
onde ocorreu o primeiro destacamento (Lcl) nas trilhas foi de 1807,5 + 361,2 um e das
forcas necessarias para ocorrer este destacamento foi de 278,6 + 45,6 mN. Uma vez que
ndo tenham sido observadas diferencas significativas entre os valores de rugosidade e
espessura dos recobrimentos produzidos (tabela 5.1), a grande diferenca no desempenho
mecanico pode estar relacionada a presenca de varias vazios interconectados (figura
5.2), que podem fragilizar o recobrimento do grupo TiO, Acetato + Bgf. Além disso, a
maior resisténcia do recobrimento do grupo TiO; Acidos poderia ser explicada por sua
nanoestrutura. Conforme apresentado por Gamboa & Pasquevich, a fase anatasio

somente alcanca estabilidade estrutural quando o tamanho das particulas se torna
inferior a 14 nm (GAMBOA & PASQUEVICH, 2009).

Figura 5.20- Micrografia por MEV das trilhas ap6s ensaio de riscamento no recobrimento: (a) do grupo
TiO, Acetato + Bgf e (b) do grupo TiO, Acidos. As setas indicam a posicio onde o destacamento do
recobrimento foi iniciado. Retangulo preto na parte superior da figura representa o percurso da trilha.
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Na figura 5.21 s&o apresentadas micrografias com maior ampliacdo das regides
de destacamento dos recobrimentos. Nas figuras 4.21 (a) e (c) séo identificados a trilha,
0 recobrimento de TiO; e o substrato. Na figura 5.21 (b) e (d), séo apresentadas uma

porc¢éo das trilhas com aumento de 2500x.

Figura 5.21- Micrografias por MEV por elétrons retroespalhados das trilhas ap6s ensaio de riscamento
nos recobrimentos do grupo TiO, Acetato + Bgf (superior) e do grupo TiO, Acidos (inferior): (a, c) regido

de inicio de destacamento do recobrimento; (b, d) ampliagdo de 2500x.

A partir dos resultados apresentados, o recobrimento do grupo TiO, Acidos foi
selecionado para avaliacdo in vivo. A descricdo dos resultados obtidos sera feita na
sessdo 5.3. Antes disso, serdo apresentados os resultados da caracterizagcdo dos

recobrimentos com ions zinco incorporados.
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5.1.1- Recobrimentos de TiO, Acidos contendo zinco incorporado

E bem estabelecido, inclusive estudos in vitro comprovam que o zinco é um
elemento essencial as fungdes bioldgicas e que tem como objetivo promover a adesao,
proliferacdo e diferenciacdo de células osteobasticas, além de inibir atividade
osteoclastica (HADLEY et al., 2010). Além disso, o0 zinco possui diversas atividades e
funcbGes bioldgicas, como atuar na sintese de DNA, participar em atividades
enzimaticas, participar no metabolismo de &cido nucleico, atuar na biomineralizagéo,
atuar como cofator da fosfatase alcalina (importante enzima na mineralizacdo 0ssea),
favorecer a densidade 6ssea, prevenir a perda éssea, auxiliar na atividade hormonal,
além de possuir excelentes qualidades antibacterianas (HU et al., 2011; LIMA et al.,
2010; TANG, et al., 2009; REN et al., 2009).

Nesta etapa foram utilizados os mesmos reagentes empregados na producao dos
recobrimentos do grupo TiO, Acidos (tabela 4.1), porém com incorporago de nitrato de
zinco em duas concentracOes diferentes: 0,04M e 0,1M. Com a incorporacdo do sal de
zinco ao eletrélito foi necessario proceder alguns ajustes nos parametros de deposicao
para obtencdo de superficies homogéneas. Para facilitar a identificacdo os recobrimentos

foram denominados grupo TiO, 0,04M Zinco e grupo TiO, 0,1M Zinco.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Corte transversal (FIB):

A figura 5.22 mostra as micrografias por MEV dos recobrimentos dos grupos
TiO, 0,04M Zinco (a) e TiO, 0,1M Zinco (b). Nos dois recobrimentos observa-se a
presenca de grande inumeros poros arredondados e interconectados, com tamanhos de
poros (a partir da parede interna) de 2,0 £ 0,7 um para o grupo TiO, 0,04M Zinco, e de
2,3+ 0,7 um para o grupo TiO, 0,1M Zinco. Ressalta-se, entretanto que a superficie ndo
apresenta trincas aparentes. E possivel constatar que a morfologia dos poros do
recobrimento do grupo TiO, Acidos (figuras 5.1 ¢, d) modificou de forma significativa

com a adicdo de zinco ao eletrdlito.
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Figura 5.22- Micrografias por MEV da topografia dos recobrimentos (a) TiO, 0,04M Zinco e (b) TiO,

0,1M Zinco com aumento de 3000x.

A figura 5.23 apresenta as micrografias dos cortes transversais dos
recobrimentos preparados por FIB (Focused lon Beam_ feixe de ions focalizado). As
superficies dos recobrimentos do grupo TiO, 0,04M Zinco (figura 5.23 a) e do grupo
TiO,0,1M Zinco (figura 5.23 b) revelam-se aparentemente densas, sem vazios préximos

a interface substrato-recobrimento.

-~ —
rados por FIB: (a) grupo

Figura 5.23- icrorafias por MEV do corte transversal dos recobrimentos prepa
Ti0,0,04M Zinco e (b) grupo TiO,0,1M Zinco.

Rugosidade e Espessura:

A tabela 5.3 apresenta as médias dos resultados obtidos de rugosidade e
espessura para os recobrimentos do grupo TiO, 0,04M Zinco e do grupo TiO; 0,1M
Zinco. O aumento na concentragdo de nitrato de zinco ndo gerou diferenca significativa

na rugosidade dos recobrimentos. Por outro lado, observa-se que o0 aumento na
61



concentragdo de zinco proporcionou um aumento de duas vezes a espessura do
recobrimento. Conforme apresentado na tabela 5.1 os recobrimentos do grupo e TiO;
0,1M Zinco possuem espessura semelhante do recobrimento sem eletrdlito.

Tabela 5.3- Média dos valores de rugosidade e espessura nos recobrimentos do grupo TiO,0,04M Zinco e
do grupo TiO, 0,1M Zinco.

Eletrélito Rugosidade (pum) Espessura (um)
Média  Desvio padrdo Média Desvio padrdo
Ti0,0,04M Zinco 0,60 0,07 1,8 0,3
Ti0,0,1M Zinco 0,63 0,09 39 0,8
Difracdo de Raios X (DRX):

A figura 5.24 apresenta os padrdes de difracdo de raios X dos recobrimentos do
grupo TiO, 0,04M Zinco (vermelho), do grupo TiO, 0,1M Zinco (azul) e do grupo TiO,
Acidos (preto). Além da fase cristalina anatésio, verifica-se a presenca de fase amorfa
nos recobrimentos. N&o foi identificada nenhuma outra fase cristalina. Com o aumento
da concentracao de zinco, ocorre uma diminui¢do na intensidade dos picos do anatéasio,

quando comparado com o difratograma do recobrimento do grupo TiO, Acidos.
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Figura 5.24- Padrdes de difracdo de raios X dos recobrimentos do grupo TiO,0,04M Zinco (vermelho),

grupo Ti0O,0,1M Zinco (azul) e grupo TiO, Acidos (preto).

Microscopia Eletronica de Transmisséao (MET):

A baixa concentracdo de zinco nos recobrimentos produzidos no grupo TiO,
0,04M Zinco impossibilitou sua deteccdo por EDS. Uma vez que a morfologia dos
recobrimentos contendo diferentes concentracbes de zinco foi muito similar, serdo
apresentados apenas os resultados de MET do grupo TiO,0,1M Zinco.

A micrografia de MET no modo STEM na figura 5.25 evidencia microestrutura
do recobrimento de TiO, é composta por fase cristalina (2) e fase amorfa (1). A figura
5.26 mostra 0s espectros de EDS obtidos nas regides cristalina e amorfa marcadas pelos
quadrados vermelhos na figura 5.25. Observa-se que a razdo P/Ti é maior na fase
amorfa (~ 0,26) que na fase cristalina (~ 0,12) indicando que o fosforo tende a se
concentrar mais predominantemente na fase amorfa que na fase cristalina, igualmente
observado no grupo TiO, Acetato + Bgf e no grupo TiO, Acidos. Ndo é possivel
estabelecer uma diferenciacdo de predominéancia do elemento zinco nas fases amorfa e

cristalina, pois a razdo Zn/Ti em ambas as fases € muito baixa (~ 0,02 e ~ 0,03
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respectivamente). Isto possivelmente € devido a baixa concentragdo de ions Zn no

eletrolito.

Figura 5.25- Micrografia de MET do recobrimento do grupo TiO,0,1M Zinco: (1) fase amorfa e (2) fase
cristalina.

1 = Area 2
P/Ti: 0,12
Zn/Ti: 0,02
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Figura 5.26- Espectros de EDS das fases amorfa e cristalina do recobrimento do grupo TiO, 0,1M Zinco.
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A figura 5.27 apresenta a micrografia (a) HAADF (MET) e 0s mapas
elementares do (b) oxigénio, (c) fosforo, (d) titénio e (€) zinco no recobrimento de TiO;
0,1M Zinco. Observa-se que o oxigénio (b) concentra-se basicamente nas mesmas
regides em que o titanio (d). J& o fosforo (c) apresenta-se mais concentrado na regido
amorfa confirmando o resultado de EDS da figura 5.26. O titanio (d) apresenta-se
distribuido por toda a superficie do recobrimento, porém com uma leve predominancia
pela regido cristalina. E possivel que o aumento de intensidade nesta regio do

recobrimento esteja relacionado com uma maior espessura do corte devido algum ajuste

durante o preparo da amostra para a realizacdo da andlise por MET. O zinco (e)

apresenta levemente predominancia na regidao amorfa.

40 x 40 pixels

5,88 nm x 5,88 nm

Figura 5.27- (a) Micrografia de MET (HAADF) do corte transversal do recobrimento do grupo TiO,0,1M

Zinco; Mapas elementares individuais: (b) Oxigénio; (c) Fésforo; (d) Titanio e (e) Zinco.
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Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS):

Os diagramas da distribuicdo dos principais elementos que compdem o0s
recobrimentos, em termos das respectivas concentragdes atdmicas (at%), em funcdo do
tempo de bombardeamento com ions Ar* (min) do grupo TiO, 0,04M Zinco e do grupo
TiO,0,1M Zinco ¢é apresentada na figura 5.28. A analise quimica elementar por XPS foi
realizada antes e apds 0, 5, 20 e 40 minutos de bombardeamento. Para o recobrimento
do grupo TiO, 0,04M Zinco, figura 5.28 (a), observa-se que ocorreu variagdo na
concentragdo dos elementos no recobrimento nos primeiros 05 minutos de desbaste e, a
partir de entdo, a concentracdo dos elementos manteve-se relativamente estavel até 40
minutos de bombardeamento. Para o recobrimento do grupo TiO, 0,1M Zinco, figura
5.28 (b), ocorreu variagdo na concentragdo dos elementos no recobrimento nos
primeiros 05 minutos, igualmente a superficie do grupo TiO,0,04M Zinco.

No recobrimento do grupo TiO, 0,04M Zinco, para o elemento carbono houve
uma alteracdo na concentragdo em funcdo do tempo de bombardeamento (de ~ 32 at%
para 19 at%), o que pode ser atribuido a uma forte dessorcéo deste elemento pelos poros
adjacentes a superficie do recobrimento de TiO,. O percentual atbmico de oxigénio
estabilizou-se em ~ 54 at% apds 40 minutos de bombardeamento, enquanto a
porcentagem global do titanio chegou a ~ 19 at%. Para o elemento fosforo, a
porcentagem atdmica estabilizou-se em ~ 7 at% e para o elemento zinco, a porcentagem
atdmica estabilizou-se em ~ 0,2 at%, por ser um elemento com baixa concentragdo no
eletrolito (apenas 0,04M de nitrato de zinco).

Maiores alteracbes foram observadas na superficie do recobrimento do grupo
TiO, 0,1M Zinco. A maior alteracdo na concentracdo em funcdo do tempo de
bombardeamento foi observada para o carbono (de ~ 54 at% para 3 at%), o que pode ser
atribuido a uma forte dessorcdo deste elemento pelos poros adjacentes a superficie do
recobrimento de TiO,. A remocdo dos atomos de carbono da superficie pelo
bombardeamento com Ar” resulta num aumento do contetido relativo de todos os outros
elementos nas camadas mais profundas do recobrimento. O percentual atdmico de
oxigénio estabilizou-se em ~ 49 at% apo6s 40 minutos de bombardeamento, enquanto a
porcentagem global do titanio chegou a ~ 37 at%. Para o elemento fosforo, a
porcentagem atdmica estabilizou-se em ~ 9 at%. Para o elemento zinco, a porcentagem

atdbmica estabilizou-se em ~ 1 at%.
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Figura 5.28- Concentracéo atdbmica dos elementos (at%) nos recobrimentos: (a) grupo TiO, 0,04M Zinco

e (b) grupo TiO, 0,1M Zinco em funcéo do tempo de bombardeamento com ions Ar”.

Uma vez que os perfis de alta resolucdo foram semelhantes para os
recobrimentos dopados com zinco, exceto pela intensidade dos picos, aqui serdo
discorridos somente os resultados da superficie do grupo TiO; 0,1M Zinco. O pico no

espectro de XPS em alta resolucdo em 458,5 eV, figura 5.29 (a), corresponde ao
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elemento titanio (Ti 2ps;) sendo que esta energia de ligacdo é referente ao composto
TiO,. O pico do oxigénio O 1s, figura 5.29 (b), corresponde aos atomos de oxigénio
associados ao titanio no composto TiO,. Pode-se atribuir este pico majoritariamente ao
TiO; pela simetria e largura a meia altura (FWHM), tanto para o pico Ti 2ps2, figura
5.29 (a), como para o pico O 1s em 530,1 eV, figura 5.29 (b). Porém o elemento
oxigénio além da formacdo para a componente TiO,, também esta ligado ao zinco
formando o composto ZnO (6xido de zinco), com energia de ligacdo 530,9 eV e além
disso colabora na formacio do composto PO,*, com energia de ligacdo 531,1 eV . O
pico em alta resolucdo do fosforo (P 2p), figura 5.29 (c), apresenta energia de ligacdo
em 133,5 eV, compativel com o componente fosfato: PO,>. O pico com energia de
ligagdo em 1021,5 eV, figura 5.29 (d), corresponde ao elemento zinco (Zn 2p) e é

caracteristica do composto ZnO.
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Figura 5.29- Picos de XPS em alta resolucdo para os elementos: (a) titanio (Ti 2p), (b) oxigénio (O 1s),
(c) fosforo (P 2p) e (d) zinco (Zn 2p).
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Ensaio de Riscamento ou “Scratch test”:

Na figura 5.30 sdo apresentadas as trilhas produzidas no ensaio de riscamento
para os recobrimentos do grupo TiO; 0,04M Zinco (a) e do grupo TiO; 0,1M Zinco (b).
As setas indicam os locais onde ocorreu o primeiro destacamento em cada trilha e o
retdngulo preto na parte superior de cada micrografia de MEV indica o percurso da
trilha. Pode-se observar que a partir de uma determinada carga critica (Lcl) o
recobrimento foi destacado, porém com carga critica (Lcl) maior, pois conforme héa o
deslocamento, a carga vai aumentando. Logo, conclui-se que tanto para (a) grupo TiO;
0,04M Zinco quanto para (b) grupo TiO; 0,1M Zinco houve uma resisténcia inicial ao
destacamento, porém a partir de determinada Lcl o recobrimento comecou a destacar,

conforme os valores apresentados na tabela 5.4.

1.0mm

Figura 5.30- Ensaio de riscamento dos recobrimentos: (a) TiO, 0,04M Zinco e (b) TiO, 0,1M Zinco. As
setas indicam o primeiro destacamento em cada trilha. Retdngulo preto na parte superior da figura

representa o percurso da trilha.

A tabela 5.4 apresenta os valores das médias das posices em que ocorreu o
primeiro destacamento (Lcl) nas trilhas e a média das forcas necessarias para ocorrer
este destacamento. A posicdo média da Lcl para o recobrimento TiO, 0,04M Zinco foi
de 1148,6 + 242,62 um e a meédia de forca necessaria para que o primeiro destacamento
ocorresse foi de 190,0 + 44,2 mN. Para o recobrimento TiO,0,1M Zinco foi de 1201,5
188,0 um e a média de forca necessaria para que o primeiro destacamento ocorresse foi
de 201,4 + 23,8 mN. Com esses resultados, pode-se concluir que ndo houve diferenca

significativa entre os recobrimentos dopados com zinco.
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Tabela 5.4- Valores das médias e desvios padrdes da posi¢do e forga do primeiro destacamento na trilha
dos recobrimentos: (a) TiO,0,04M Zinco e (b) TiO, 0,1M Zinco.

Condigdes Forga (mN) Posicdo (um)
(@) 0,04 M 190,0 (£ 44,2) 1148,6 (+ 242,6)
(b) 0,1 M 201,4 (+23,8) 1201,5 (+ 188,0)

A figura 5.31 apresenta os graficos com os valores de posi¢édo (1) e carga critica
Lcl (2) para os grupos de recobrimentos desenvolvidos. Levando-se em consideragao
que os grupos TiO; 0,04M Zinco e TiO, 0,1M Zinco sdo alteragdes do grupo TiO;
Acidos, a adicdo do dopante zinco, nio beneficiou mecanicamente o recobrimento. O
eletrélito principal (grupo TiO, Acidos) obteve melhores resultados no ensaio de
riscamento, podendo-se admitir que o componente zinco fragiliza o recobrimento de
TiO,, pois seus resultados ficaram aquém dos resultados obtidos no recobrimento
produzido com o eletrélito principal sem dopante.

Sugere-se com estes resultados que a possibilidade de destacamento do
recobrimento do grupo TiO, Acidos durante a insercdo do implante ao 0sso no
momento do torque de insercdo torna-se menor quando comparada aos demais grupos.
Por este motivo e pelos demais resultados que a superficie do grupo TiO, Acidos foi a

escolhida para a realizacdo da avaliacdo in vivo em coelhos neste estudo.
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Figura 5.31 — Gréficos de (1) posicdo e (2) carga critica dos conjuntos de amostras dos grupos: TiO,
Acetato + Bgf; TiO, Acidos; TiO, 0,04M Zinco e TiO,0,1M Zinco.

Importante ressaltar que a espessura dos recobrimentos ndao € um fator
determinante na resisténcia a aderéncia desses recobrimentos ao substrato, uma vez que
seus valores foram proximos e seus comportamentos frente ao ensaio de riscamento
foram muito diferentes. Além disso, o grupo TiO; 0,04M Zinco apresentou espessura
inferior as demais e nem por este motivo obteve desempenho de resisténcia mecanica

inferior.
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Figura 5.32- Comparagao dos resultados dos métodos XTT e NRU para recobrimento do grupo TiO,
Acetato + Bgf.




A figura 5.33 apresenta o grafico com os resultados de citotoxicidade pelo

método NRU para todos os grupos desenvolvidos. O extrato puro dos materiais

promoveu viabilidade celular ao redor de 100% similar ao controle negativo (p>0,05).

Através do método NRU foi obtida viabilidade celular superior a 70% para todos o0s

inclusive o grupo Ti puro (controle), confirmando que as superficies

grupos,

desenvolvidas sdo atoxicas.
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5.3- Avaliagéo In vivo

A figura 5.34 apresenta os blocos 6sseos com os implantes inseridos (controle e
teste). A partir do conjunto implante-0sso sdo realizados os ensaios de torque de

remocao e analise histomorfométrica.

Figura 5.34- Blocos 0sseos.

- Ensaio de Torque de Remocéo:

A figura 5.35 apresenta o grafico com os valores médios de torque de remocao
para o grupo controle 10,5 (+ 2,7) Ncm e para o grupo TiO, Acidos 26,2 (+ 5,1) Ncm.
Observa-se que o grupo TiO, Acidos (teste/tratado) foi, em média, duas vezes e meia
mais resistente a remocao que o grupo controle (usinado). Estes resultados sugerem que
o tratamento superficial promoveu um maior embricamento mecanico entre o tecido
6sseo e a superficie do implante podendo estar associado a uma melhor osseointegracao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Carlsson e cols. que compararam a
capacidade de resisténcia a remocdo por dois tipos de superficies de implantes:
superficie lisa e superficie rugosa apds 06 semanas de implantacdo em coelhos. Os
implantes lisos alcancaram médias de torque de remogdo da ordem de 17,2 Ncm,
enquanto que os de superficie rugosa apresentaram medias de remoc¢do de 26,4 Ncm
(CARLSSON et. al., 1988).
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Figura 5.35- Torque de remocao (Ncm) para os grupos controle e teste (grupo TiO, Acidos).

Kang & Cho avaliaram o torque de remoc¢édo de implantes de titénio puro com
tratamento a laser (teste) e implantes comerciais com superficie anodizada TiUnite®
(controle), num periodo de implantacdo de 8 semanas. O resultado do torque de
remocdo para 0 grupo com tratamento a laser (teste) foi de 48,59 + 8,07 Ncm e para o
grupo comercial TiUnite® (controle) foi de 32,83 + 6,15 Ncm . Considerando que as
superficies sdo parecidas com as produzidas nesta tese, 0s resultados ndo se apresentam
discrepantes se levarmos em consideracao seus desvios padroes e os diferentes tempos
experimentais (KANG & CHO, 2011).

Nossos resultados foram compativeis com os encontrados por Suzuki e cols., ao
avaliar a biofixacdo de quatro tipos de superficies de implantes ao tecido ¢sseo apds 2 e
4 semanas de implantacdo. As superficies analisadas foram: usinada; alumina/ataque
acido; alumina/ataque acido com fosfato de célcio; e spray de plasma de fosfato de
calcio. Os resultados de torque de remocdo para 4 semanas foram: usinado 17,44 (+
3,82) Ncm; alumina/ataque acido 23,09 (+ 3,81) Ncm; alumina/ataque acido com
recobrimento ceramico 20,59 (+ 3,81) Ncm e spray de plasma de fosfato de célcio 32,01
(x4,22) Ncm (SUZUKI et al., 2010).
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- Anélise Histomorfométrica:

Conforme apresentado na figura 5.36, a andlise da &rea percentual de tecido
6sseo (BIC) nos filetes de rosca dos implantes instalados na tibia de coelhos demonstrou
que o grupo TiO, Acidos (teste/tratado) apresentou maior formagdo de novo 0sso
(41,23 + 10,98 %) que o grupo controle (usinado) ( 29,05 £ 9,86 %), utilizando teste t e
p = 0,0148. Desta forma, assume-se que a taxa de osseointegracdo foi maior para o

grupo TiO, Acidos.
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Figura 5.36- Anélise histomorfométrica da area de tecido dsseo nos filetes de rosca dos implantes do
grupo TiO, Acidos (teste/tratado) e grupo Controle. As barras representam o intervalo de confianga,
considerando alfa = 0,05.

Em contrapartida, a analise da area percentual de tecido conjuntivo na area dos
filetes de rosca dos implantes instalados na tibia de coelhos demonstrou que ndo houve
diferenca entre os grupos estudados no que concerne a area de tecido conjuntivo e seus
resultados foram de 6,59 + 3,6 % para o grupo controle e para o grupo TiO, Acidos
(teste/tratado) foi de 6,59 + 3,4 % (p > 0,05, figura 5.37).

A andlise da area percentual de o0sso exibiu variancias significativamente
diferentes entre os grupos experimentais (teste F, p < 0,001) enquanto que a analise da

area percentual de tecido conjuntivo ndo apresentou variancia significativamente
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diferente (test F, p > 0,05). A comparacédo entre os grupos foi realizada utilizando-se o
teste t (alfa = 0,05).

100+
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Area de Tecido Conjuntivo (%)

40+
20+
o, [
e —
T —
0 + T
Controle Tratado

Grupos Experimentais

Figura 5.37- Analise histomorfométrica da area de tecido conjuntivo nos filetes de rosca dos implantes do
grupo TiO, Acidos (teste/tratado) e grupo Controle. As barras representam o intervalo de confianca,

considerando alfa = 0,05.

A figura 5.38 apresenta as fotomicrografias dos grupos Controle (usinado) e
grupo TiO, Acidos (teste/tratado), obtidas por microscopio de luz de campo claro com
filtro polarizador e lente objetiva de 10x. As imagens (a) e (b) correspondem ao grupo
Controle onde observa-se intensa neoformacéo de tecido ¢sseo entre os filetes de roscas
do implante. Em (a), através da fotomicrografia de luz de campo claro, pode-se analisar
a direcdo tomada pelas células 6sseas, que preencheram a regido do filete de rosca o
qual estava vazio no momento da insercdo do implante ao 0sso. Apds quatro semanas, o
filete foi preenchido por células 6sseas. Na fotomicrografia (b) é apresentada a mesma
regido, porém utilizando o filtro polarizador.

As imagens (c) e (d) da figura 5.38 correspondem ao grupo TiO, Acidos (teste)
onde também observa-se intensa neoformacao de tecido 6sseo entre os filetes de roscas
do implante. Semelhante ao grupo Controle, em (c), através da fotomicrografia de luz de
campo claro do grupo TiO, Acidos, analisa-se a direcdo tomada pelas células 6sseas,

que preencheram a regido do filete de rosca o qual estava vazio no momento da insergéo
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do implante ao 0sso. ApoOs quatro semanas, o filete foi preenchido por células dsseas.
Na fotomicrografia (d) é apresentada a mesma regido, porém utilizando o filtro
polarizador.

TiO, Acidos (teste)

Figura 5.38- Fotomicrografias das laminas dos grupos Controle (a, b) e TiO, Acidos (c, d), obtidas por

microscépio de luz de campo claro (a, ¢) com filtro polarizador (b, d), com aumento de 10x.

No estudo de Pak e cols. foi investigada a resposta 0ssea ao redor de implantes
com diferentes tratamentos superficiais, onde o modelo de estudo foram tibias de
coelhos num periodo de cicatrizacdo Ossea de 3 e 6 semanas. Superficies com
recobrimento de tricalcio fosfato (TCP), superficies anodizadas e superficies usinadas
(controle) foram comparadas. As superficies anodizadas foram desenvolvidas em
eletrélito de 0,25M H,SO,4 + 0,25M H3PO4, a 300 V por 22 minutos. Os resultados
médios de BIC (contato osso-implante) no periodo de 3 semanas para a superficie TCP

foi de 32,97 %); para a superficie anodizada foi de 32,54 % e para a superficie usinada
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foi de 39,08 %. Para o periodo de 6 semanas o resultado para a superficie TCP foi de
44,92 %; para a superficie anodizada foi de 41,42 % e para a superficie usinada foi de
25,19 %. A avaliacdo histologica destas amostras mostrou que houve osseointegracéo
em todos os 3 tipos de tratamento superficial estudados para ambos os tempos
cirtrgicos de 3 e 6 semanas (PAK et al., 2010). Os resultados do estudo de Pak e cols.
corroboram com os resultados do grupo teste do presente estudo, onde o percentual de
0sso neoformado em contato com a superficie do implante foi de 38,22 + 14,44% (BIC).

Song e cols. realizaram um estudo com cédes com objetivo de avaliar
histomorfometricamente (através da analise do contato implate-osso BIC) a
cicatrizacdo de superficies de implantes anodizadas (TiUnite®), superficies com
recobrimento de HA (Replace Select®) e superficies com tratamento de jateamento
reabsorvivel (RBM_resorbable blast media) (Kimplant®) no periodo de 2 semanas. Os
resultados obtidos foram de 71,9 + 9,6 % para o grupo TiUnite® (anodizado); e 71,4 +
9,5 % para 0 grupo Replace Select® (recobrimento de HA); e 71,9 + 10,2 % para 0
grupo Kimplant® (jateamento reabsorvivel). Os autores concluiram que n&o houve
diferenca significativa nos resultados da avaliacdo do contato implante-osso entre os
grupos avaliados (SONG et al., 2004).

Burgos e cols. estudaram os eventos iniciais da osseointegracdo em implantes
com superficies anodizadas (teste TiUnite®) e implantes com superficies usinadas
(controle) em coelhos, nos periodos de 1, 2 e 4 semanas de osseointegracdo. Em todos
os periodos de cicatrizacdo 0ssea, a superficie que apresentou maior contato 6sseo foi a
da superficie anodizada, embora as diferencas tenham diminuido em relacdo aos
periodos de 1 e 2 semanas. Eles puderam confirmar que as vias de osseointegracdo sdo
diferentes para os implantes de superficie lisa (usinado) e implantes com topografia
rugosa (anodizado), pois a formacdo Ossea ocorreu diretamente nos implantes
anodizados, enquanto que nos implantes usinados a formacéo 6ssea ocorreu a partir dos
tecidos adjacentes, portanto é provavel que diferencas topograficas desempenhem um

papel importante na resposta 6ssea (BURGOS et al., 2008).
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CAPITULO 6 — CONCLUSOES

Os resultados concernentes ao desenvolvimento, caracterizagcdo, avaliacdo
bioldgica in vitro das superficies de superficies de 6xido de titanio produzidos por
oxidacdo anoddica a microarco com incorporacdo de ions e a avaliagdo da

osseointegracéo do grupo TiO, Acidos permitiram chegar as seguintes conclusdes:

e Os recobrimentos produzidos nas quatro condi¢Ges de anodizacdo apresentaram
superficies  homogeneamente  porosas, com poros interconectados,
homogeneamente distribuidos por toda superficie e sem presenca de trincas

aparentemente visiveis.

e No grupo TiO, Acetato + Bgf foi identificada a presenca das fases cristalinas do
TiO, anatasio e rutilo e fase amorfa, enquanto nos demais grupos, apenas a fase

cristalina anatasio foi identificada e fase amorfa.

e Na avaliacdo da resisténcia mecanica (ensaio de riscamento) o recobrimento
produzido com eletrolito a base de acido sulfdrico + acido fosforico (grupo TiO;

Acidos) foi o que apresentou melhor aderéncia ao substrato.

e No ensaio de citotoxicidade a viabilidade celular foi avaliada pelo método
Vermelho Neutro (NRU), onde foi confirmada que todas as superficies

desenvolvidas neste trabalho sdo atéxicas.

e De acordo com os resultados da analise histomorfométrica, a area percentual de
0sso (BIC) na area dos filetes de roscas dos implantes instalados na tibia de
coelhos demonstrou que o grupo TiO, Acidos (teste) apresentou maior formagao
de novo o0sso que o grupo controle (usinado), assumindo que a taxa de
osseointegracédo foi maior neste grupo.
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e Os resultados da avaliacdo in vivo permitiram observar que a superficie teste
(grupo TiO, Acidos) apresentou maior area de neoformacgéo 6ssea, comprovando
que a modificagdo superficial do titanio pela técnica de oxidacdo anddica a

microarco  favorece a osseointegracdo de implantes  biomédicos.
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CAPITULO 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar ensaios in vivo com periodo mais curto de avaliacdo (por exemplo 2
semanas) para analisar 0s estagios iniciais da osseointegracdo frente as superficies

modificadas.

e Desenvolver uma superficie que tenha a capacidade de acelerar o processo de
osseointegracdo, sem perder as caracteristicas morfolégicas, composicionais e

mecanicas desejaveis a uma superficie com finalidades biomédicas;

e Realizar avaliacdo in vivo das demais superficies desenvolvidas nesta tese: grupo
TiO, Acetato + Bgf e grupo TiO, 0,1M Zinco;
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ANEXO A

Ensaio de citotoxicidade de acordo com a norma ISO 10993-5 (2009):

- Células: Fibroblastos L929,0btidos do Banco de Células do Rio de Janeiro, foram
cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM- Dulbecco’s Modified
Eagles's Medium, Sigma-Aldrich Co, St Louis, MI) suplementados com 10% de soro
fetal bovino (SFB, Gibco BRL, Rockville, MD) em estufa imida a 37°C e 5% de CO..
A cada dois ou trés dias, ou quando a monocamada atingia a confluéncia de 80%, as
células foram retiradas enzimaticamante, pela utilizacdo de Tripsina 0,125% (Amresco
LLC, Solon, OH) e 0,78mM de EDTA (Fmaia Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo,
SP) e posteriormente redistribuidas em novas garrafas de cultura (TPP AG,
Trasadingen, CH) para expansdo na densidade de 5x10%cm?.

Antes da realizacdo dos ensaios as células foram atestadas quanto a auséncia de
micoplasma, pelo método de bioluminescéncia (MycoAlertTM Mycoplasma Detection
kit; Lonza Group Ltda, Séo Paulo, SP) e de bactérias e fungos pelos métodos de cultivo
em Tioglicolato (Difco Laboratories, Detroit, MI) e cultivo em Caldo de Caseina de

Soja (Difco Lab.), respectivamente.

- Extrato: O extrato dos biomateriais testados seguiu as diretrizes da 1SO 10993-12.
Uma vez que a espessura dos discos testados era da ordem de 1mm, a taxa de extracdo
foi determinada em funcio a area de superficie considerando-se 3cm?’/ml de DMEM
com 5% de SFB (soro fetal bovino) durante 24h em em estufa imida a 37°C e 5% de
CO..

- Ensaio de citotoxicidade: Células L929 (10.000) foram plaqueadas em placas com 96
pocos na densidade de 3,2x10* células/cm® e mantidas em DMEM e 10% de SFB em
estufa imida a 37°C e 5% de CO,. Apds 24h o meio foi substituido pelo extrato (como
0 SFB foi adicionado na hora de obtengdo do extrato, este passo foi suprimido) e
mantidas em estufa imida a 37°C e 5% de CO,. Apds mais 24h o meio foi removido, as

celulas gentilmente lavadas com PBS para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular.
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- Reducdo do XTT a um sal azul de formazana: A atividade mitocondrial é mensuréavel a
partir da reducdo do XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilida) a um sal azul de formazan na mitocondria das células, organela
responsavel pela respiracdo celular, e somente ativo em células viaveis (Kit Cytotox
XTT, Graulab, Séo Paulo). Resumidamente, as células foram lavadas com PBS seguido
da adicao de 200 pL / pogo de meio de cultura fresco, a fim de evitar qualquer interagao
do composto de ensaio com o corante. Imediatamente antes do uso, misturou-se as
solugdes XTT I XTT II na proporgdo 1: 100 , sendo 50 pL desta mistura adicionada a
todos os pogos e incubando-se a placa durante 2-3 horas a 37 ° C, 5% de COg, (a
incubacdo foi feita de maneira estatica. A agitacdo para aumento da dispersao do
formazan foi realizada no agitador orbital ap6s a incubacdo). Ao final a densidade
Optica a 480 nm foi realizada, tendo-se a referéncia em 690 nm. Apds subtracdo da DO
do branco (todos os reagentes em poco sem células, o valor da absorbéancia final foi
determinada, considerando-se 100% a absorbancia do controle negativo de toxicidade
(células ndo tratadas com extrato). O experimento foi realizado 3 vezes independentes

em sextuplicatas.

- Incorporacao de vermelho neutro (NRU): Visando determinar a viabilidade celular por
meio da integridade da membrana celular, as células foram expostas ao vermelho neutro
(Kit Cytotox NR, Graulab, Sao Paulo), mantendo-se coradas as células viaveis. Apds a
remocdo por aspiracdo do meio de cultura, as células aderidas foram lavadas com 300
uL da solugao NRI. Seguiu-se a adigdao de 200 uL da solugao NRII diluida em DMEM
com 5% SFB na proporc¢do de 1:100, incubando-se por 3 horas a 37°C e 5% de CO..
Apo0s descartar a solugdo NRII, adicionou-se 200 uL da solucdo NRIII a cada pogo e
descartando-a apds 1min. Em seguida, 200 pL da solugdo de solubilizagdo NRIV foi
adicionada em cada poco. Ap6s 15 minutos de incubacéo e agitacdo delicada da placa, a
densidade optica (DO) de cada poco foi lida em 540nm, sendo a referéncia lida em
690nm. Apds subtracdo da DO do branco (todos os reagentes em po¢o sem ceélulas, o
valor da absorbancia final foi determinada, considerando-se 100% a absorbancia do
controle negativo de toxicidade (células ndo tratadas com extrato). O experimento foi

realizado 3 vezes independentes em sextuplicatas.

- Controle negativo de toxicidade: Em cada experimento, duas colunas em sextuplicata

contendo células, meio de cultura e 5% SFB foram plaqueadas de modo a determinar a
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viabilidade celular na auséncia de extrato. Ainda, estas colunas permitiram avaliar a
eficiéncia da pipetagem considerando-se: a) média dos controles (CV, n=12, ambas as
colunas), considerada 100%; b) CV1 média da coluna controle 1; e ¢) CV2 média da
coluna controle 2. O experimento é aceito apenas se CV-CV1 e CV-CV2 seja inferior a
20% de CV.

- Controle positivo de toxicidade: As células foram tratadas com diferentes
concentracdes de SDS (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MI) — 30, 40, 50 e 60 pg/ml
observando-se todas as condi¢Bes descritas para a exposi¢do das células ao biomaterial.

- Andlise estatistica: Os resultados foram expressos na forma de médias e intervalo de

confianga 95%, os quais foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis e o de

comparagoes multiplas de Dunn, se p < 0,05.
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ANEXO B

Pro-Beitoria da ica, Pos-Graduacio & Inovar 3o
Croanité de Btica no Uso de Animais

Certificamos que o projeto n°188, intindado “OSSEQINTEGRACAD DE
IMPLANTES DE OXIDO DE TITANIO PRODUZIDOS POR OXIDACAOD
ANODICA A MICROARCO™ sob 3 arientagio do Prof Dr. Carlos Alberto Achete
e sob obentacio nos procedimentos cinmpicos da Prof* Dra. Monica Dhiusms
Calasans Maia, da Faculdade de Odonsologia, estd de acordo com os Principios
Eficos na Experimentscio Amimal da SBECAL e obteve a aprovacio do Comité de
Eltica no Uso de Animais em 12 de sbril de 2012.

Miteroi, 12 de sbil de 2012,
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