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“Nao ¢ o que voce faz.
E a maneira como vocé faz.
E isso que gera resultado.”

(Sir Oliver e James Young)



“I believe the barrier to the more widespread successful
use of medical devices, the high ridge obscuring the vision
of our utopia, is our poor understanding of
biocompatibility...
...What I see as the crucial component of getting down,
however, is the ability to use the understanding of
biocompatibility in order to achieve biocompatibility.”
(Williams DF. The Biomaterials horizon.
J Mater Sci-Mater Med (1994) 5: 303-307)
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Resumo da Dissertagdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

ESTUDO DE REVESTIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO EM SUBSTRATOS DE
TITANIO DENSO E POROSO

Marisol Navarro da Rocha
Julho/2010
Orientadores: Luiz Carlos Pereira

Marize Varella de Oliveira

Programa: Engenharia Metalurgica e de Materiais

A experiéncia com biomateriais ainda requer estudos aprofundados da sua
bioatividade e biocompatibilidade no organismo humano. Estudos mostram que os
revestimentos de fosfato de calcio sobre titdnio melhora a osseointegracdo na interface
osso-implante, devido a alta biocompatibilidade do mineral. Os implantes de titdnio
podem ser revestidos com fosfatos de céalcio por um método de precipitagdo
biomimético. Este estudo apresenta um método biomimético com uma solucdo
simplificada, contendo sais de calcio e fosforo. A solugcdo oferece a vantagem de ser de
simples preparo com elevadas concentracdes de ions calcio e fosforo. Foram utilizadas
amostras microporosas e porosas, processadas por metalurgia do po, e amostras densas.
As amostras foram pré-tratadas com uma solu¢do de NaOH para a bioativagdo da
superficie com posterior tratamento térmico. Em seguida, as amostras foram imersas na
solucdo biomimética por 7, 14 e 21 dias. A caracterizagdo quimica e estrutural dos
substratos e revestimento foi realizada por confocal microscopia Optica (OMCS),
microscopia eletronica de varredura com energia dispersiva de raios X (MEV/EDS),
microscopia eletronica de varredura combinado com feixe de ion focalizado técnica
(MEV/FIB), Microscopia de forca atomica (AFM), Difracdo de Raios-x por Radiagdo
luz Sincrotron (SDRX). A precipitacdo de fosfato de calcio foi obtida em todas as
amostras apos imersdo em solucdo biomimética, evidenciada por picos de Ca e P nos
espectros EDS, MEV/FIB e SDRX. Estes resultados indicam o potencial da solugdo

utilizada neste estudo para o revestimento de substratos de titanio.
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Biomaterials experience still requires detailed studies of its bioactivity and
biocompatibility in the human body. Studies show that calcium phosphate coatings on
titanium improves osseointegration at implant-bone interface due to the high
biocompatibility of mineral. The titanium implants can be coated with calcium
phosphate by a biomimetic precipitation method. This study presents a biomimetic
method with a simplified solution containing salts of calcium and phosphorus. The
solution has the advantage of being simple preparation with high concentrations of
calcium and phosphorus ions. Microporous and porous samples, processed by powder
metallurgy, and dense samples were used. The samples were pretreated with NaOH
solution in order to bioactivation of the surface with subsequent thermal treatment. Then
the samples were immersed in the biomimetic solution for 7, 14 and 21 days. The
chemical and structural characterization of substrates and coating was performed by
confocal optical microscopy (CSOM), scanning electron microscopy with energy
dispersive X-ray (SEM / EDS), scanning electron microscopy combined with focused
ion beam technique (SEM / FIB ), atomic force microscopy (AFM), X-ray diffraction
by synchrotron radiation light (SDRX). All samples presented calcium phosphate
precipitation after immersion in biomimetic solution, evidenced by peaks Ca and P in
the EDS spectra and SEM/FIB and SDRX. These results indicate the potential of the

solution used in this study for the coating of titanium substrates.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais para reparo de tecidos ou substituicdo de érgios ou
tecidos perdidos vem sendo favorecido pelo avango das pesquisas no campo de
biomateriais, contribuindo de maneira significativa para a melhoria da qualidade e

expectativa de vida da populagdo.

A 4area de biomateriais caracteriza-se por apresentar novos temas e exigir uma
abordagem multidisciplinar, e assim se constitui numa 4area de investigacdo onde a
colaboracdo entre as dreas de biologia, bioquimica, quimica, medicina, farmacia e as

engenharias se revelam fundamentais.

Na atualidade, existe um nimero significativo de biomateriais metalicos, ceramicos,
poliméricos e compdsitos, como opgdes para utilizacdo nos diversos campos da
Odontologia e Medicina. A experiéncia com biomateriais representa um grande avango
na implantodontia, mas ainda requer estudos aprofundados da sua bioatividade e

biocompatibilidade no organismo humano.

O rapido desenvolvimento tecnoldégico permitiu grandes avangos nessa area,
aumentando a eficdcia dos implantes dentarios, representando um importante papel na
reconstrucdo funcional /estética do paciente. Desta forma, o constante avango da
implantodontia tem dado incentivo a pesquisa de biomateriais para esse fim, bem como

das reagdes que ocorrem na interface tecido-implante.

O Titanio comercialmente puro (Ti c.p.) e suas ligas s3o os biomateriais mais utilizados
para a confeccdo de implantes odontoldgicos devido as suas excelentes e reconhecidas
caracteristicas de biocompatibilidade, baixo médulo de elasticidade, alta resisténcia
mecanica e a corrosdo quando comparado com outros biomateriais metalicos. (HELSEN
JA, 1998, NINOMI M., 2002, LIU X et al, 2004; OH et al., 2003; AZIZ-KERRZO, M.
et al., 2001, M. AI-MAYOUF, A. A. 2004).

O principal problema na produ¢do de pegas de titdnio (Ti) € o alto custo da matéria

prima e do seu processamento. O advento de processos alternativos para a fabricagdo de



produtos de titdnio, como a metalurgia do po, possibilitou a reducdo do custo de
fabricag@o, através da producdo de componentes com formato préximo ao do produto
final. Dentre outras caracteristicas, a metalurgia do p6 permite a obtencdo de

propriedades especificas como a porosidade controlada.

Vale destacar que os implantes porosos de titanio, fabricados via metalurgia do po,
apresentam vantagens como o refinamento da microestrutura, obtida pelo controle do
tamanho das particulas do pd, baixa temperatura de processamento e, minima perda de
material. Além disso, o titdnio poroso permite o crescimento do osso para dentro dos
poros, promovendo melhor fixagdo do implante, alem de possuir médulo de elasticidade
mais baixo, quando comparado com o titdnio denso (ndo poroso), e moddulo de

elasticidade mais préximo do osso do que o titanio denso.

Diversas técnicas de modificagdo da superficie de implantes cirargicos foram
desenvolvidas no sentido de otimizar a adesdo do tecido dsseo e conseqiientemente a
fixagdo do implante ao osso. Dentre essas, destacam-se os processos de deposicdo de
revestimentos em implantes que aliam caracteristicas superficiais especificas do

revestimento com propriedades estruturais do substrato.

Para aumentar as caracteristicas de biocompatibilidade e bioatividade do titanio, tem
sido recomendado o uso de revestimento de hidroxiapatita (Hap) (HABIBOVIC et al.,
2005) que acelera o periodo de fixacdo Ossea ¢ aumenta a longevidade do implante
cirurgico. Técnicas de revestimento de hidroxiapatita podem ser aplicadas, a exemplo
dos processos biomiméticos (ANDRADE et al., 2002), com o uso de solugdes que
simulam o fluido corpoéreo ou cultura de células. Inicialmente proposto por KOKUBO
et al (1998), o fluido corpoéreo simulado (FCS) € o mais usado entre as solu¢des, pois

mimetiza a por¢ao inorganica do plasma sanguineo humano.

Este estudo visa obter melhores resultados das caracteristicas de biocompatibilidade do
substrato de titdnio puro microporoso e poroso, fabricado via metalurgia do po, e do

substrato denso por meio de revestimento da superficie com fosfatos de célcio.



A metodologia estudada envolveu as etapas de processamento de titdnio poroso,
tratamento quimico-térmico da superficie e imersdo em uma solugdo concentrada em

ions calcio e fosforo.

Esta pesquisa pretende contribuir para aumentar o conhecimento neste campo por meio
do processamento e caracterizacdo de superficies com revestimento bioceramico em
substratos de titdnio. O sucesso deste sistema poderd resultar na transferéncia de

tecnologia para o setor industrial.



OBJETIVO

A proposta deste projeto foi desenvolver uma metodologia para obtencdo de
revestimento bioceramico da superficie de substratos de titdnio denso e porosos,
fabricado via metalurgia do pd, a fim de otimizar suas caracteristicas de

biocompatibilidade .

Especificamente o objetivo do estudo foi:

e Produzir amostras de titdnio poroso com porosidade controlada por meio de técnicas
de metalurgia do po.

e Estudar a deposi¢do do revestimento de um filme fino de fosfatos de calcio na
superficie de substratos de titanio denso e porosos.

e (aracterizagdo dos revestimentos de fosfatos de calcio.

e Comparar a deposicdo dos revestimentos em substratos de titdnio com graus de

rugosidade e porosidade distintos.




REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biomateriais

Biomateriais sdo materiais usados em contato com tecidos vivos no intuito de restaurar
ou substituir tecidos ou 6rgdos danificados, e podem ser considerados como "materiais
implantdveis que desempenham suas funcdes em contato com tecidos vivos, que
promovem uma resposta especifica e previsivel do hospedeiro em determinadas

aplicagdes” (SYKARAS et al., 2000, VALLET-REGI, 2010).

Segundo a agéncia norte-americana que regula drogas e alimentos (Food and Drugs
Administration — FDA), um biomaterial para ser considerado biocompativel deve ser
isento de produzir qualquer resposta bioldgica adversa local ou sistémica, ou seja, o
material deve ser ndo-toxico, ndo-carcinogénico, nao-antigénico ¢ ndo-mutagénico. Em
aplicacdes sangiiineas, deve também ser ndo-trombogénicos. Nao deve interferir na
cicatrizacdo dos tecidos lesados durante o ato cirurgico e os tecidos do hospedeiro
devem tolerar bem as propriedades biomecanicas dos materiais. Além disso, deve ser
fabricavel, esterilizavel e estdvel durante a implanta¢do e, quando necessario, para a

aplicacao.

O termo biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional de
Desenvolvimento de Consenso em Saude em 1982, como:
“Qualquer substancia (outra que ndo farmaco) ou combinagdo
de substancias, sintética ou natural em origem, que possa ser
usada por um periodo de tempo completa ou parcialmente como
parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer

tecido, 6rgdo ou fungdo do corpo” (WILLIAMS, 1999).

No entanto, diante de um novo paradigma, o termo biomaterial tem sido recentemente
definido como: "Um biomaterial ¢ uma substancia que foi projetada para assumir
uma forma que, isoladamente ou como parte de um sistema complexo, ¢ usada para

direcionar, pelo controle das interagdes com os componentes dos sistemas vivos, 0 rumo



de qualquer procedimento terapéutico ou de diagnostico, em medicina humana ou

veterinaria" (WILLIAMS, 2009).

A principal diferenga entre biomateriais e outras classes de materiais € a sua capacidade
de permanecer em um ambiente bioldégico sem danificar o ambiente e sem ser
danificado por este. Assim, biomateriais sdo apenas associados ao dominio dos cuidados
de saude e deve ter uma interface com os tecidos ou componentes teciduais.

(DOROZHKIN, 2010).

O desempenho dos biomateriais ¢ controlado por dois grupos de caracteristicas: aquelas
que determinam a compatibilidade do material quando inserido no corpo humano
devendo ser capaz de apresentar um desempenho satisfatorio manifestado pela resposta
apropriada do tecido em uma dada aplicagdo, e aquelas que controlam a habilidade de
um implante executar uma fungdo especifica de forma apropriada para o qual foi
desenvolvido, ou seja, propriedades fisicas e mecanicas que permitem que um
biomaterial desempenhe a func¢do planejada. Estas caracteristicas sdo denominadas por
biocompatibilidade e biofuncionalidade, respectivamente (GIANNOUDIS, 2005) e sdo
consideradas pré-requisitos para qualquer material ser implantado no corpo humano. O
conceito de biofuncionalidade ¢ relativamente recente, mas biocompatibilidade ¢ um
termo que vem sendo usado hd muitos anos e cujo significado tem evoluido
paralelamente ao conceito de biomaterial. Um biomaterial além de biocompativel

precisa ser biofuncional.

Assim, a biocompatibilidade pode ser definida como o estado de mutua existéncia entre
o biomaterial e o ambiente fisioldgico, de tal forma que ambos ndo produzam efeitos

indesejaveis na outra parte.

Os biomateriais empregados podem ser classificados quanto a resposta biologica e

composi¢do quimica.

De acordo com o comportamento biologico no tecido do hospedeiro, os principais tipos

sdo: biotolerante, bioinerte e bioativo. (SYKARAS et al., 2000).



Biotolerantes — Os materiais ditos biotolerantes sdo aqueles que ndo sdo rejeitados, mas
quando implantados sdo envolvidos por uma camada de tecido fibroso.
Exemplos: Ouro, Ligas Co-Cr, A¢o Inoxidavel, Zirconio, Niobio, Tantalo, Polietileno,

Poliamida, Politilmetacrilato, Politetrafluoretileno, Poliuretano.

Bioinertes — Os materiais bioinertes sdo aqueles que permitem um contato intimo com
0 0ss0, conduzindo a osteogénese (formagdo dssea).
Exemplos: Titanio, Ligas de titanio, Oxido de Aluminio, Oxido de Zircdnio, Carbono,

Nitreto de Silicio.

Bioativos — Sao aqueles materiais que permitem a formag¢ido de um novo 0sso e a troca
de ions com o tecido, conduzindo as ligagdes quimicas na interface osso-implante, sem
que ocorra o encapsulamento fibroso.

Exemplos: Hidroxiapatita, Tricalcio fosfato, Tetracalcio fosfato, Pirofosfato de calcio,

Fluorapatita, Brushita, Carbono vitreo, Carbono-Silicio, Biovidro.

A resposta tipica do tecido dsseo com relagdo aos materiais bioinertes e biotoleraveis €
o encapsulamento do implante por uma camada de tecido fibroso, sendo a espessura
dessa camada inversamente proporcional a inércia do material. Por outro lado, os
materiais bioativos criam ligagdes quimicas fortes com os tecidos Osseos, mas nao
resistem a altas tensdes mecanicas. Neste sentido, pesquisadores tentam combinar a
resisténcia mecanica dos metais como, por exemplo, o titdnio e as propriedades
biologicas da hidroxiapatita (Hap) através do uso de revestimento. A Hap ¢ considerada
uma cerdmica bioativa porque possui a capacidade de ligar-se diretamente ao tecido

6sseo sem nenhuma interface com camada de tecidos moles (ROUAHI ez al., 2006).

Quanto a composi¢do quimica, os biomateriais podem ser classificados em polimeros,
cerdmicos, metalicos ou materiais compositos (GROSSKINSKY, 2006). A grande
diversidade de biomateriais (tabela 2.1) resulta em uma ampla gama de aplicagdes
clinicas que requer do profissional uma criteriosa selecdo para uma adequada indicagdo

de uso.

Os materiais bioinertes e bioativos podem ser osteocondutivos, o que significa que

podem permitir o crescimento do 0sso na sua superficie (SYKARAS et al., 2000).



Do ponto de vista clinico, um biomaterial sintético ideal deve ser bioativo e apresentar
resisténcia similar ao tecido cortical ou trabecular que estd sendo substituido
(GIANNOUDIS, 2005). Além disto, deve possuir caracteristicas de superficie
favoraveis para o deposito de tecido dsseo, ao que chamamos de osteocondutividade

(SYKARAS, 2000, FUJIBAY ASHI, 2004).

Quando um material bioativo ¢ implantado no organismo, sucessivas reagdes biofisicas
e bioquimicas sdo desencadeadas na interface implante-tecido resultando na formacao
de uma ligacdo, denominada fixacdo bioativa. O tecido cresce sobre o material
desenvolvendo uma unido direta, firme e forte com o tecido d6ssco verificando-se uma
continuidade entre ambos. O mecanismo de ligacdo, a forca e a espessura da zona de
ligagdo variam de material para material. No caso dos implantes dsseos, um material
bioativo induz a formacdo de uma camada de apatita carbonatada biologicamente ativa

sobre sua superficie, criando um ambiente compativel com o crescimento 0sseo

(FERNANDES, 1999, FERRAZ, 1999).

Tabela 2.1 - Principais classes de biomateriais e suas aplica¢des clinicas (adaptado de

KAWACHI et al., 2000).
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Boa
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dependene do

T
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tocompat ikildade,
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daz propriedades
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Em estudo in vitro, KOKUBO (2006) demonstrou que esta propriedade ¢ atribuida a
materiais que tém a habilidade de formar na sua superficie carbonato-hidroxiapatita
(Cas(PO4COs3)3(OH)), principal componente presente na fase mineral ou inorganica do
0sso. Dentre os materiais bioativos estdo os fosfatos de calcio que tem despertado
grande interesse ¢ motivo de diversas pesquisas na area. A Hap - Ca;o(PO4)s(OH), -
apresenta alta bioatividade, biocompatibilidade e uma grande integracio ao tecido dsseo
vivo e representa uma fase cristalina dentre os fosfato de célcio de grande interesse nos
estudos de biomineralizacdo por ser o constituinte principal dos tecidos duros (ossos e

dentes) (ABE et al., 1990, ALVES, 2010).

Segundo (SYKARAS et al., 2000), a osteocondutividade ¢ um processo pelo qual o
material se comporta como um arcabougo onde se d4 o crescimento 6sseo, sem atuar na
neoformagdo oOssea. A osteoindugdo ¢ um mecanismo que estimula ou promove a
formacao dssea no local onde € implantado. O titanio bioativo € osteocondutor, mas nao

osteoindutor (WEI et al., 2002, FUIIBAY ASHI et al., 2004).

O mecanismo de osteoindu¢do dos biomateriais ndo € completamente compreendido,
uma vez que nao se sabe ao certo se ¢ o biomaterial ou, possivelmente, a intera¢do entre
o biomaterial e as proteinas corpdreas o responsavel pelo processo de indugdo dssea.
Para iniciar a diferenciagdo das células osteoprogenitoras indiferencidveis (células
precursoras 0sseas) em células formadoras de osso, a composi¢do quimica e a geometria
do material em contato com as células sdo fundamentais. Portanto, o0 microambiente em
torno das células ¢ fundamental para osteoconducdo e osteoindu¢do (HABIBOVIC et

al., 2005).

2.2. Biocompatibilidade

2.2.1. Osseointegracio

Em 1969, enquanto estudava a cicatrizagdo em coelhos, Per-Ingvar Branemark instalou

um microscopio com um pequeno suporte de titdnio no interior de um dos ossos do

animal. Para sua surpresa, quando foi retirar o equipamento percebeu que o titanio havia



se fixado ao o0sso. Nascia assim a revolucionaria técnica que permite a implantacdo de

pecas de titdnio no corpo humano como base para préteses dentérias e ortopédicas.

O termo “osseointegracdo” foi definido como sendo uma conexdo direta, estrutural e
funcional do osso estruturado vivo com a superficie de um implante submetido a uma
carga funcional (BRANEMARK, 1986). A osseointegragio permite uma eficiente
transferéncia de tensdes do implante ao osso e implica na auséncia de movimento
relativo na interface osso/implante, sendo definida nos dias de hoje como uma ligag¢do

quimica e fisico-quimica entre o implante e o osso (GIAVARESI, 2003).

A adesdo osso/implante, também conhecida como “anquilose funcional”
(ALBREKTSSON, 1993) pode ser comparada com uma regeneracdo direta, onde o
tecido 0sseo ¢ depositado diretamente sobre o tecido de granulacdo formado na regido

da fratura, sem a formag¢do de um tecido fibroso ou fibrocartilaginoso intermedidrio

(SCHENK et al., 1998). (Fig.2.1)

. Y . V) A Tecido

‘E/ Osseo

Interface
Superficie do

Implante

Fig. 2.1 - Esquema ilustrativo da formacdo do tecido ¢sseo na superficie do implante

(adaptado de DA SILVA, 2006).

As propriedades mecanicas do sistema osso/implante dependem fortemente do
fendmeno de interacdo na interface. Em particular, a rugosidade e a porosidade da
superficie do implante apresentam influéncia significativa no crescimento &sseo

(BRACERAS, 2005).
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FUJIBAY ASHI et al. (2004) relataram que os biomateriais podem ser osteoindutores na
presenca adicional de agentes como as proteinas Osseas morfogenéticas e fatores de
crescimento. Estas sdo caracteristicas que evidenciam a biocompatibilidade dos
biomateriais, pois aumentam a capacidade de adesdo e espalhamento das células na sua
superficie, com conseqiiente melhora na interagdo do tecido com o material do implante

(ANSELME, 2000).

Feita a inser¢do do implante no leito dsseo, ocorrerdo uma série de reagdes quimicas e
eventos bioquimicos em paralelo ao processo de reparo do tecido Osseo. A
osseointegracdo requer a formacdo de um novo osso em volta do implante em que as
primeiras fases estdo diretamente relacionadas com a adesdo e o espalhamento das
células. A adesdao depende de eventos que ocorrem em curto prazo, como as ligagdes
fisico-quimicas entre as células e o material (forgas iOnicas, for¢as de Van der Wals) e,
além disto, depende de eventos de longo prazo, envolvendo moléculas biolégicas como
células e proteinas, entre outras. A qualidade destes eventos ird influenciar a capacidade
de proliferacdo das células em contato com o implante (ANSELME, 2000, JONES,
2001). A figura 2.2 ilustra o processo de cicatrizagdo do tecido 6sseo na interface com o

implante.

Trés estruturas precisam ser consideradas no desenvolvimento da osseointegracdo: a
superficie dssea preexistente, o tecido d¢sseo neoformado na interface implante-osso e a
superficie do implante (SCHENK ef al., 1998). A formag¢do dssea ao redor do implante

¢ um processo complexo e ainda pouco compreendido.

Vérios fatores, como metabolismo do hospedeiro, caracteristicas quimicas e
topograficas da superficie, s2o importantes na otimizag¢do da osseointegragio (THELEN
et al., 2004). Neste sentido, muitas técnicas tém sido desenvolvidas durante os ultimos
30 anos com o objetivo de melhorar a osseointegracdo de um ponto de vista fisico ou

quimico (COELHO, 2009).

Apesar da extensa literatura sobre a avaliagdo da superficie do implante na area da
osseointegragdo, a falta de parametros padronizados torna dificil avaliar a significancia
do efeito topografico e modificacdes quimicas no desempenho do implante

(ALBREKTSSON, 2008, COELHO, 2009, WENNERBERG, 2009).
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Fig. 2.2 - Processo de evolugdo fisioldgica da cicatrizagdo dssea na regido em contato

com o implante de acordo com o tempo (adaptado d¢ BRANEMARK, 2001).

2.2.2. Superficie dos Implantes

Quanto a superficie do implante, sua composi¢cdo quimica e microestrutura exercem um
papel importante nas reag¢des celulares na interface osso-implante, levando a uma unido
intima ou até mesmo a estimulagdo do crescimento dsseo (DEPORTER, 1986,

ELINGSEN, 2000).

No que se refere as configuragdes superficiais, relacionadas ao “design” e acabamento
do implante, é sabido que algumas configuragdes tanto no caso de implantes
ortopédicos quanto dentarios (ex. implantes com e sem rosca), podem favorecer a
adesdo/contato celular. O acabamento superficial do implante também influencia
significativamente a adesdo celular. No caso de implantes com superficie rugosa, o 0sso
geralmente cresce na dire¢do das pequenas reentrancias, promovendo uma forte ligacio
entre o implante e o osso (CHO, 2003). Esse tipo de superficie, além de promover o
crescimento do osso dentro das reentrancias, também permite que as tensdes sejam

transferidas do implante para o osso (OLIVEIRA, 2002, SEPULVEDA, 2002
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BARRABES, 2008). Testes “in vivo” (em animais ou seres humanos) mostram que o
aumento da rugosidade superficial aumenta a for¢a de adesdo, quando comparadas com

superficies menos rugosas (DEPORTER, 2001, DEPORTER, 2002, FROSCH, 2002).

Os métodos mecanicos para a modificagdo da superficie dos implantes, como
polimento, usinagem, pulverizacdo, jateamento, entre outros, t€ém como objetivo obter
diferentes topografias e rugosidades superficiais, remover a contaminagdo ¢ melhorar a

fixacdo do material e a resposta osteogénica (LIU X ef al., 2004).

As propriedades da superficie influenciam na intera¢do do implante com o sistema
biologico, na medida em que a formagdo do osso ¢ ajustada pelas seguintes
caracteristicas da superficie: composi¢cdo, energia superficial, microtopografia e

rugosidade (NIKLAUS, 2001).

As caracteristicas da superficie sdo parametros relevantes para avaliar a
biocompatibilidade do implante. Nesse sentido vem ocorrendo um avango nas pesquisas

para caracterizagdo superficial de implantes.

No nivel celular ¢ sabido que as células e proteinas respondem a microtopografia da
superficie influenciando o formato, orientagdo, adesdo e proliferagdo das células. A fase
micial da interagcdo celular com o material envolve a adesdo e o espalhamento das
células. O termo adesdo esta relacionado com eventos que ocorrem em curto prazo,
como as ligagdes fisico-quimicas entre as células e o material que envolve forcas
i0nicas, forcas de Van der Wals e eventos que ocorrem a longo prazo, envolvendo
moléculas bioldgicas (como células e proteinas). A qualidade dessa primeira fase ird
influenciar a capacidade da célula de proliferar em contato com o implante (NIKLAUS,

2001, ANSELME, 2000).

A figura 2.3 mostra um exemplo de osseointegracdo completa. O primeiro tecido a
entrar em contato com o implante é o sangue, cujo volume envolvendo o implante vai
variar em fun¢do da geometria do implante e do sitio cirdrgico. O coagulo sofre uma
série de eventos biologicos que termina na formacdo de tecido 6sseo ao redor do
implante. O implante entra em contato com percentagens varidveis de osso cortical, 0sso

trabecular e medula dssea. Algumas éareas estardo comprimindo o tecido 6sseo enquanto
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outras estardo em contato com sangue ¢ uma variedade de células. Essa caracteristica
aponta para o fato de haver, na verdade, varias interfaces com o implante (MASSUDA

etal., 1997).

Célula sanguinea

Célula
Ossea Superficie

do Implante

Fig. 2.3 - Exemplo de osseointegracdo completa em torno de um implante (adaptado

BROWNER ez al.,, 2003).

Tanto as caracteristicas morfologicas da superficie do implante quanto sua composi¢io
quimica influenciard diretamente na adesdo do implante. Isso ocorre porque superficies
lisas, curvas ou rugosas geram diferentes areas de contato com biomoléculas e células
produzindo perturbagdes e tipos de ligacdes distintas, que por sua vez irdo afetar sua
funcdo. As diversas técnicas para aumento da rugosidade superficial também podem
alterar a composicdo quimica da superficie, alterando a estabilidade quimica e a
reatividade da superficie, produzindo diferentes tipos de ligacdo com as biomoléculas

(CHEHROUDI, 1995, NIKLAUS, 2001).

O aumento da rugosidade também pode ser obtido por meio do ataque acido (KUJALA
et al., 2003) ou o tratamento com plasma spray (KARABUDA et al., 1999,
LUMBIKANONDA et al., 2001). As melhores propriedades, no caso de implantes com
superficie rugosa, estdo relacionadas com o crescimento dsseo na dire¢do das pequenas

reentrancias, promovendo uma forte liga¢@o e boa resisténcia da interface osso-implante

(JONES, 2001).
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Por outro lado, o desenvolvimento de uma microestrutura composta por uma rede
tridimensional de poros em toda a sua espessura, vem sendo interesse de uma série de
pesquisas (KUJALA et al, 2003, OLIVEIRA et al., 2003). Os poros e suas
interconexdes tridimensionais proporcionam uma via de acesso para crescimento 0sseo,
conhecido como bone ingrowth (DEPORTER et al., 2001, DEPORTER et al. 2002)
melhorando o embricamento mecanico, a interdigitacdo do tecido dsseo com o implante
¢ evitando a sua mobilidade (OLIVEIRA et al., 2002, SEPULVEDA et al., 2002,
BARRABES et al., 2008). O tempo para a fixagio mecénica do implante neste caso ¢
reduzido, assim como o periodo de imobiliza¢do da area reabilitada (KIM et al., 2000,

LIANG et al., 2003, RIGO et al., 2004, MACHADO, 2008).

Em estudo realizado em 2005, HABIBOVIC et al. constataram que a presenca de
macroporos parece ser pré-requisito para a osteoinducdo pelos biomateriais uma vez que
macroporos interconectados sdo importantes para um suprimento eficiente de fluidos

corporeos com nutrientes por todo o implante.

BREME et al. (1989) e WACK et al. (1989), observaram que um método para reduzir a
for¢a de cisalhamento e o modulo de elasticidade dos materiais metélicos seria torna-los
porosos. Assim, os danos aos tecidos adjacentes ao implante sdo minimizados
promovendo a interligacdo osso-implante, aumentando a fixacdo Ossea e prolongando

sua duragio.

A metalurgia do p6 ¢ uma das técnicas utilizadas para a produgdo de implantes porosos
e, de acordo com GERMAN (1994), esta técnica apresenta as seguintes vantagens: alta
produtividade, facil automagdo, baixo custo, bom controle da composi¢do quimica do
material, fabricacdo de pegas com alta pureza, utilizacdo de 100% das matérias primas,
homogeneidade estrutural e das propriedades, producdo de pecas com formas
complexas e definitivas sem a necessidade de usinagem posterior, obtencdo de
porosidade controlada e melhor acabamento superficial das pegas (BRAM et al., 2000,
LAPTEV et al., 2004 ¢ 2005, OLIVEIRA et al., 2002, OLIVEIRA, 2003).

O processamento dos implantes via metalurgia do po, realizado em baixas temperaturas,

possibilita a redugdo do numero de ectapas complementares, o refinamento da
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microestrutura e, como conseqiiéncia, a otimiza¢do simultanea das propriedades de

ductilidade, resisténcia mecanica e resisténcia a corrosio.

Diversos estudos mostraram um aumento na fixa¢do do osso ao implante de superficie
rugosa ou porosa, em comparacdo com amostras de superficie lisa (DEPORTER et al.,

2001, DEPORTER et al., 2002, FROSCH et al., 2002).

Os biomateriais com interconectividade promovem uma réapida reconstrucio ossea. Os
arcaboucos com arquitetura tri-dimensional permitem um crescimento 6sseo acelerado,
devido a rapida penetragdo das células, nervos e vasos sanguineos em dire¢do ao interior

do material, o que resulta na manutencdo da sua func¢do biologica (YUNOKI et al.,

2006).

2.3. Titanio como Biomaterial

2.3.1. Estrutura e Propriedade do Titanio e suas Ligas

O elemento quimico titdnio (T1), descoberto na Inglaterra em 1790 pelo reverendo
William Justin Gregor, teve seu nome escolhido em 1795, pelo quimico alemio Martin
Heinrick Klaproth, em homenagem aos Titds (filhos de Urano e Gaia da Mitologia
Grega), os quais sdo mitologicamente conhecidos como sendo os primeiros filhos da

Terra (LIU et al., 2004).

Trata-se de um metal de transi¢do leve do grupo IV e periodo 4, segundo a tabela
periddica dos elementos quimicos proposta por Dimitri Mendeleev. Por ser um
elemento de transicdo, o Ti apresenta na sua estrutura eletronica a camada d incompleta,
o que lhe possibilita formar solugdes soélidas com a maioria dos elementos

substitucionais (LIU ez al., 2004)

O titanio metdlico, do ponto de vista microestrutural, ¢ um elemento alotrdpico, ou seja,
apresenta-se em duas formas cristalograficas. A temperatura ambiente, o titdnio puro
ndo ligado apresenta uma microestrutura cristalografica hexagonal compacta (HC),

também chamado de fase alfa (a). Acima de 882,5°C, o Ti modifica sua estrutura
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cristalina para cubica de corpo centrado (CCC) ou fase beta (p), além da mistura das

duas fases (a + B) (LIU et al., 2004, COLPARET, 2008).

Dessa forma, a fase o ¢ estdvel abaixo de 882,5°C, enquanto que acima desta
temperatura a fase § ¢ a mais estdvel. Acima da transicdo o — P, o titanio torna-se mais
propenso a oxidacdo, enquanto na regido de B, o crescimento dos grios causa reducdo
da resisténcia mecanica. O titanio utilizado em implantes dentarios € do tipo a. A figura

2.4 esquematiza as transformacdes alotropicas do titdnio puro (DONACHIE, 1988).

B Sy i ot i o
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Temperatura | °C]

Fig 2.4 - Transformagdes alotrépicas do Ti-cp, a temperatura ambiente possui estrutura

HCP e acima de 882°C possui estrutura CCC (adaptado de DONACHIE, 1988).

O desempenho do Titanio e suas ligas, em aplicagdes médicas e odontologicas como
biomaterial, tem sido avaliado por varios pesquisadores e seu uso para fins de utilizagao
em implantes cirirgicos ¢ bastante difundido devido as suas notadveis e interessantes
propriedades tais como: modulo de elasticidade relativamente baixo, boa resisténcia a
fadiga, boa resisténcia mecanica, usinabilidade, conformabilidade, elevada resisténcia a

corrosdo (na maioria dos meios, incluindo o corpo humano) e biocompatibilidade (LIU

et al., 2004, GUEHENNEC et al., 2006).
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As propriedades da superficie de um material sdo de fundamental relevancia para a
tendéncia de a mesma adsorver 4&tomos ou moléculas estranhas. Diferentes superficies
tém diferentes propriedades de adsorcdo; que estdo intimamente relacionadas com
aspectos quimicos de biocompatibilidade (MEACHIM, 1993). Na tabela 2.2 encontram-

se resumidas algumas propriedades fisicas do titanio.

O titanio e ligas a base de titanio possuem modulos de elasticidade baixos, da ordem de
55 a 110 GPa quando comparadas com o ago inoxidavel (193GPa), porém superior ao
modulo de elasticidade do osso que se encontra entre 10 e 40 GPa (LIU et al., 2004). A
opcdo pelo uso de materiais com baixo modulo de elasticidade favorece a redistribui¢do
de carga entre osso e implante. Este fato faz com que os implantes de titdnio apresentem

vantagens em relacdo aos metais concorrentes utilizados para a mesma fun¢do (RACK,

2006).

Tabela 2.2 - Propriedades fisicas do titdnio no seu estado ndo ligado (adaptado de LTU
et al., 2004).

PROPRIEDADES VALORES
Numero Atomico 22
Peso Atdémico (g/mol) 47,90

Estrutura Cristalina
Alfa (hexagonal compacta)

c(A) 4,6832 +0,0004
a (A) 2,9504 + 0,0004
Beta (cubica de corpo centrado)
a (A) 3,28 £0,003
Densidade (g/cm™) 4,54
Coeficiente de expansio térmica a 20 °C (K™) 8,4 x10°
Condutividade térmica (W/(mK)) 19,2
Temperatura de fusdo (°C) 1668
Temperatura de ebulicio (estimada) (°C) 3260
Temperatura de transi¢do de fase (°C) 882,5
Resistividade elétrica
Elevado grau de pureza (u€2 cm) 42
Pureza comercial (u€2 cm) 55
Modulo de elasticidade, o, (GPa) 105
Tensdo de escoamento, o, (MPa) 692
Tens3o maxima (tensdo de ruptura) , o, (MPa) 785
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A producdo comercial do titanio ¢ rigidamente controlada pela Sociedade Americana
para Analise e Padronizagdo de Materiais (ASTM), que estabelece normas especificas
para os graus de contaminagdo do titdnio e para suas ligas, utilizados na fabricacdo de
implantes. A tabela 2.3 apresenta os limites de teor dos elementos nitrogénio, carbono,
hidrogénio, ferro, oxigénio e titanio, admitidos para os diferentes graus de classificacdo

do Ti comercialmente puro, Ti c.p. (ASTM F 67-06).

Tabela 2.3 - Concentragdes maximas (% em peso) permitidas de impurezas em Ti c.p.

para utilizacdo como biomaterial (Norma ASTM F 67-06).

Ti c.p. Elemento (% maximo de impureza)

N C H Fe 0) Ti
Grau 1 0,03 0,08 0,015 0,20 0,18 Balanco
Grau 2 0,03 0,08 0,015 0,30 0,25 Balango
Grau 3 0,05 0,08 0,015 0,30 0,35 Balanco
Grau 4 0,05 0,08 0,015 0,50 0,40 Balanco

As propriedades mecanicas de resisténcia a trag¢do, limite de escoamento e alongamento
dos quatro tipos de Ti c.p. (NBR ISO 5832-2, ASTM F67-06) classificados na tabela

acima, estdo descritas na tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Propriedades mecanicas dos diferentes graus de Ti c.c. (Normas NBR ISO
5832-2, ASTM F67-06).

RESISTENCIA LIMITE DE 3
1
GRAU  minOMPn | omin by ALONGAMENTO®  p )
min. (%)
1 240 170 20 31
2 345 275 20 41
3 450 380 18 41
4 550 483 18 51

' Requisitos de tragdo, escoamento e dobramento de chapas devem se aplicadas para materiais obtidos
longitudinal e transversalmente a diregio de laminag3o.

2 Comprimento de calibragdo = 5,65 VSO ou 50 mm, onde SO & a area da secdo transversal, em
milimetros quadrados.
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Inicialmente, a sele¢do do titdnio como elemento metédlico para inser¢do no corpo
humano foi impulsionada pela capacidade do material em resistir & corrosdo, pois o
contato com o sangue e outros fluidos corporais proporcionaria um rapido processo
corrosivo em metais ou materiais ndo adequados. Além dessa caracteristica, o titanio
comercialmente puro e as ligas de titanio sdo freqlientemente utilizados em implantes
dentarios devido a sua excelente resisténcia mecanica, estabilidade quimica e

biocompatibilidade (LI, 2002).

Biocompatibilidade ¢ a exigéncia primdria para biomateriais ¢ depende de diversas
questdes, que em ultima instancia afeta o desempenho do dispositivo de implante
(SINGH, 2007). A caracteristica de biocompatibilidade associada ao titanio deve-se a
uma fina camada de 6xido formada espontaneamente apds a exposicao da superficie ao

ar, sob temperaturas ambientes ¢ em contato com fluidos, conhecido como passivagao.

Essa reatividade ¢ favordvel para dispositivos que serdo implantados dentro de um
organismo biologico, pois na auséncia de movimento interfacial ou condigdes
ambientais adversas, essa condi¢do de passivagdo minimiza o fendmeno de biocorrosao
(CADOSCH, 2010; ZAVERI, 2010), devido a estabilidade quimica e a estrutura da
camada de 6xido de titanio formado, a qual é da ordem de alguns nandmetros de
espessura (LIU, 2004). A camada de 6xido € considerada protetora devido a sua alta
resisténcia a corrosdo. A taxa de corrosdo diminui com o aumento da espessura da

camada.

2.3.2. Comportamento do Titinio Frente a Corrosio

Corrosdo ¢ a deterioracdo de um material como resultado de reacdes quimicas e

eletroquimicas com ambiente no qual esta inserido (PAITAL, 2009).

A biocorrosdo tem sido considerada como um problema para a durabilidade dos
implantes em corpos humanos em funcdo da liberagdo de ions metalicos que podem

provocar efeitos fisiologicos adversos tais como toxicidade, carcinogenicidade e alergia

ao metal (SAEGEANT, 2006, SINGH, 2007).
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Uma alta resisténcia a corrosio ¢ requerida para os implantes intracorporeos porque o
corpo humano é um ambiente composto de uma solucio salina oxigenada que contém

proteinas.

O progresso no desenvolvimento de préteses de titanio foi acelerado pela constatagio de
que outros materiais metalicos, como agos inoxidaveis, apresentavam problemas de

corrosdo, reabsor¢do dssea e inflamacao.

O titanio ¢ um dos materiais de engenharia mais resistentes a corrosdo (WILLIAMS,
1981), devido a sua capacidade de auto-passivacdo. Essa caracteristica ocorre em
fun¢do da grande afinidade do titdnio com o oxigénio, uma camada de 6xido de titanio &
formada de forma instantanea (9-10 segundos) e espontanea quando o metal é exposto
ao ar e esta camada alcanca a espessura de 2nm a 10nm (EINSENBARTH, 2002, LIU,
2004). A resisténcia a corrosdo ¢ devido a presenca do filme fino de 6xido passivo em
sua superficie. Entretanto, em condigdes anidras e auséncia de uma fonte de oxigénio,
estes metais podem estar sujeitos a corrosdo, pois o filme protetor podera nio se

regenerar em caso de rompimento (SMITH, 1996).

As propriedades fisico-quimicas do filme passivo formado controlam o comportamento
de corrosdo do material, a interagdo do material com os tecidos e, assim,

o grau de biocompatibilidade do material (SHAHRY ARI, 2008).

O Ti c.p. geralmente é mais resistente a corrosdo do que as ligas de titanio, sendo o
material de escolha para meios como fluidos do corpo humano. Porém, em
determinadas condi¢des de uso, o Ti c.p. e suas ligas podem estar sujeitos a corrosio
localizada devido a presenga de sais, como cloretos, presentes nos fluidos do corpo

humano (SMITH, 1996).

Como vimos, a propriedade de oxidagdo da superficie dos implantes de titdnio ¢
responsavel pelo seu alto grau de biocompatibilidade, interacdo quimica e adequada
ligacdo com a matriz extracelular, fatores importantes na dindmica do processo de
osseointegracdo (SUL et al., 2002). Isso ocorre porque o oxido de titdnio estd em
equilibrio dindmico com o tecido 6sseo e a ligagdo desse metal com o tecido € do tipo

bioreativa, e ndo bioativa. Logo, a inteface Ti-osso produz uma ligagdo quimica,
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situando o titdnio entre os materiais bioinertes e os bioreativos. Essa bioreatividade faz
com que, em contato com soro sangiiineo, o 6xido de titanio sofra uma série de reagdes.
Uma oxidagdo adicional ocorre, envolvendo a difusdo de atomos do metal para a

interface 6xido/bioliquido (KAWAHARA, 1995).

O oxido de titanio € altamente polar, o que causa a adsor¢do de moléculas de agua e de
moléculas soliveis em 4dgua. A adsor¢@o dessas moléculas causa a criagdo de um campo
elétrico formado por uma diferenca de potencial ao longo da espessura do 6xido. Esse
campo elétrico estimula a oxidacdo do titdnio e a medida que a espessura da camada de
6xido aumenta, a diferenca de potencial diminui, reduzindo também a for¢a motriz para
a sua dissolug@o. Outros eventos envolvem a difusdo de ions minerais ou 4&tomos (Ca, P)
do bioliquido para o 6xido. Ocorre ainda adsor¢do e desor¢cdo de moléculas, sendo que o
grau de desorcdo ¢ dependente da geometria, rugosidade, e do tipo de molécula

envolvida (BROWNE, 1994).

E conhecido que a resposta bioldgica e o sucesso do implante dependem das
propriedades quimicas e fisicas da superficie. Entretanto, apesar das propriedades
mecanicas superiores do titdnio e suas ligas e da excelente resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade conferidas pelo filme de 6xido, estes materiais sdo bioinertes frente
ao tecido dsseo. Assim, torna-se necessaria a utilizacdo de métodos de modifica¢do de
superficie para melhorar a atividade biologica destes materiais no sentido de torna-los

bioativos e favorecer a formagdo dssea (PAITAL, 2009).

2.4. Implantes com Estrutura Porosa

Visando a melhoria da fixacdo dos implantes de titanio, diversas técnicas tém sido
investigadas. NISHIGUCHI et al. (2001) afirmaram que dispositivos protéticos ndo
cimentados com superficie porosa sdo cada vez mais usados como uma alternativa as
préteses convencionais cimentadas. Esta superficie porosa estimula o crescimento de
tecido Osseo dentro da estrutura porosa, levando a uma melhor fixacdo do implante.
Além disso, reduz o tempo para a fixagdo mecanica do implante que em geral exige um
longo periodo de imobilizagdo da éarea reabilitada (KIM et al., 2000; LIANG et al.,
2003, RIGO et al., 2004, TAKEOMOTO et al. 2005). A morfologia da superficie afeta
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a for¢a de ancoragem dssea dos implantes, ja que superficies porosas apresentam uma
boa ancoragem mecanica, evitando o uso de parafusos de implantes ou a perda de

proteses ortopédicas cimentadas (WILKE ef al., 1990).

Segundo HAHN (1985) e MIURA (1985), o comportamento de um implante com
revestimento poroso estd relacionado com a fragdo volumétrica e ao tamanho dos poros.
O tamanho de poro minimo exigido para o crescimento dsseo ¢ aquele que evita a
formacgdo de tecidos moles entre o implante e o tecido dsseo. A conectividade entre os
poros permite a penetracdo do tecido dsseo e sua vascularizagdo. JONES (2001) relatou
que a percentagem de macroporosidade deve estar na faixa 40-90%, com tamanho

desses poros na faixa de 50-500 pm e a microporosidade na faixa de 1-50 pm.

Segundo BREME et al. (1989) ¢ WACK et al. (1989), um dos principais problemas no
uso dos implantes € a grande diferenga entre o moédulo de elasticidade desses materiais
quando comparado com o 0sso humano. As tensdes funcionais sobre os implantes criam
tensdes de cisalhamento na interface osso-implante, danificando o osso e provocando o
afrouxamento do implante. O implante ideal deve possuir rigidez proxima ao 0sso
humano, tornando-se isoelastico, de modo a transferir apropriadamente a carga do
implante ao osso. OH er al. (2003) revelaram que as tensdes exercidas sobre os
implantes, onde o titdnio age como um escudo impedindo a transferéncia de tensdes do
0sso ao implante ( “stress-shielding”), dificultam a remodelagem dssea e a cicatrizacdo,
aumentando a porosidade 6ssea. Um método para reduzir a forca de cisalhamento e o
modulo de elasticidade dos materiais metalicos ¢ torna-los porosos minimizando os
danos aos tecidos adjacentes ao implante, promovendo a interligacdo osso-implante,
aumentando a fixacdo Ossea e prolongando sua duragdo. A geometria superficial do
implante promove o crescimento Osseo dentro dos poros e ndo serve apenas de
ancoragem para fixagdo, mas como um sistema que transfere a carga do implante ao

0sso. Nos implantes porosos, o tecido 6sseo jovem penetra no arcaboug¢o e promove

excelente adesdo e fungdo biologica (SHABALOVSKAYA, 2002).

Entretanto, alguns biomateriais a base de fosfato de calcio foram identificados como
osteoindutores quando possuem estrutura porosa. Induzem a formagdo dssea sem a
necessidade adicional de células osteogénicas. A implantacio em tecidos moles

comprova a indug¢do Ossea pelo biomaterial. Alguns fatores importantes para a
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osteoinducdo sdo: a composicdo quimica do biomaterial, propriedades especificas de
dissolugdo do biomaterial ¢ morfologia da superficie. Clinicamente, um biomaterial
ideal deve agir como substituto 6sseo sendo osteocondutor, osteoindutor e com

propriedades mecanicas adequadas (FUIIBAY ASHI ez al., 2004).

HABIBOVIC et al. (2005) verificaram que a presengca de macroporos parece ser pré-
requisito para a osteoindug¢do pelos biomateriais. Macroporos interconectados sdo
importantes para um suprimento eficiente de fluidos corpdreos com nutrientes por todo
o implante. Além disso, LI ef al. (2006), relataram que os formatos de implantes
ortopédicos modernos incluem a combinagdo de materiais metdlicos porosos e
revestimentos de fosfato de célcio (CaP) para aumentar ainda mais a integracdo dssea
devido a interligagdo quimica e mecanica. As figuras 2.5 e 2.6 mostram respectivamente

imagens de amostras de titdnio poroso de pesquisa da UNESP/FOSJC (POSH, 2008).

Fig. 2.5 - Imagem de substratos de Ti poroso sem tratamento: (a) com estrutura porosa

observada a luz visivel; (b) ao microscopio estereoscopio (adaptado de POSH, 2008).
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Fig. 2.6 - Titanio poroso: (a) Prototipo de implante dentdrio poroso (adaptado de NRC-
IMI/Quebec); (b) Implante de liga de titdnio com superficie porosa (adaptado de Faculty
of Dentistry/Toronto University).

2.5. Revestimento em Implantes metalicos

A fim de combinar a resisténcia mecanica dos materiais bioinertes ou biotoleraveis com
a bioatividade dos materiais bioativos existe a possibilidade de revestir o material
bioinerte ou biotoleravel, de boa resisténcia mecanica, com uma camada bioativa
através da deposi¢do de um material bioativo (DHERT, 1992). Neste caso, novamente a
principal dificuldade consiste em obter uma boa unido da camada bioativa com o

substrato.

2.5.1. Revestimentos de Fosfatos de Calcio em Titanio

Com o objetivo de evitar a formagdo de um tecido fibroso ao redor do implante novas
técnicas, para revestimento da superficie, vem sendo desenvolvidas (LIANG et al.,
2003, RIBEIRO, 2009). Diversos tipos de ceramicas, a base de fosfato de célcio,
utilizadas nos ultimos 30 anos na Odontologia ¢ Medicina, vém demonstrando uma
unido direta ao osso sem a formag¢@o de qualquer tecido fibroso. Esta propriedade ¢ dada

pela capacidade destes materiais em formar na superficie uma camada de apatita
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semelhante ao principal componente presente na fase mineral do osso (KOKUBO,

1991, KOKUBO, 2005).

Uma das mais importantes aplicacdes da Hap é como revestimento de implantes
metalicos, tais como o Ti c.p. e suas ligas. Dentro deste contexto, metais revestidos com
fosfatos de célcio tornaram-se de grande interesse para aplicacdo em implantes
cirurgicos (DU, 2006). O objetivo do revestimento de fosfato de calcio nos implantes de
titdnio é aumentar a bioatividade do metal e a ades@o quimica entre o fosfato de cdlcio e
substrato de titanio resultando na manuten¢do do revestimento e adequada fixagdo do
implante. Apos a implantacdo, o material apresenta uma energia de superficie reduzida,
onde o osteoblasto pode proliferar e diferenciar para produzir neoformag¢do déssea e
colageno na camada de fosfato de calcio (FORSEGREN, 2007). O osso circunjacente
pode entrar em contato direto com a superficie do implante sem a interven¢do do tecido

fibroso (KOKUBO, 1999).

Diversas modificagdes foram propostas e varios pré-tratamentos foram usados desde a
primeira composicdo de FCS criada por Kokubo (KOKUBO et al., 1996) com a
finalidade de acelerar o revestimento com Hap sobre implantes de titdnio e otimizar o

processo para melhorar a bioatividade (FORSGREN, 2007).

O experimento de STOCH et al. (2006) demonstrou que o pré-tratamento de imersao
em solucgdo gel de 6xido de célcio e silica, seguido do tratamento térmico, a 400°C por
30 minutos, ativam a superficie de implantes de titdnio para a nucleacdo e o crescimento
de carbonato apatita. A concentracdo do FCS influenciou na quantidade de fosfato
precipitado sobre o titdnio e a apatita formada apds a imersdo no FCS por 20 dias foi
biologicamente semelhante a natural, um importante passo para a unido direta do
implante com o 0sso. A técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR) usada no estudo permitiu verificar a composicdo molecular e a

estrutura dos precipitados de fosfato produzido durante o tratamento do metal.

As téenicas de revestimento do tipo spray-térmico sdo as mais usadas comercialmente,
porém apresentam desvantagens no controle da composi¢do e estrutura do fosfato de
calcio formado sobre o metal (ANDRADE et al, 2002). Nao ha uniformidade da

espessura da camada depositada e ndo ha controle sobre a integridade estrutural e a
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cristalinidade do revestimento (YANG et al.,1997). KIM et al.(2000) e NISHIGUCHI
et al.(1999 e 2001) relatam que nesta técnica, no caso de titdnio e ligas de titanio
porosos, ha redugdo do espago disponivel do poro para o crescimento do tecido dsseo
devido ao revestimento, héa dificuldade em revestir materiais bioativos com superficies
irregulares e degradacdo do revestimento. Além disso, observou-se in vivo, que a Hap se
desprende do substrato mesmo no periodo inicial de implantacdo, devido a sua baixa
adesdo ao substrato e o tecido fibroso muitas vezes se estende por de baixo da camada

de Hap.

A perda da camada de Hap (aplicada por spray-térmico) ocorre progressivamente in
vivo com o tempo, levando a ostedlise e, conseqiientemente, perda do implante (YANG
et al.,,1997). Segundo NISHIGUCHI et al. (1999), quando a Hap esta completamente
degradada, a interface entre o osso e a sua superficie fica instadvel. Portanto, devido a
necessidade de um revestimento bioativo com maior aderéncia, uniformidade e alta
resisténcia mecanica, KOKUBO et al. ( 1991 ) pesquisaram e propuseram um método
de revestimento para a producdo de Hap pela imersdo em fluido corporeo simulado,

FCS, conhecido como processo biomimético (YANG et al.,1997).

2.5.2. Processo Biomimético

O método biomimético, introduzido por ABE et al. em 1990, é uma das técnicas mais
promissoras para a producdo de fosfato de célcio sob condigdes ambientais que imita a
mineraliza¢do 6ssea (HABIBOVIC ef al., 2002). O processo de deposi¢do biomimética
se baseia na precipitagdo heterogénea sobre substratos de titanio ativados. Consiste na
imersdo dos implantes metalicos em uma solu¢do (FCS — Fluido corpéreo simulado)
com temperatura ¢ pH fisiologicos e composicdo quimica semelhante ao plasma
sanguineo. Uma fina camada de fosfato de calcio pode ser depositada em substratos pré-
tratados ou ndo apos imersdo em FCS (KOKUBO et al., 1996; NISHIGUCHI et al.,
1999; KIM et al., 2000; SCHARNWEBER et al., 2002; CHOSA et al., 2004). Em
alguns casos realiza-se tratamentos prévios dos substratos com solug¢do aquosa de
NaOH (TANAHASHI et al., 1994) ou HCl (TANAHASHI et al., 1995) para

diminui¢do do periodo de indu¢do para a nucleacdo da Hap.
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Este tratamento visa obter uma camada de apatita na superficie dos implantes de titanio
aumentando a sua osseocondutividade e trazendo beneficios para a osseointegragdo

(YAN, 1997).

Os processos biomiméticos apresentam diversas vantagens: baixo custo, processo a
baixa temperatura aplicada a qualquer substrato com sensibilidade térmica, incluindo
polimeros; possibilidade de formagdo de cristais de hidroxiapatita similares ao 0sso
contendo caracteristicas de alta bioatividade e boa reabsorcdo; deposicdo em superficie
porosa e em implantes com geometria complexa; com diferentes fases de fosfato de
calcio, além da possibilidade de incorporag@o de fatores estimulantes de crescimento

6sseo (OHTSUKI C, 2007).

Segundo ANDRADE et al. (2000) e KOKUBO et al. (2005) métodos biomiméticos de
revestimento de hidroxiapatita sobre o titdnio baseiam—se na nucleagdo e crescimento
do fosfato de calcio em FCS a 37° C. Associa-se também os pré-tratamentos quimico e
térmico da amostra metélica para aumentar significativamente a adesdo quimica da

apatita nucleada e crescida na superficie do titanio.

O processo de formagao de solidos precipitados a partir de solugdes supersaturadas de
FCS possui trés etapas: quimisor¢do dos ions da rede do cristal (interacdo quimica das
espécies da superficie do solido com a solug¢do) e formagao heterogénea de nticleos de
solido amorfo; lenta transformagdo dos nucleos em Hap cristalina e crescimento do

cristal de Hap (ATTAIA et al., 1988).

BARRERE (1999) descreve que o método biomimético em implantes de Ti6Al4V levou
a deposi¢do de uma camada de apatita semelhante ao osso de 15 pm de espessura. De
maneira semelhante, RESENDE ez al. (2008) obtiveram a deposi¢do de uma fina
camada de fosfato de célcio com espessura aproximada de 15pum com apenas 7 dias em
FCS, o que pode ser observado em FIB/SEM. ANDRADE (1999) mostrou que através
deste método ¢ possivel obter revestimentos homogéneos e sem trincas, constituidos de
uma mistura de hidroxiapatita e de apatita carbonatada. Uma grande limita¢do do
processo biomimético é o tempo necessdrio para a obtengdo do revestimento que ¢

muito longo, podendo chegar a 21 dias.
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Segundo VERCIK (2003), a utilizagdo direta de uma solugdo de FCS mais concentrada
tem uma grande influéncia na quantidade e na composi¢cdo dos fosfatos precipitados.
FILGUEIRAS (2000) ¢ ANDRADE (2002) avaliam em estudo a precipitacdo
heterogénea fosfatos de célcio sobre a superficie do titanio usando uma solugdo
simplificada e mais concentrada e constatam a viabilidade desta em acelerar o processo

biomimético em substituicdo as solu¢des que simulam o fluido do corpo.

BAKER et al. (2006) avaliaram o crescimento, caracterizagdo e biocompatibilidade da
camada de apatita formada em biomateriais metalicos produzida por meio de imersdo
em solugdo quimica por tempo reduzido. Inicialmente as amostras foram imersas em
uma solucdo de Ca(OH), para alimentar e favorecer as trocas iOnicas durante as
imersdes. Posteriormente a imersdo nessa solugdo, foi produzido um revestimento de
fosfato de cdlcio com espessura de 20 - 30 um e cristais de 1 a 2 pm de didmetro em 3
dias. Este estudo sugere que a imersdo em uma solu¢do quimica ¢ um método industrial
vidvel e que um simples pré-tratamento pode produzir revestimento de fosfato de célcio

favorecendo as interagdes biologicas e conduzindo a osseointegragao.

O estudo de FORSGREN et al. (2007) avaliou a bioatividade do rutilo e o depdsito de
Hap em amostras de titanio apds tratamento térmico e processo biomimético. As
amostras de titAnio foram submetidas a temperatura de 800°C para a producio de TiO,
(rutilo) e depois imersas numa solu¢do salina rica em fosfato por 7 dias. Os autores
verificaram que houve o deposito de Hap por meio da difracdo de raios X. Foi realizado
também um teste da forca de ades@o substrato-revestimento sendo a pressdo critica

encontrada de 2,4 + 0,1 GPa.

O deposito de apatita hidrocarbonatada em substrato de Ti6Al4V por meio de
eletroforese foi avaliado por GUO et al. (2008). Eles utilizaram uma solugo rica em
fosfato. Um teste in vitro revelou aumento da bioatividade apds 9 dias de imers@o em

FCS.

RIGO et al. (2004) analisaram o revestimento de apatita sobre implantes de titdnio
submetidos a solu¢do biomimética com a adicdo de silicato de sddio. Os implantes
foram inseridos em tibias de coelhos por 8 semanas. Para avaliar a reparacdo dssea

utilizaram uma seqiiéncia de marcadores Osseos (tetraciclina, alizarina e calceina).

29



Verificaram por meio de microscopia optica e de fluorescéncia que os implantes foram
integrados principalmente por tecido 6sseo, porém um pouco de tecido fibroso foi

observado em algumas regides.

VASUDEYV et al.(2004) analisaram a evolugo in vivo de implantes com revestimento
de apatita produzido pelo processo biomimético. A caracterizacdo do revestimento foi
realizada por meio do MEV, difrag@o de raios X e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). O estudo comparou a reparacdo ¢ssea de implantes
com e sem tratamento, inseridos em fémur de cdes. Os autores avaliaram o crescimento
Osseo linear, a area de crescimento e a porcentagem de aposi¢do por meio dos dados
histomorfométricos das imagens obtidas pelo MEV e pela andlise radiografica. O
experimento demonstrou que sob condi¢des controladas, a apatita do revestimento dos
implantes parece ser absorvida em 8 semanas apos a implanta¢do, mas estimula a

osseointegragdo e reduz a formagao de tecido fibroso.

CHIESA et al. (2007) desenvolveram um tratamento biomimético para melhora da
osseointegragdo de implantes de titanio. Os implantes foram inseridos na cabec¢a do
condilo do fémur de 12 carneiros. Os testes in vitro confirmaram o potencial
biomimético e a andlise histomorfométrica indicou uma répida e boa qualidade de

osseointegragao.

A composicdo das solugdes mais usadas de FCS difere do plasma sanguineo humano
em alta concentracdo de ions Cl” e baixa de ions HCOs3". A tabela 2.5 compara as
diferentes concentragdes (mmol/l) dos ions que compdem o plasma sanguineo humano,
a solucdo de FCS proposta por Kokubo (KOKUBO, 1998) e a mFCS, utilizada em
pesquisa anterior do grupo em teses do PEMM e UNESP/FOSJC (ANDRADE, 1999,
MEDEIROS, 2006, MACHADO, 2008). Observa-se a similaridade e o potencial
biomimético das solu¢des FCS ¢ mFCS.

O controle da composicdo e crescimento do filme de apatita por meio de alteragdes na
composi¢do do FCS, a incorporag@o de proteinas sem alteracdo de suas funcdes e sem a
necessidade do tratamento térmico, sd@o outras vantagens desta técnica promissora

(OHTSUKI et al., 2007).
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Diversas modificagcdes foram propostas e varios pré-tratamentos foram usados desde a
primeira composi¢cdo de FCS criada por KOKUBO (1996), a fim de acelerar o
revestimento com Hap sobre implantes de titanio e otimizar o processo para melhorar a
bioatividade (FORSGREN, 2007). Alguns estudos tém focado no desenvolvimento de
revestimentos bioativos especialmente com Hap, proporcionando assim uma
osseocondugdo mais rapida do osso adjacente ao implante e unido quimica ao novo 0sso
formado (KOKUBO, 1996, NISHIGUCHI, 1999, ANDRADE, 2000, KIM, 2000,
WEN, 2001, SCHARNWEBER, 2002, ANDRADE, 2002, CHOSA, 2004, ZAFFE,
2005).

Tabela 2.5 - Concentracdes dos ions do plasma sanguineo humano, FCS e mFCS.

Tons

Meio ¥ ¥ Es) %) 2 2
Na K Mg Ca Ccr HCO; HPO, SO,

3,60 2,10 95,00 0,65
Plasma 142,00 a 1,00 a a 27,00 a 1,00

Sanguineo 5,50 2,60 107,00 1,45
FCS 142,00 6,50 1,50 2,50 148,00 4,20 1,00 0,00
mFCS 142,00 5,00 1,50 2,50 147,80 4,20 1,00 0,05

2.5.3. Pré-tratamentos Quimicos e Térmicos

A resposta dssea e o sucesso dos implantes dependem das propriedades quimicas e
fisicas da sua superficie (BIGI et al., 2005, KIM et al., 2000, NISHIGUCHI et al.,
1999). O titanio ¢ considerado um material bioinerte, podendo ser transformado em
material bioativo quando tratado quimica e termicamente. Este titanio bioativo mostra
uma capacidade de formagdo de fosfatos de calcio in vitro, a exemplo da hidroxiapatita

(Calo(PO4)6(OH)2).
NISHIGUCHI et al. (1999 e 2001) e TAKEMOTO et al. (2005) mostraram que

implantes de titdnio com tratamento alcalino e térmico apresentam ligacdo direta ao

osso com melhor forca de ades@o e maior ligacdo dssea. KOKUBO (1998) mostrou que
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quando o oxido de titdnio é formado, o produto final (HTiO;") da reagdo do 6xido de
titdnio e solucdo aquosa reage com a solugdo de hidréxido de sédio (NaOH) durante o
pré-tratamento e incorpora os ions sdédio formando uma camada de titanato de sddio
(NayTiO3) . Segundo HA ef al. (1997), a reagdo de formagdo do titanato de sodio € a
seguinte:

HTiO; +2Na" + OH — Na,TiO; + H,O

A figura 2.7 apresenta as mudancas na superficie do titdnio quando submetido a
tratamento com NaOH, com posterior tratamento térmico e imersdo em FCS

(KOKUBO, 1998).

NISHIGUCHI ef al. (1999 e 2001) afirmaram que esses tratamentos sdo de baixo custo
e seus efeitos atuam sobre todas as irregularidades da superficie dos implantes imersos
na solug¢do de tratamento quimico. Portanto, representam uma técnica superior ao spray-
térmico para deposicdo de Hap no qual o mesmo tende a ser aplicado nas areas mais
superficiais, resultando em um tratamento nao uniforme. Em implantes de superficie
porosa, notou-se que os tratamentos quimicos e térmicos ndao reduzem o espago da
porosidade disponivel ao crescimento 6sseo, pois causam pouca mudanca na morfologia

superficial do implante, afetando cerca de 1um da superficie.

Fluido corpérea simulado

Solugdo d: NaOH Ca? (PO
¢ Pnao umor +
8 o /. : Na Na* Apatita HaO*
. s 3
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(a) (b) (©

Fig. 2.7 - Mudangas na superficie do titdnio submetido a pré-tratamento quimico em
solugdo de NaOH, tratamento térmico e imersdo em FCS: (a) formacdo da camada
hidrogel do titanato de sddio por meio de tratamento com NaOH; (b) representagdo da
formacdo da camada de titanato de s6dio amorfo e/ou cristalino através do tratamento

térmico; (¢) formagdo da camada de Hap em FCS (adaptado de KOKUBO, 1998).
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2.5.4. Formacao de Fosfatos de Calcio em FCS

A superficie do titdnio ndo ¢ suficientemente bioativa para induzir o crescimento de
tecido O6sseco e a boa fixacdo oOssea leva normalmente varios meses. Por isso,
modificagdes na superficie melhoram o controle das interagcdes osso-implante e diminue
o tempo para se obter a estabilidade (ONG ez al., 1998). A bioatividade do titanio pode
ser incrementada por meio de tratamentos quimicos e térmicos especificos capazes de
favorecer in vitro a deposi¢do de fosfatos de célcio, como a hidroxiapatita
(Cajo(OH)2(PO4)s), na sua superficie e esta por sua vez poderd se ligar diretamente ao
osso quando implantado (WEN et al., 2001, WEI et al., 2002, FUJIBAYASHI et al.,
2004, OHTSUKI et al., 2007).

Em metais submetidos ao pré-tratamento alcalino com NaOH, o favorecimento na
deposicao de fosfatos de célcio € atribuida ao titanato de sddio amorfo formado sobre o
metal durante o tratamento quimico e posterior tratamento térmico (YANG et al., 2004).
Poros superficiais em escala submicrométrica e superficie revestida com oxido de
titanio carregado negativamente sdo favoraveis a nucleacdo da Hap (LIANG et al.,

2003).

NAKAMURA et al. (2004) relataram que implantes de titdnio porosos tratados com
solucdo alcalina e tratamento térmico sdo osteocondutores quando usados em
artroplastia total do quadril. Para FUJIBAY ASHI et al. (2004), biomateriais podem ser
osteoindutores na presenga adicional de agentes osteoindutores (como as proteinas

6sseas morfogénicas e fatores de crescimento).

Entretanto, alguns biomateriais a base de fosfato de célcio foram identificados como
osteoindutores quando possuem estrutura porosa. Induzem a formagdo dssea sem a
necessidade adicional de células osteogénicas. A implantagio em tecidos moles
comprova a inducdo Odssea pelo biomaterial. Alguns fatores importantes para a
osteoinducdo s@o: a composicdo quimica do biomaterial, propriedades especificas de
dissolucdo do biomaterial e morfologia da superficie. Clinicamente, um biomaterial
ideal deve agir como substituto 6sseo sendo osteocondutor, osteoindutor e com

propriedades mecanicas adequadas (FUJIIBAY ASHI ef al., 2004).
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MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos experimentais utilizados na elaboragdo
desta pesquisa. O estudo da deposicdo do revestimento de fosfato de calcio foi
desenvolvido em trés etapas: a primeira etapa consiste no processamento de pos de
titdnio puro para a obtengdo de substratos porosos; em uma segunda etapa sdo
apresentados os procedimentos de tratamento da superficie do Ti e o processo
biomimético; e, por ultimo, sdo descritos os procedimentos adotados na caracterizagio

quimica e microestrutural das amostras.

3.1. Substratos

Para o estudo foram utilizados trés tipos de substratos de Ti, conforme tabela 3.1. Os
substratos de Ti denso foram adquiridos da empresa TiBrasil Titanio Ltda, os substratos
de Ti microporoso, com microporos fechados, e os substratos de Ti poroso, com
microporos fechados e macroporos interconectados, foram produzidos via metalurgia do
po neste estudo, com base em resultados de pesquisas anteriores do grupo (SILVA,

2001, MEDEIROS, 2006, OLIVEIRA, 2008).

Tabela 3.1 - Classificacdo dos substratos ¢ suas caracteristicas.

Substrato Nomenclatura Secdo Dimensodes (mm)
Chapa Ti Denso TiD quadrada 4x15x 15
Ti Microporoso TiM quadrada 6x15x15
Ti Poroso TiP cilindrica 7x8

3.2. Matéria-prima para os Substratos Microporoso e Poroso

Para a producdo dos substratos de TiM e TiP, foi utilizado pd de titdnio puro grau 2
(Fig. 3.1a), importado da empresa Micron Metals, Inc./EUA, fabricado pelo processo
HDH (hidrogenacdo/dehidrogenacdo). O p6d de bicarbonato de amoénia (Fig. 3.1b), BA

(NH4HCO:s3), da empresa Vetec, foi utilizado como aditivo organico a fim de conferir
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maior porosidade aos substratos. Os pos de Ti foram submetidos a analise quimica no
LABAI/INT em pesquisa anterior, cujo resultado mostrou que a sua composi¢io

quimica esta de acordo com a norma ASTM B265-09.

O tamanho médio das particulas dos pos de titanio foi estabelecido com base em dados
de pesquisa anterior do grupo. Foram definidas as faixas granulométricas para o p6 Tie
p6 BA, separadas por peneiramento no agitador de peneiras (Bertel Indistria
Metalurgica LTDA) (Fig. 3.2). Os p6s de Ti e BA foram misturados em fracdes
volumétricas especificas de forma a conferir a porosidade desejada da ordem de 60 a

80%, conforme apresentados na tabela 3.2.

Fig. 3.2 - Agitador de peneiras (Bertel Industria Metalurgica LTDA).

Tabela 3.2 - Faixa granulométrica dos pds de Tie BA e a % em peso utilizado.

Faixa granulométrica
Reagentes Fabricante % em peso
pm ASTM/Mesh
TiM Micron Metals <210 <70 100
TiP Micron Metals 125-149 120-100 70
BA Vetec 355-425 45-40 30
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Para o preparo dos substratos microporosos e porosos foi realizado um estudo prévio

para definicdo de uma adequada metodologia, conforme fluxograma da figura 3.3.

Estudo de Porogénese

I Processo de Mistura

-

Reavaliagdo do
Protocolo

A mistura
esta Ok?

-

I Compactagdo da amostra

Resultado
ok?

Reavaliagdo do
Protocolo

I Retirada do solvente

-1

Retirada
esta Ok?

Reavaliagdo do
Protocolo

-

I Retirada do Porogénico

Retirada
esta Ok?

Reavaliagdo do
Protocolo

I Amostra finalizada I

Fig. 3.3 - Fluxograma de tomada de decis@o no estudo da metodologia de preparo do

substrato poroso.
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3.2.1. Caracterizacio da Matéria-prima

Os pos de Ti e BA foram analisados por difragdo de raios-X (DRX) e por microscopia
eletronica de varredura (MEV). O pé de BA e o compactado Ti/BA foram também
analisados por calorimetria diferencial de varredura (DSC) e degradagéo térmica (TGA)

(Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Analises para caracterizacdo do p6 de Tie BA.

ANALISE 2 DRX MEV DSC/TGA
POS ¥ LATEP-INT | PEMM-UFRJ | LAMAP-INT
Ti X X -
BA X X X
Ti/BA compactado X X

3.2.1.1. Analise por Difracdo de Raios-x (DRX)

O pd de titanio puro e o pé de bicarbonato de amdnia foram analisados quanto ao grau
de cristalinidade e tamanho médio de cristais em um difratdmetro de raios-X da marca
Panalytical modelo X Pert Pro com tubo ceramico e filamento de cobre, do Laboratorio

de Tecnologia de Pds - LATEP/INT, Rio de Janeiro/RJ.

O equipamento de DRX operou com radiagdo monocromatica Cu Ka (A=1,54 A°) e
poténcia de 40 mA e 40 mK. A varredura 6- 26 foi executada no intervalo de 5° a 90°, o
passo e a velocidade foi de 0,026/seg e 1seg/passo, respectivamente. Para a
identificacdo das fases cristalinas presentes nos espectros de DRX, foram utilizadas as

fichas de padrdes contidas no JPDS — Intenational Center for Diffraction Data (2000).
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3.2.1.2. Analise Morfologica (MEYV)

A morfologia do p6 de titanio puro e do pd de bicarbonato de amdnia foi analisada
qualitativamente por microscopia eletronica de varredura (MEV) em equipamento Jeol
JSM 6460LV, acoplado a um sistema de andlise de espectrometria por dispersdo de
energia - EDS, no equipamento Noran System Six Model 200, do Laboratério de
Microscopia Eletronica - PEMM/UFRJ, Rio de Janeiro/RJ. Para a obtencdo das

imagens, foi aplicada uma voltagem de 15kV.

3.2.1.3. Analise Térmica por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e

Analise da Degradacio Térmica (TGA)

As analises térmicas permitem avaliar propriedades de uma substancia em fung¢do do
tempo ou da temperatura. Neste ultimo caso, é feito o aquecimento a uma taxa fixa de

variacdo de temperatura.

Termogravimetria (TGA) € uma técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia
¢ medida em funcdo da temperatura enquanto esta ¢ submetida a uma programacgao
controlada. A DSC ¢ a técnica de analise térmica, na qual se mede o fluxo de calor que
ocorre entre a atmosfera e a amostra de referéncia durante o processo de

aquecimento/resfriamento.

O estudo do comportamento térmico do BA objetivou determinar a temperatura de
fusdo (DSC) e temperatura de degradacdo (TGA) a fim de estabelecermos parametros

de temperatura na etapa de retirada do formador de poros.

Para as analises por DSC e TGA do BA foi utilizado o Analisador Térmico simultdneo
SDT-0600 TA Instruments, do Laboratério de Catélise - LACAT/INT. O analisador
simultaneo realiza, a0 mesmo tempo, calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e

andlise termogravimétrica (TGA).

Os eventos endotérmicos ou exotérmicos ndo necessariamente sdo acompanhados por

mudangas na curva de perda de massa, como no caso do material sofrer fusdo ou
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cristalizacdo ou outras transi¢des fisicas. Nas curvas DSC os eventos exotérmicos sao
registrados como picos no sentido negativo da ordenada (para baixo) e o0s picos
endotérmicos, no sentido positivo (para cima). As curvas TGA (perda de massa, %) e
sua derivada DTG (derivada da perda de massa %/°C) sdo semelhantes as curvas
obtidas em analisadores termogravimétricos convencionais. A analise TGA acompanha
a variacdo de massa com a temperatura ou tempo e a analise DTG ¢ a sua derivada

primeira.

O p6 de BA e o compactado de pds Ti/BA foram analisados para avaliar possiveis
reagOes entre Ti e BA e para tal foi utilizado um porta-amostra padrdo de platina (Pt) e
os ensaios foram realizados através da analise térmica simultanea de TGA/DSC, onde
cerca de 10 mg de amostra foi aquecida da temperatura ambiente até¢ 1000°C, com razio
de aquecimento de 20°C/min (norma ASTM D-3418-82), sob fluxo de ar sintético e
nitrogénio, 100ml/min. Como a retirada do BA foi realizada em estufa, sem controle de

atmosfera, optou-se por analisar termicamente o material também em ar sintético.

3.3. Processamento dos Substratos Porosos por Metalurgia do Pé

Apos caracterizacdo dos pos Ti e BA, o método de preparagdo dos substratos porosos

foi estudado e otimizado.

Por meio da técnica de metalurgia do p6 foram confeccionados substratos em Ti puro
grau 2 em secdo quadrada e secdo cilindrica, com porosidade controlada. As etapas de

processamento destes substratos foram realizadas no LATEP/INT.

Ap06s o preparo, os compactados TiM e TiP foram cuidadosamente armazenados e
levados a0 CTA, na Divisdo de Materiais do Instituto de Aeronautica e Espaco -
IAE/AMR, Sao José dos Campos — SP, para o processo de sinteriza¢do. Os parametros
estabelecidos e utilizados neste estudo foram estudados em pesquisa anterior e

permitem a completa consolidagdo do material.
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3.3.1. Titanio Microporoso

Os substratos TiM utilizados neste estudo foram obtidos por compactagdo uniaxial do
p6 de Ti. Para a mistura e compactacdo dos pos ndo foi utilizado aditivo organico para
formagdo de poros, conferindo ao substrato uma caracteristica microporosa. As etapas

de processamento estdo descritas detalhadamente a seguir.

Etapas de processamento:

1) O p6 de Ti foi separado pela técnica de peneiramento e obtida granulometria menor
que 50 mesh (210 pm);

2) Em seguida, o p6 foi inserido em uma matriz de ago quadrada de 15,6mm (Fig. 3.4a),
com lubrificag¢do de acido oléico nas paredes da matriz;

3) A matriz foi levada a uma prensa hidraulica com capacidade nominal de 100
toneladas na qual foi realizada a compactacdo dos pos por prensagem uniaxial, com
carga de 384 MPa (Fig. 3.4b);

4) Apos a compactagdo, os compactados foram removidos da matriz;

5) Sinterizagdo dos substratos TiM: esta etapa consiste na consolidacdo fisica dos pds
para obten¢@o dos substratos compactados e foi realizada em forno a alto vacuo, marca
Thermal Technology, Inc. - modelo Astro (Fig. 3.5), sob temperatura de 1200°C por 1h,
velocidade de aquecimento de 10°C/min, vacuo de 10° a 107 torr e resfriamento lento

no forno.

Fig. 3.4 - (a) Matriz uniaxial quadrada e puncio; (b) Prensa hidrdulica e matriz uniaxial

no momento da compressao.
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Fig. 3.5 - Forno a vacuo (Thermal Technology — modelo ASTRO).

A estrutura microporosa foi obtida a partir da consolidagdo das particulas durante o

processamento. A figura 3.6 ilustra os substratos sinterizados.

Fig. 3.6 - (a) Pun¢@o quadrado e substrato obtido por compacta¢do uniaxial; (b) Imagem

do substrato TiM, visdo superior; (¢) Imagem do substrato TiM, visdo lateral.
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3.3.2. Titanio Poroso
Os substratos de titanio poroso foram processados por técnica que consiste basicamente
em misturar o agente formador de poros ao p6 metalico, compactar a mistura e fazer o

tratamento térmico de sinterizagao.

Os substratos TiP foram produzidos para esta pesquisa pelo método da mistura de pos

de Ti com o aditivo organico (BA) resultando em um compactado de maior porosidade.

Etapas de processamento:

1) Mistura manual dos pods: uma propor¢cdo de 70% do titdnio puro grau 2 com
granulometria na faixa de 125-149 pum foi misturada com 30% de aditivo organico,
Bicarbonato de Amonio (BA), na faixa de 355-425 um, e a mistura foi adicionado
alcool isopropilico como umectante para melhor agregacdo das particulas;

2) Preenchimento de moldes de silicone: os componentes foram misturados e inseridos
em moldes flexiveis de silicone cilindrico, medindo 3cm altura x 1cm de didmetro, com
auxilio de um funil e selados com rolha de silicone (Fig. 3.7a).

3) Os moldes foram inseridos em borrachas de latex para seguranga em caso de ruptura
posteriormente, levados a prensa de compactacio isostatica a frio (Asea Brown Boveri,
modelo IP 4-22-60 ABB), do LATEP/INT, e submetidos a compactagdo em prensa
isostatica a frio a uma carga de 350MPa (Fig. 3.7b);

4) Apds a compactacdo, os compactados foram removidos dos moldes, dispostos em
naviculas (Fig. 3.8a) e levados ao forno da marca JUNG® (Fig. 3.8b), no LATEP/INT,
a 170°C por 2h, com taxa de aquecimento lento de 0,5°C/min., para decomposi¢do e
retirada do aditivo organico (BA), obtendo-se assim espacgos entre os pos de titdnio
tornando a amostra porosa;

5) Sinterizagdo da amostras Ti poroso: esta etapa foi conduzida nos mesmos pardmetros
e equipamento (Fig. 3.5) utilizados para o substrato TiM. As figuras 3.9a e 3.9b ilustram

o substrato obtido apds a sinterizagdo do compactado.
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Fig. 3.7 - (a) Molde de silicone com pos de Ti e BA preparado para compactacio

isostatica; (b) prensa isostatica utilizada para compactacio dos pos.

Fig. 3.8 - (a) Compactados TiP dispostos em naviculas; (b) Forno para retirada do

aditivo BA.
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Fig. 3.9 - Obtencdo dos substratos porosos: (a) Imagem do substrato TIP, visdo

superior; (b) Imagem do substrato TiP, visdo lateral.
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3.4. Caracterizacao dos Substratos

A porosidade, tamanho dos poros, forma poros e homogeneidade de poros, sdo
pardmetros que influenciam fortemente a resisténcia mecanica e a funcionalidade

biologica.

Apds a sinterizagdo, a quantificacdo dos pardmetros de porosidade foi avaliada pelo
método geométrico, técnica ndo-destrutiva, e processamento de imagens metalograficas.
As avaliagdes, qualitativa da morfologia dos poros, topografia da superficie e
rugosidade superficial, foram realizadas por microscopia Optica, microscopia eletronica

de varredura, laser confocal e microscopia de for¢a atomica, respectivamente.

3.4.1. Determinacio da Densidade dos Sélidos

Os substratos microporosos (TiM) e porosos (TiP) foram medidos utilizando-se um
paquimetro digital (Mitutoyo) para a obten¢do dos valores de didmetro e comprimento

final médio e para tal foram mensurados em trés pontos.

3.4.2. Analise Metalografica

Esta etapa foi realizada no PEMM/UFRIJ e a andlise quantitativa de fases foi realizada
com auxilio do programa de analise de imagens IMAGE-PRO PLUS versao 4 (Media
Cybernetics).

Inicialmente, os substratos foram embutidos em resina poliéster orto cristal T 208, como
no exemplo da figura 3.10, utilizando uma base de silicone como molde e
posteriormente preparados de acordo com os métodos usuais de polimento para Ti
(COLPAERT, 2008). No caso do substrato TiD, foi realizado um ataque quimico para

determinar o tamanho de grdo.

Ap6s o preparo metalografico, com base na norma ASTM E407-07, foi realizada analise

em microscopio Otico (MO), Olympus - modelo BX60M, para a caracterizacdo
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microestrutural. Foram obtidas 16 micrografias de cada substrato com aumento de 100x
para o substrato TiD e de 50x para os substratos TiM e TiP. As imagens metalograficas
foram digitalizadas e a medida dos tamanhos de grdo e da fragdo volumétrica de poros,
foram determinadas utilizando o programa Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics
Corporation). Analisou-se a fragcdo volumétrica dos poros, para os substratos TiM e TiP

e tamanho dos graos para o substrato TiD.

A densidade dos substratos TiM foi avaliada pelo método geométrico, o célculo foi
realizado a partir da determina¢do da massa (g) do substrato em balanga analitica
dividida pela area da secdo transversal obtida através do programa Image-Pro (Fig.
3.11).

Fig. 3.10 - Substrato TiP embutido em resina para posterior polimento metalografico.
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Fig. 3.11 - (a) Macrografia do substrato TiM; (b) Imagem em MEV; (c¢) Imagem da

amostra no programa Image-Pro para obtenc@o da se¢do transversal.

3.5. Limpeza dos Substratos

Previamente ao procedimento de limpeza, os substratos TiP foram seccionados no
sentido transversal (Fig. 3.12) com o objetivo de reduzir sua espessura no intuito de
duplicar as amostras além de favorecer a colocacdo em equipamentos para andlise. Os
substratos foram seccionados em maquina de corte ISOMET do Laboratdrio

LAMED/INT, com um disco de carbeto de silicio (Strues).
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Fig. 3.12 - (a) Substrato Sinterizado; (b) Ap0s corte transversal.

Todos os substratos foram submetidos ao procedimento de limpeza para eliminagdo das
impurezas organicas na superficie como desengordurante, conforme descrito na

seqiiéncia a seguir:

Substrato TiD

1°) Banho em detergente por 10 minutos em ultrassom;

2°) Banho em acetona por 10 minutos em ultrassom;

3°) Banho em etanol 70% por 10 minutos em ultrassom;
4°) Banho em agua destilada por 10 minutos em ultrassom;

4°) Secagem em estufa a 60°C por 1 hora

Substratos TiM e TiP

1°) Banho em acetona por 10 minutos em ultrassom,;
2°) Banho em 4gua destilada por 10 minutos em ultrassom;

3°) Secagem em estufa a 60°C por 1 hora

Os substratos, produzidos via metalurgia do pd, TiM e TiP, ndo estdo sujeitos aos
lubrificantes para processamento termo-mecéanico, como os substratos densos, portanto,
o procedimento de limpeza ¢ simples. Os substratos TiD, de uma forma geral, possuem
em sua superficie uma camada de elementos contaminantes e para sua remocao torna-se

necessario um procedimento de decapagem acida (GENTIL, 1996).

Apds o procedimento de limpeza, os substratos de TiD foram submetidos ao
procedimento de decapagem 4acida. O procedimento descrito a seguir foi definido

conforme estabelecido nas Normas ASTM 86-04, ASTM 67-06, ASTM 600-91e ABNT
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NBR 14233. Nestas normas, a importancia da garantia de uma boa limpeza da
superficie do Ti estd associada a remocdo de todas as impurezas superficiais para dar
condigdes a formagdo de uma camada de 6xidos de titdnio com espessura € composi¢ao

adequada.

Procedimento de Decapagem Acida do Ti Denso

O titanio ¢ altamente reativo e possui a capacidade de absorver gases comuns incluindo
oxigénio, hidrogénio e nitrogénio, os quais tendem a fragilizar o material. Nos
processos de conformagdo, tais como na laminacdo a quente, forma-se uma camada na
superficie do material (6xidos, nitretos, hidretos) denominada A/pha Case (Fig. 3.13)
que age como uma protecdo parcial contra a absor¢do adicional de gés. Alguns
processos de conformagdo realizam 2 ou 3 tratamentos termo-mecanicos sobre a
superficie do metal. Cada tratamento adicional torna a camada superficial mais
resistente e dificulta a decapagem dos compostos. A atmosfera do forno ¢ mantida
oxidante para minimizar a chance de rea¢do com o hidrogénio, deste modo promovem a
absor¢do de oxigénio e a formagdo da alfa case. Esta camada varia em espessura de
0,05 a 0,07 mm na condi¢do de tratamento térmico e de 0,15 a 0,20 mm na condi¢do de
laminag¢do a quente. Esta superficie é fragil e usualmente removida por decapagem

acida ou eletrolitica (DONACHIE Jr, 1988).

; : : 0,05 - 0,07 mm
TiO, TiN TiH, 0,15 —0,20 mm

Titanio

Fig. 3.13 — Esquema Ti/ Alpha Case.

3.6. Deposicio do Revestimento

Esta fase experimental foi desenvolvida no LATEP/INT e a metodologia da pesquisa
estabelecida encontra-se descrita na figura 3.14, em forma de fluxograma. Esta etapa do
estudo teve por finalidade otimizar as varidveis do processo biomimético de deposi¢cdo

de fosfato de calcio na superficie do Ti.
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Os substratos de Ti apds serem submetidos aos tratamentos de superficie passam a ser

classificados como amostras, para melhor compreensio das etapas.

Foram realizados testes preliminares utilizando substratos de TiM sem pré-tratamento
quimico-térmico (TQT) e submetidos ao processo biomimético em solucdo saturada
com ions fosfato e calcio (SS) por 7, 14 ou 21 dias, no intuito de se avaliar sua
efetividade na deposicdo fosfatos de calcio. Tendo em vista que a caracterizagdo
realizada mostrou depdsitos descontinuos, optou-se por realizar pré-tratamento quimico-

térmico em todas as amostras submetidas ao processo biomimético.

Cada um dos substratos (TiD, TiM e TiP) apresentou oito (08) condigdes de superficie
descritas como: grupo controle (C); substratos pré-tratados (TQT); substratos com pré-
tratamento quimico-térmico (TQT) e submetidos ao processo biomimético com solugao
saturada (SS) por 7, 14 ou 21 dias, totalizando 33 amostras. A tabela 3.4 apresenta a
distribuicdo esquematica das amostras com os respectivos tratamentos ao qual foram

submetidos.

Tabela 3.4 — Distribui¢cdo dos grupos experimentais.

Substratos Nomenclatura das amostras Tempo de Imersio em SS
TiD-C -
TiD-TQT -
TiD TiD-7 7 dias
TiD-14 14 dias
TiD-21 21 dias
TiM-C -
TiM-TQT -
TiM TiM-7 7 dias
TiM-14 14 dias
TiM-21 21 dias
TiP-C -
TiP-TQT -
TiP TiP-7 7 dias
TiP-14 14 dias
TiP-21 21 dias
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Superficie
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Decapagem — TiD

|

Tratamento Quimico
(NaOH 1M)
Autoclave — 130°C
por 2h.

Tratamento Quimico
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por 2h.

v

Tratamento Térmico
(200°C/1h)
Taxa aquecimento
lento 10°C/min.

Tratamento Térmico
(200°C/1h)
Taxa aquecimento
lento 10°C/min.

| Amostras de Ti I

| Amostras de Ti I

Caracterizacdo da
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Fig. 3.14 - Fluxograma da metodologia da pesquisa.
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3.6.1. Tratamentos Quimico e Térmico

Os substratos TiD, TiM e TiP (Fig. 3.15) limpos em ultra-som foram colocados em
mini-autoclaves (Fig. 3.16) com solugdo de NaOH 1M e levadas ao forno sob
temperatura de 130°C por 2 horas, para o tratamento quimico das amostras.
Subseqiientemente ao tratamento quimico foi realizado tratamento térmico a 200°C
durante 1 hora em forno tipo mufla, modelo EDG 3P-S (Fig. 3.17), com taxa de

aquecimento (10°C/min).

O tratamento quimico com NaOH tem o objetivo de ativar a superficie do titanio,
promovendo a formacdo do composto titanato de sddio, visando melhorar a

biocompatibilidade do titanio.

O tratamento térmico tem a finalidade de desidratar e estabilizar a camada de titanato de
sodio formada sobre o titdnio (KOKUBO, 1998). Apds o pré-tratamento térmico as
amostras foram deixadas no interior do forno, para o lento resfriamento das mesmas. Os
parametros do pré-tratamento foram determinados em pesquisa anterior (MEDEIROS,

2006).

Fig. 3.15 - Substratos de Ti: (a) TiD, (b) TiM e (c) TiP.
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Fig. 3.16 - (a) Mini-autoclaves; substratos posicionados no interior das mini-autoclaves

para tratamento quimico com NaOH: (b) TiD, (¢) TiM e (d) TiP.

Fig. 3.17 — Forno, em aquecimento, para tratamento térmico das amostras.
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3.6.2. Processo Biomimético

3.6.2.1. Preparo da Solucdo para Revestimento do Fosfato de Calcio

A solugdo proposta neste estudo por ANDRADE et. al. (2002), intitulada como Solugéo
Simplificada (SS), € uma mistura de sais e foi preparada a partir dos reagentes quimicos
CaCl, * 2H,0 (Merck) e Na,HPO,4 ¢ 2H,0 (Merck) com concentrag@o idnica conforme
tabela 3.5. A quantidade de cada reagente utilizado para 1 litro de solu¢do SS encontra-

se na tabela 3.6.

O material utilizado para o preparo da mistura (SS), foi lavado com solu¢cdo de HNO; a
25% para a retirada de gordura que possivelmente atrapalhariam a deposicdo de fosfato
de célcio e enxaguado com agua destilada. Posteriormente, o material foi lavado com

alcool 70% e seco sobre a bancada na temperatura ambiente.

O programa computacional SimSe (Simulador de Solu¢des Eletroliticas), desenvolvido
por PLATT e colaboradores (2006), foi usado para confirmar a possibilidade
termodindmica de formacao de fosfato de célcio estdvel a partir do uso de concentragao

10nica simplificada de calcio e fosforo para o preparo da solugao.

Tabela 3.5 - Concentracdo (C) i6nica da solugdo SS.

Tons Na® Ca* CrI HPO4*

C(mM) 2.0 25 5.0 1.0

Tabela 3.6 - Reagentes utilizados para o preparo de 1litro da solucdo SS.

Reagentes Quantidade (g/)
CaCl, « 2H,O 0,37
Na,HPO4 « 2H,0 0,36
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A dissolug@o dos reagentes foi feita em béquer sob agitagdo moderada. Os sais foram
diluidos em dgua milliQ em quantidade suficiente para solubilizar cada sal em separado,

e em seguida a mistura foi homogeinizada e completada até o volume de 100ml.

O pH da solugéo SS a 37°C foi ajustado para 7, pH préximo ao fisioldgico, estabelecido
por meio do indicador de pH e o volume ajustado, em baldo volumétrico, para 1L com

agua destilada. Ao realizar a mistura dos sais, ocorreu o turvamento da solucdo.

Cada amostra foi acondicionada em um frasco plastico (tipo Falcon) com auxilio de
uma pinca e a solu¢do de SS vertida em volume compativel a geometria de cada
amostra, de forma que todas permaneceram submersas durante o experimento. As
amostras foram colocadas em posicdo tal para que ndo houvesse favorecimento na
precipitacdo dos sais sobre a superficie (Fig. 3.18). O periodo de permanéncia na
solu¢do SS foi de 7, 14 e 21 dias em estufa, marca Quimis, a 37°C. A solugdo foi
preparada e renovada a cada 02 dias, fazendo-se o controle do volume necessario a
imersao total das amostras e do pH da solucdo. Apos a retirada das amostras da solugao,
estas foram lavadas com agua destilada, secas em temperatura ambiente e colocadas em
dessecador com controle e umidade e temperatura, até o momento das analises para

caracterizacdo da superficie.

Fig. 3.18 - Substratos dispostos de lado em tubos de Falcon.
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3.6.2.2. Calculo do Volume da Solu¢do para Imersdo das Amostras

O volume da solugdo SS adequado para imergir as placas foi determinado mediante a
seguinte relagdo expressa pela Equacdo 1 (ISO FDIS 23317, 2005), de acordo com a
geometria de cada grupo de amostras (Fig. 3.19). De acordo com a norma, para amostra

porosa o volume da solug@o deve ser superior ao calculado.

Vs = S%O (Eq.1)

Onde,
Vs = volume FCS (mm3)
Sa = 4rea total da superficie da amostra (mm?2)

'G h

a b

Fig. 3.19 — Representag¢do da geometria para o célculo da area superficial das amostras:

(a) quadrada (TiD e TiM); (b) cilindrica (TiP).

3.7. Caracterizacio Quimica e Microestrutural dos Substratos e Amostras

A caracterizacdo dos substratos de Ti foi realizada antes e depois de cada modificagio
de superficie, a fim de avaliar alteragdes na morfologia da superficie. Os substratos nio
modificados foram utilizados como controle, sendo avaliados em cada técnica

juntamente como material modificado.

Os substratos foram analisados conforme as técnicas apresentadas a seguir, com vistas a
avaliar a composicdo quimica, determinacdo das fases, microestrutura do titdnio poroso
e do filme de fosfato de célcio, bem como a uniformidade da deposicdo do revestimento

de fosfato de calcio.
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Por fim, foi realizada a comparagdo dos resultados das amostras dos diferentes grupos a
fim de avaliar a influéncia do tipo de substrato, dos pré-tratamentos e dos tempos de

imersdo em solug¢do SS na deposicdo do fosfato de calcio.

3.7.1. Microscépio Confocal de Varredura Optica (OMCS)

O microscopio confocal ¢ um microscopio que emprega uma técnica Optica de imagem
para incrementar o contraste e/ou reconstruir imagens tridimensionales utilizando um
"pinhole" espacial (colimador de orificio delimitante) para eliminar a luz desenfocada.
O equipamento ¢ utilizado para aumentar o contraste da imagem microscopica e

construir imagens tridimensionais.

A microscopia confocal oferece diversas vantagens sobre microscopia Optica
convencional, incluindo a profundidade de campo, corre¢do de brilho e foco e

capacidade de coletar uma seqiiéncia de sec¢des Opticas.

Através da construcdo de uma imagem Optica de uma superficie, o OMCS tem a
capacidade de criar mapas topograficos. O mapa topografico ¢ uma imagem digital, em
que cada pixel ¢ atribuido um valor que representa o nivel z. Cada pixel pode ser
pensado como as coordenadas x-y-z numa superficie 3D. A area de superficie real da
amostra pode ser estimada pela construgcdo geométrica da superficie representada por
um mapa topografico. Uma vez que a area de superficie ¢ computada, rugosidade e

ondulacdo da superficie podem ser mensuradas (LANGE et al., 1993).

Para determinar a rugosidade e ondulagdo de um perfil 2D, é aplicada a filtragem em
Transformada Fourier (FTIR) para separar os componentes do perfil de rugosidade. Ao
filtrar uma medida do perfil (dados primarios, P perfil), um perfil de rugosidade filtrada
(R-profile) e uma ondulagdo filtrada perfil (perfil W) pode ser obtido (CALVIMONTES
et al,, 2009). Os parametros do perfil e rugosidade foram avaliados em dois pontos

diferentes de cada tipo de substrato.
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Neste trabalho, a topografia das superficies das amostras de Ti controle (TiD, TiM, TiP)
foi avaliada por microscopia confocal de varredura 6ptica (OMCS), da marca Alicona

Infinite Focus®, a fim de determinar parametros de rugosidade e mapas topograficos.

3.7.2. Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

A Microscopia de For¢a Atdmica, ou AFM ¢ uma microscopia de varredura por sonda
que foi desenvolvida com o objetivo de estudar a superficie de materiais ndo-condutores
(HADDAD, et al., 2007). O principio de funcionamento do AFM ¢ baseado na
varredura da superficie da amostra por uma ponteira (agulha) de formato piramidal
(50nm) ou conica (10nm), integrada em uma haste flexivel (cantilever) de

aproximadamente 100-200 um de comprimento.

A sonda de um AFM exerce sobre a amostra uma forca da ordem das forgas
interatomicas. O cantilever sofre efeito de deflexdo por forgas de repulsdo produzidas a
partir da interagdo entre a agulha e a superficie da amostra, com a sonda podendo
afastar-se ou aproximar-se da mesma. As diferengas de deflexdo sdo medidas por um
sensor optico e refletem a topografia da regido da amostra que estad sendo varrida,

transformando os valores em imagens topograficas da superficie bi e tridimensionais.

A técnica de AFM pode ser operada em trés modos diferentes: contato, quando a agulha
¢ mantida em contato suave para ndo danificar a superficie que estd sendo analisada
(Fig. 3.20a), ndo-contato, quando a agulha se mantém a alguns poucos nandmetros da
superficie da amostra (Fig. 3.20b) e contato intermitente, quando a agulha toca a

amostra periodicamente (Fig. 3.20c).

— I
[ W W W W W N
(@) (b) (©

Fig. 3.20 - Esquema representativo da microscopia de forga atdomica: (a) por modo

contato, (b) por modo de ndo-contato e (c) por modo contato intermitente.
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As medidas de AFM realizadas foram feitas em um equipamento AFM, marca JPK
instruments AG, com o objetivo de determinar a morfologia e rugosidade supercifical
dos substratos de Ti controle (TiD e TiM) e amostras com revestimento biomimético
(TiD-21 e TiM-21). Os substratos TiP ndo foram analisados uma vez que a ponteira do
equipamentos ndo ¢ adequada para amostras com poros de grande tamanho. O modo de
operacdo utilizado foi o ndo-contato, utilizando agulhas de nitreto de silicio — SiNy4
(MikroMasch™ NSC16) montadas em uma haste com constante de mola igual a 40 N/m
e freqiiéncia de ressonancia de 170 kHz. As mostras foram fixadas em um suporte de
vidro com fita dupla face e as imagens de AFM foram obtidas no ar. A determinagdo da
rugosidade média quadratica (RMS) foi feita com base em imagens de topografia de

10pum x 10um.

3.7.3. Difraciao de Raios-x por Radiacio Luz Sincrotron (SDRX)

Para a identificacdo dos elementos constituintes na superficie, as amostras de Ti com e
sem revestimento de fosfato de célcio foram analisadas por difragdo de raios-X por

radiagdo de luz Sincontron.

Luz Sincrotron € a intensa radiacdo eletromagnética produzida por elétrons de alta
energia num acelerador de particulas que abrange uma ampla faixa do espectro
eletromagnético: Raios-X, Luz Ultravioleta e Infravermelha, além da Luz visivel, que

sensibiliza o olho humano, sdo emitidas pela fonte.

Os espectros de SDRX das amostras selecionadas foram obtidos no Laboratdrio
Nacional de Luz Sincontron (LNLS), em Campinas-SP. A identificacdo das fases
cristalinas presentes nos espectros de SDRX foi possivel por comparagdo com espectros

das fichas de padrdes contidas no JPDS — International Center for Diffraction Data.
As medidas de SDRX em e baixo angulo (refletividade) foram realizadas em atmosfera

e temperatura ambiente com feixe de alta intensidade e energia e fétons de 10 keV, com

resolucdo em Energias de 0.01°.
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3.7.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectrometria por
Dispersao de Energia de Raios X (EDS).

No microscopio eletronico de varredura (MEV) a area da amostra a ser analisada é

iluminada e varrida por um fino feixe de elétrons.

Quando incide sobre a amostra, esse feixe de elétrons produz uma série de sinais. Os
sinais emitidos da interacdo do feixe de elétrons com a amostra encontram-se sob a
forma de elétrons (secundarios, retroespalhados, absorvidos, difratados, etc.) e de fotons
(fotoluminescentes e raios-x). Os sinais capturados por detectores apropriados,
ampliados e processados num sistema analisador especifico, serdo utilizados para
examinar diferentes caracteristicas da amostra, como: topografia de superficie,
cristalografia, composi¢ao e etc.

Ao MEV pode ser acoplado o sistema de EDS (Energy Dispersive System), o qual
possibilita a determinacdo da composi¢cao qualitativa e semi-quantitativa das amostras, a

partir da emissdo de raios X caracteristicos.

Neste estudo, a morfologia superficial das amostras de Ti, com e sem revestimento de
filme de fosfato de célcio, foi analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV)
em um microscopio eletronico de varredura de alto vacuo da marca JOEL, modelo JSM-
6460LV, pertencente ao Laboratério de Microscopia do Programa de Engenharia de
Metalurgia e Materiais, PEMM/UFRJ, Rio de Janeiro-RJ e em microscopio eletronioco
de varredura da marca FEI, modelo Inspect S, com filamento de tungsténio, do
Laboratério CENANO/INT. As amostras foram colocadas em suportes apropriados para
MEV; as placas de Ti cp que receberam revestimento de fosfato de célcio foram
recobertas por uma fina camada de ouro obtida por pulverizagdo a vacuo (20mA por 20
minutos) em atmosfera de argdnio, a fim de tornarem-se condutoras. O microscopio

operou com tensdo fixada em 15 kV, corrente em 20mA, para a andlise micro-estrutural.

A micro-analise quimica elementar da superficie dos substratos foi realizada por
espectrometria por dispersdo de energia de raios X (energy dispersive X-Ray
spectrometer- EDS), acoplado ao MEV, possibilitando a determina¢do da composi¢c@o

qualitativa e semi-quantitativa das amostras.
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3.7.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com a Técnica de Feixe de fons

Focalizado (FIB)

O microscopio Nova Nanolab 600 do INMETRO combina um feixe de ions focalizado
(FIB) e a alta resolu¢do do microscopio eletronico de varredura de emissdao de campo. O
microscopio ¢ também equipado com um sistema de deposi¢cdo de Pt, enhanced etching
C, e um micromanipulador de amostras. O FIB usa um feixe de ions de Ga altamente
focalizado para varrer a superficie da amostra. Através da utilizagdo de altas correntes, o
feixe de ions causa sputtering através da amostra, onde se¢des (cross-sections) abaixo
da superficie da amostra podem ser preparadas. Ao varrer a superficie da amostra com
correntes mais baixas, elétrons secundarios (ou ions secundarios) podem ser detectados
e imagens de varredura podem ser formadas. O feixe de ions pode ser usado
amplamente na investigacdo de materiais, tais como semicondutores, células solares,
filmes finos, onde a informagdo estrutural abaixo da superficie ¢ de extrema
importancia. O FIB pode realizar milling de sec¢des muito finas (~ 100 nm) permitindo
a preparagdo de amostras para a microscopia eletronica de transmissdo (TEM). O Nova
NanoLab 600 ¢ equipado com detectores de STEM (microscopia eletronica de
transmissdo por varredura), EBSD (difragdo de elétrons retroespalhados) e EDS
(dispersdo em energia). A reconstrucdo tridimensional da microestrutura também ¢
automatizada via software para a preparagdo de amostras de TEM. As imagens foram

adquiridas com varredura feita com 30 microsegundos.

3.7.6. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho baseia-se no fato de que as ligagdes quimicas das
substancias possuem freqiiéncias de vibra¢do especificas, as quais correspondem a
niveis de energia da molécula (chamados, nesse caso, de niveis vibracionais). Tais
freqiiéncias dependem da forma da superficie de energia potencial da molécula, da
geometria molecular, das massas dos 4tomos e, eventualmente, do acoplamento

vibronico (SILVERSTEIN et al., 1991).

Com essa técnica ¢ possivel identificar a composi¢do molecular dos revestimentos

obtidos apds imersao na solugdo estudada.

60



O filme de Hap depositado em substratos de Ti foi também caracterizado por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), em modo de
refletincia total atenuada (ATR). Os espectros de FTIR foram coletados na faixa de 400
a 4000 cm-1 usando o um espectrometro FTIR Shimatzu, modelo [Irprestige-21

acoplado a um microscopio AIM 8800, do Laboratério LABIOMAT do CBPF.

Para analise das bandas foram utilizados dados da literatura (MITCHEL et al., 1996, LI
et al., 2002, LEON, 2009), relativos a hidroxiapatita (Hap) e ao octacélcio fosfato
(OCP).

3.7.7. Espectroscopia RAMAN

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica fotonica de alta resolugcdo que proporciona, em
poucos segundos, informagdo quimica e estrutural de quase qualquer material, composto

organico ou inorganico permitindo assim sua identificagao.

E uma analise rdpida e ndo-destrutiva, sem a necessidade de contato, muito sensivel a
qualquer alteragdo na composicdo quimica e resolugdo espacial do material, podendo ser
usada na caracterizagdo da camada de hidroxiapatita formada pelo processo

biomimético (GUO et al., 2008).

O principio da espectroscopia Raman se da pela transicdo de uma molécula do seu
estado fundamental para um estado vibracional, acompanhada pela absor¢do de um

foton incidente simultaneamente a uma emissdo de um foton espalhado.

A espectroscopia Raman utiliza um aparelho onde a luz Raman espalhada pode ser
coletada por um espectrometro, no qual a intensidade é mostrada em fung¢do de sua
mudanga de freqliéncia, chamada de deslocamento Raman e medida em comprimento
de onda (cm-1), unidade conveniente para relacionar a mudanga de freqiiéncia da luz

espalhada em relagdo a freqtiéncia de luz incidente (STOCH et al., 2006).
Visto que cada amostra possui seu conjunto vibracional molecular, o espectro Raman

consistird de uma série de picos, cada um deslocado pela sua freqii€ncia vibracional

caracteristica da ligacdo quimica da molécula presente na amostra, fornecendo assim a
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sua identificagdo. Desta forma, a camada de apatita formada apds a imersdo em FCS
pode ser identificada pelo espectro Raman com um pico caracteristico a 960 cm-1 que ¢

devido 4 ligagdo fosfato PO, da molécula de hidroxiapatita (GU et al., 2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise Metalografica

Com base em micrografias correspondentes a andlise metalografica dos substratos,
obteve-se o tamanho de grdo do substrato TiD e andlise quantitativa de poros dos
substratos TiP por meio do programa IMAGE-PRO PLUS. Para os substratos TiM, a

porosidade foi determinada pelo método geométrico.

Titanio Denso

O substrato TiD apresenta uma microestrutura caracteristica predominantemente da fase
a a qual possui estrutura cristalina HC, com precipitacdo da fase 3. Isso ocorre porque o
tratamento termo-mecanico do material com resfriamento rapido precipita a fase B, com
estrutura cristalina CCC. (LIU et al.,, 2004, COLPAERT, 2008). Na figura 4.1a
encontra-se a imagem macroscopica do substrato TiD. A figura 4.1b mostra a
micrografia da secdo transversal com contornos de grdo da fase B ndo muito bem
definidos e a figura 4.1¢ mostra a se¢do longitudinal com contornos de grdo da fase

com melhor defini¢do. Nas figuras 4.1b e 4.1c observa-se a fase B, em pontos escuros.

Fase

(2)

Fig. 4.1 - Substrato TiD: (a) Imagem macroscopica; (b) Micrografia secdo transversal;

(c) Micrografia da se¢do longitudinal , fases a e .
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Titanio Microporoso

A microestrutura do substrato TiM ¢é constituida de microporos, em sua maioria
fechados com formatos irregulares e dispersos. Esta microestrutura pode ser observada
na figura 4.2b, enquanto que a macroscopia do substrato TiM encontra-se representada

na figura 4.2a.

AN

(a)

Fig. 4.2 - Substrato TiM: (a) Imagem macroscopica; (b) Micrografia da secdo

longitudinal.

Titanio Poroso

A andlise metalografica do substrato TiP (Fig. 4.3b) revelou a presenga de poros de
diferentes formatos e tamanhos variados, sendo observada também a presenga de
microporos fechados e macroporos interconectos. Os microporos presentes sao poros
residuais do processo de sinteriza¢do e apresentam-se pequenos e isolados, enquanto
que os macroporos resultam do processo de eliminacdo do aditivo BA e encontram-se
dispostos apresentando morfologia aberta e interligada. Esta morfologia interconecta
dos poros favorece o crescimento de tecido dsseo para o interior dos mesmos e a fixagdo

do osso na superficie do titanio.
A morfologia dos poros, observada no substrato TiP desse trabalho, ndo mantém uma

relacdo direta com o tamanho e geometria do material gerador de poros (BA). Ao

analisar as micrografias, observa-se que os poros nio apresentam o mesmo formato do
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material gerador de poros, apresentando-se de forma irregular. Na figura 4.3a encontra-

se a imagem macroscopica do substrato TiP.

(b)

Fig. 4.3 - Substrato TiP: (a) Imagem macroscopica; (b) Micrografia da secdo

longitudinal.

4.2. Analise do Tamanho de Gréao

O tamanho de grdo médio do substrato TiD foi medido a partir da identificacdo dos

pontos de intersecdo, no programa Image Pro-plus, obtendo-se uma média de 10,09 pm.

4.3. Analise Quantitativa da Porosidade

Na analise da porosidade a fragdo volumétrica encontrada para o TiM, obtida pelo
método geométrico, resultou em porosidade da ordem de 19,56 + 6,06 %. Para o
substrato TiP, as medidas de porosidade por andlise de imagem (Image Pro-plus) e
método geométrico resultaram em 61,38 + 0,04 % e 57,45 + 4,67%, respectivamente.

Nos substratos TiP, o nivel de porosidade encontra-se na faixa ideal para aplicacdo em
implantes cirurgicos (40-90%), conforme dados encontrados na literatura (JONES,

2001).
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4.4. Analise Topografica do Titanio

4.4.1. Microscépia Confocal de Varredura Optica (OMCS)

Nas figuras 4.4, 4.5 e 4.6 mostram os mapas topograficos em 3D obtidos por OMCS do
perfil priméario (imagem original) das amostras de TiD, TiM e TiP, comparando a
superficie controle submetidas ao tratamento quimico-térmico. Nas figuras 4.4a, 4.5a ¢
4.6a ¢ apresentada a morfologia da superficie das amostras controle e as figuras 4.4b,
4.5b e 4.6b mostram a morfologia das amostras submetidas ao tratamento quimico e
posterior tratamento térmico. A amostra controle TiD apresenta uma superficie rugosa
ausente de poros, a amostra TiM apresenta microporos fechados e dispersos, € a amostra
TiP apresenta uma superficie com alta porosidade. A partir da comparagdo das
morfologias da superficie das amostras pode-se constatar os maiores niveis de
rugosidade correspondente as amostras tratadas quimica e termicamente. O perfil da
rugosidade foi analisado a partir da quantificacdo dos parametros obtidos e os resultados
encontram-se descritos na tabela 4.1. Observa-se que a amostra TiD foi a que
apresentou maior diferenga nos valores de Ra médio apds o tratamento termo-quimico.
Os parametros Ra, Rz ¢ Rt medidos para cada uma das amostras, com e sem TQT,
apresentaram diferengas significantes entre si, indicando que o tratamento de superficie

resultou em maiores valores de rugosidade superficial.

(a) (b)
Fig. 4.4 - Imagem em 3D do perfil primario da amostra TiD obtida por OMCS: (a) sem
TQT (b) com TQT.
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(a) (b)
Fig. 4.5 - Imagem em 3D do perfil primario da amostra TiM obtida por OMCS: (a) sem
TQT (b) com TQT.

(a) (b)
Fig. 4.6 - Imagem em 3D do perfil primario da amostra TiP obtida por OMCS: (a) sem

TQT (b) com TQT.

Tabela 4.1- Valores dos parametros do perfil de rugosidade.

TiD TiM TiP
Parametros
Sem TQT | Com TQT | Sem TQT | Com TQT | Sem TQT | Com TQT
Ra (um) 2,80 20,79 6,445 6,86 73,20 86,22
Rt (u m) 19,28 242,10 59,33 70,88 666,30 714,00
Rz (um) 17,01 179,40 40,46 57,29 519,10 529,30
Desvio padrio (um) 3,51 30,43 8,37 9,46 99,74 107,90

Ra — Rugosidade média do perfil rugosidade
Rt — Altura maxima pico-vale do perfil rugosidade. Rt é a distancia vertical entre o
ponto mais baixo e mais alto de todo o perfil

Rz — Altura média pico-vale do perfil rugosidade
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Apds a execucdo do programa, os diagramas e os espectros foram gerados com os dados
referentes a rugosidade dos pontos analisados na superficie. Os parametros usados para
determinar os valores estatisticos sdo adicionalmente agrupados em classes e exibidos

como um histograma (Fig. 4.7, 4.8 ¢ 4.9).

B

(a)

Fig. 4.7 - Espectro do perfil de rugosidade da amostra TiD: (a) sem TQT (b) com TQT.
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Fig. 4.8 - Espectro do perfil de rugosidade da amostra TiM: (a) sem TQT (b) com TQT.
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(b)
Fig. 4.9 - espectro do perfil de rugosidade da amostra TiP: (a) sem TQT (b) com TQT.
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4.4.2. Microscopia de For¢ca Atomica - AFM

A tabela 4.2 e as Figuras 4.10 a 4.13 apresentam, respectivamente, os valores de

rugosidade e imagens 3D e 2D (tamanho 10x10um) dos substratos (TiD, TiM) e

amostras com 21 dias de tratamento SS (TiD-21, TiM-21) analisados por microscopia

de forca atdmica (AFM) no modo ndo contato.

Analisando a imagem AFM TiD-21 (Fig. 4.11) nota-se que a superficie, apds o

revestimento, apresenta um menor grau de rugosidade, que esta de acordo com os

valores apresentados na Tabela 4.2. Tal fato pode estar relacionado ao preenchimento

dos vales pelo material depositado. J& na amostra TiM-21 (Fig. 4.13), observa-se uma

superficie mais irregular de aspecto globular, com relagdo a amostra TiM (Fig. 4.12).

Nesse caso os valores de rugosidade sofrem um aumento considerdvel apds o

revestimento (tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Parametros de rugosidade obtidos por AFM.

Parametros TiD TiD-21 TiM TiM-21
Ra (nm) 133,40 87,70 15,76 200,20
Rt (nm) 1,031 1,09 207,00 2,40

Ra — Rugosidade média

Rt — Rugosidade total

fost

Fig. 4.10 - Imagens AFM do substrato TiD.
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fost : Al

Fig. 4.11 - Imagens AFM da amostra TiD-21.

VA

b

Fig. 4.12 - Imagens AFM do substrato TiM.

IR

b

Fig. 4.13 - Imagens AFM da amostra TiM-21.
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4.5. Difracio de Raios-x por Radiacdo Luz Sincrotron (SDRX)

Os resultados da caracterizacdo estrutural dos filmes de fosfato de calcio e do seu
processo de cristalizacdo foram obtidos das andlises de medidas de Difracdo por
Radiacdo de Luz Sincrotron (SDRX) na linha XRD2 do LNLS, em Campinas. Nao foi
possivel, entretanto, obter os difratogramas de raios X dos filmes depositados nas
amostras desta pesquisa em equipamento convencional em fun¢@o da espessura muito

fina dos mesmos.

A escolha da energia do feixe e a alta taxa de fotons de raios X da linha XRD2
propiciaram uma melhor defini¢do dos picos de difragdo dos fosfatos de célcio e da

linha de base dos difratogramas.

A figura 4.14 mostra os difratogramas de raios-X das amostras de titdnio denso, TiD-7,
TiD-14 e TiD-21 Os espectros sdo tipicos de titdnio o, nas propor¢des de intensidade da
carta padrao e que com 14 dias pode-se observar outra fase presente na superficie. Esta
camada de revestimento ¢ melhor visualizada quando se amplia a escala (Fig. 4.15 e
4.16), onde pode-se observar pequenos picos de outra fase com somente sete dias de
exposi¢do em solugdo com ions célcio e fosforo. Nas figuras 4.15b e 4.16b (amostra
TiD-14) observa-se que para essas amostras os difratogramas apresentam picos intensos
de outra fase, o que possibilita considerar a existéncia de fosfato de calcio,
particularmente de hidroxiapatita que ¢é o fosfato de calcio mais estavel

termodinamicamente.

Os picos mais intensos da hidroxiapatita estdo em 20 igual a 31,77°; 32,20° e 32,90°
formando um trio de picos bem préximos, onde o primeiro apresenta-se com maior
intensidade e dois seguintes com intensidades similares. Outro pico caracteristico da
hidroxiapatita é o em 20 igual a 25,88°, mostrado na figura 4.14b (amostra TiD-14),
embora os picos ndo estejam muito bem definidos, indicando a existéncia de

hidroxiapatita ndo muito cristalina.

O pico proximo a 20 igual a 25,88° apresenta menor intensidade, pode ndo ser detectado
se o fosfato de calcio ndo estiver bem cristalino ou se a espessura do revestimento for

menor, como pode ser visto na figura 4.14c (amostra TiD-21). O maior tempo de
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exposicdo em solucdo simplificada de ions calcio e fésforo ndo possibilitou uma maior
intensidade do revestimento de fosfato de calcio, isto pode ser devido a deteccdo de

parte amorfa do revestimento.

Nos revestimentos biomiméticos pode ocorrer a formagdo de fosfatos de calcio amorfo
inicialmente, e mesmo depois que se inicia a cristalizagdo do mesmo. Assim, pode-se
ndo detectar fosfato de calcio na difra¢do de raios-X por estar na parte do revestimento
que estd amorfo e com isso ndo ser possivel uma boa definicdo dos picos. Diante deste
fato observa-se na figura 4.15¢ um revestimento com 21 dias de exposicdo (amostra
TiD-21), mas com pico menos definido que com quatorze dias, figura 4.15b (amostra
TiD-14). Por este motivo a espessura do substrato pode influenciar nos resultados de

difrag@o de raios-X.

Como observado nas amostras de titanio denso, os difratogramas de raios-X das
amostras microporosas (Fig. 4.17 e 4.18), apresentaram um aspecto similar ao titanio o,
com estrutura hexagonal. Tanto o substrato puro como aqueles tratados (quimica e
termicamente) e nucleados com fosfatos de cdlcio apresentaram os mesmos picos,

variando somente a intensidade de algum deles.

As figuras 4.17 e 4.18 mostram que o pico em aproximadamente 26 igual 38,30 sofreu
alteracdo na sua intensidade com a nucleagdo de fosfato de calcio. Este pico apresenta-
se intenso no substrato usado para controle, diminuiu quando ocorreu nucleac¢do para os
periodos de imersdo/tratamento de sete e quatorze dias. Por outro lado, a intensidade
aumentou com vinte ¢ um dias de imersdo/tratamento. Esta variagdo na intensidade
pode ser devido a microporosidade do titanio, j4 que no substrato com titanio denso isto

nao ¢é observado.

Pela avaliacdo das figuras 4.17 e 4.18 os resultados da difracdo de raios-X parecem
indicar que foi detectado mais o substrato, entretanto pode-se observar que na amostra
TiM-21 (Fig. 4.18b), a intensidade dos picos principais do titdnio foi invertida e o pico
em torno de 20 igual a 82° aumentou significativamente, indicando alguma mudang¢a na

superficie do substrato, isto €, forma¢do de um pequeno revestimento.
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Fig. 4.14 - Difratogramas de raios-X da amostra TiD: (a) TiD-7, (b) TiD-14, (c) TiD-21.
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Fig. 4.15 - Difratogramas de raios-X ampliado da amostra TiD: (a) TiD-7, (b) TiD-14,

(c) TiD-21.
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Fig. 4.16 - Difratogramas de raios-X com maior ampliacdo da amostra TiD: (a) TiD-7 e

(b) TiD-14.
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Fig. 4.18 - Difratogramas de raios-X da amostra TiM, tratada e nucleada: (a) TiM-14, e
(b) TIM-21.

Como as andlises foram realizadas com maior energia, 10.000 keV, foi possivel a
ampliacdo dos difratogramas de raios-X para observar os picos bem menos intensos
observados na figura 4.17. Assim, a figura 4.20 mostra que ocorreu a formagéo de outra
fase sobre a superficie do titdnio nas amostras TiP-14 e TiP-21. A figura 4.20b mostra
que formou uma nova fase na amostra TiP-21, com formagdo de fosfato de calcio

caracteristico de hidroxiapatita pouco cristalina (picos ndo muito bem definidos).
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Fig. 4.19 - Difratogramas de raios-X ampliados da amostra TiP: (a) TiP-C e (b) TiP-7.
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Fig. 4.20 - Difratogramas de raios-X ampliados da amostra TiP: (a) TiP-14 e (b) TiP-21.

Os espectros dos difratogramas de raios-X das amostras TiP mostraram-se diferentes em
relacdo a intensidade das amostras TiD e TiM. Nestas amostras, existem picos somente
de titdnio o, entretanto a relagdo das intensidades dos picos ¢ diferente. Pode-se
observar na figura 4.21 uma mudanga das intensidades quando se elevou de 14 para 21

dias de exposi¢do em SS.
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Fig. 4.21 - Difratogramas de raios-X das amostras da amostra TiP: (a) TiP-14 e (b) TiP-
21.

Outro ponto importante observado é a pequena formacdo de fosfato de calcio na
amostra TiP-21, mostrado na figura 4.22. Mesmo com 21 dias de exposi¢do, o
difratograma de raios-X mostrado na figura 4.22b apresentou poucos e pequenos picos

que indicam a formag¢do de uma camada de fosfatos de célcio.
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Fig. 4.22 - Difratogramas de raios-X ampliado da amostra de TiP: (a) TiP-14 e (b) TiP-
21.

4.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e espectrometria por dispersio

de energia de raios X (EDS).

Na micrografia do p6 de Ti (Fig. 4.23) observa-se que os pds apresentam aspecto poroso
caracteristico das particulas metalicas obtidas pela redug¢do de seus 6xidos, como os

finos de esponja de titanio e posterior processo HDH (hidrogenagao/dehidrogenacio).
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A figura 4.24 (a, c, ) mostra a macrografia das amostras TiD, TiP e TiP com suas
respectivas fotomicrografias obtidas pela técnica de microscopia eletronica de varredura

(MEV) (b, d, f) para melhor visualizagdo da diferenca morfoldgica das superficies.

Nas figuras 4.25, 4.28, 4.29 e 4.30, sdo apresentadas as imagens topograficas em MEV
do pd de titdnio e da superficie dos substratos TiD, TiM e TiP, respectivamente;

controle (a) e tratados quimicamente seguido de tratamento térmico (b).
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Fig. 4.23 - Fotomicrografias em MEV do p6 de Ti utilizado na sinterizacdo dos

substratos TiM e TiP em diferentes aumentos: (a) 100x, (b) 200x.
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Nas micrografias feitas por MEV observa-se que o pré-tratamento quimico e térmico
para a bioativacdo possibilitou uma deposicdo uniforme na superficie dos p6s de Ti bem
como a superficie dos substratos, anteriormente mais lisas. As figuras 4.25b, 4.25d e
4.25f, mostram a morfologia da superficie dos pos de Ti com deposicio de um
composto semelhante ao titanato de sodio, na forma de agulhas, e nas figuras 4.28b, 4.29b,
4.30b observa-se a morfologia das superficies dos substratos com deposi¢do similar. E
nitida a modificag@o da superficie através da deposi¢@o de titanato de s6dio sob a forma
de agulhas proporcionando um aspecto aveludado (Fig. 4.28b, 4.29b, 4.30b), tornando a

superficie mais rugosa.

Nas figuras 4.24 e 4.25 encontram-se os espectros de EDS da superficie do p6 de Ti sem
TQT e apos TQT, respectivamente. Apds o tratamento quimico e térmico, observa-se
nos espectros a presenca de elementos esséncias (Na e O) para a formacdo do titanato de

sodio.

Apds a imersao das amostras TiD, TiM e TiP em SS, por 7, 14 e 21 dias, as superficies
ficaram revestidas por formagdes globulares, e em alguns casos lamelares (plate-like),
de diversos tamanhos, inclusive no interior dos poros, o que pode ser visualizado em
imagens de MEV para as amostras TiD (Fig. 4.32, 4.33 e 4.34), TiM (Fig. 4.36, 4.37 ¢
4.38) e TiP (Fig. 4.40, 4.41 e 4.42). Para efeito de visualiza¢do e comparacdo do aspecto
morfologico, pré e pds-solugdo SS dos diferentes superficies, as micrografias dos
substratos de Ti isentos de qualquer tratamento (controle) podem ser observadas nas

figuras 4.31, 4.35 ¢ 4.39.

A andlise por meio de EDS mostrou, nas trés diferentes amostras de implantes tratados
com SS (TiD, TiM e TiP) que estas estruturas formadas sdo constituidas principalmente
por céalcio (Ca) e fosforo (P), além da presenga de titdnio e oxigé€nio, como ¢
demonstrado nas figuras 4.32a, 4.33a, 4.34a, 4.36a, 4.37a, 4.38a, 4.40a, 4.41a, 4.42a. Os
espectros de EDS indicam que houve deposicdo do filme de CaP na superficie das

amostras.
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Fig. 4.24 - Macrografias e respectivas fotomicrografias em MEV dos substratos: (a) e

(b) TiD, (c) e (d) TiM, (e) e (f) TiP.
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Fig. 4.25 - Fotomicrografias do pé de Ti, em MEV: (a), (c) e (e) morfologia da
superficie isenta de qualquer revestimento; (b), (d) e (f) apds o pré-tratamento quimico-

térmico, com agulhas de titanato de sodio.
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Fig. 4.26 - Micrografia e espectro EDS da superficie do p6 de Ti controle (sem
tratamento).

Ti

Ti

Fig. 4.27 - Micrografia e espectro EDS da superficie do p6 de Ti apds tratamento

quimico e térmico.
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Fig. 4.28 - Fotomicrografias em MEV do substrato TiD: (a) superficie sem

revestimento, TiD-C; (b) apos o pré-tratamento térmico-quimico, TiD-TQT.

Fig. 4.29 - Fotomicrografias em MEV do substrato TiM: (a) superficie sem

revestimento, TiM-C; (b) ap6s o pré-tratamento térmico-quimico, TIM-TQT.

N\

COPFE . : COPPE

Fig. 430 - Fotomicrografia s em MEV do substrato TiP: (a) superficie sem

revestimento, TiP-C; (b) apds o pré-tratamento térmico-quimico, TiP-TQT.
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Fig. 4.31- Fotomicrografias em MEV do substrato TiD-C isento de tratamento: (a) 500x
e (b) 5.000x.
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Fig. 4.31a - EDS do substrato TiD-C.
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Fig. 4.32 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiD-7: (a) 500x, (b) 5.000x, (c)
10.000x e (d) 50.000x.
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2 0um ] 2 0um H20um H20um
MAPS 31051001-1000X.S8PC
MD7
kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:31.89 SDD Apelle 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
Fs : 32831 LSec : 194.5 Prst:None
ICounts

9.00 keV

Fig. 4.32a - EDS da amostra TiD-7.
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cjét HFW |mag = - : 400 um.l 5 v de n ; - 100 Hm
\1120.00 kV|ETD 1.28 mm| 200 x 14.5 mm INT - CENANO “EN

HV |det HFW mag = - y - ;
20.00 kV|ETD 25.6 pm 10 000 x 14.5 mm NT - 0 2 INT - CENANO

Fig. 4.33 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiD-14: (a) 200x, (b) 1.000x, (c)
10.000x e (d) 50.000x.

93



2 0um H20um H20um 2 0um

MAPS 27051002-1000X.SPC

MD14
kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:34.47 SDD Apello 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
FS : 46089 LSec : 327.6 Prst:None

ICounts i

5.70 6.50 7.30 keV

Fig. 4.33a - EDS da amostra TiD-14.
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‘. By ST .j;" ;
24/20 HV - 200 pm Z HV det HFW i 20 pm
10:39:00 AM|20.00 kV|ETD 512 INT - CENANO 20.00 kV ETD 51.2 ym 5 000 x 11.9 mm INT - CENANO

- FA . 2 - ¢
f24/2010 HV det HFW mag o WD - M ] 5 de N C A 1 pm
10:46:48 AM 20.00 kV|ETD 25.6 pm 10 000 x 11.9 mm INT - CENANO / 00 kV ) ) X 9 mm INT - CENANO

Fig. 4.34 - Fotomicrografia s em MEV da amostra TiD-21: (a) 500x, (b) 5.000x e (b)
10.000x, (d) 50.000x.
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—20um = 20um H20um = 20um
MAPS 24051002-1000X.SPC
MD21
kv:25.0 Tilt:0.00 Tkoff:31.97 SDD Apelle 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
FS : 83365 LSec : 317.4 Prst:None
(Counts

9.00

keV

Fig. 4.34a - EDS da amostra TiD-21.
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0 HV det HF mag o ’ 20 ym
43 PM 20.00 kV ETD 51.2 ym 5 000 x 10.4 mm INT - CENANO

Fig. 4.35 - Fotomicrografias em MEV da superficie do substrato TiM-C isenta de
qualquer tratamento: (a) 200x e (b) 5.000x.

97



=2 0um H20um
MAPS 31051004-1000X.8SPC

MM
kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:30.63 SDD Apcllo 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
FS ; 48654 L8ec ; 184.3 Prat:None
ICounts Ti
45k
ok

f 1 i

6.00 7.00 §.00 .00 keV

Fig. 4.35a - EDS do substrato TiM-C.
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HV det WD ) ym 31/ HV det HFW mag WD 20 ym
AM20.00 kV ETD 5 00 10.6 mm CENANO \M 20.00 kV ETD 51.2 um 5 000 x 10.4 mm SENANO

2010 HV det HFW mag a WD E pm ! 2010 HV det HFW mag o WD ’ 1pm )
56 AM 20.00 kV ETD 25.6 ym 10 000 x| 10.5 mm INT - CENANO 46 AM 20.00 kV ETD 5.12 pm 50 000 x|/10.5 mm INT - CENANO

Fig. 4.36 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiM-7: (a) 500x, (b) 5.000x, (c)
10.000x e (d) 50.000x.
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—=20um = 20um —20um
MAPS 31051003-1000X.sPC
MD7
kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:30.54 SDD Apollo 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
FS : 35483 Lsec : 133.1 Prst:None
ICounts Ti
32k
. , v _——
T T L
€.00 7.00 8.00 .00 keV

Fig. 4.36a - EDS da amostra TiM-7.
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g
HV det H mag =
00 kV ETD 1.28 mm| 200 x 1

4 pm
INT - CENANO

Fig. 4.37- Fotomicrografias em MEV da amostra TiM-14: (a) 200x e (b) 1.000x, (c)
5.000x, (d) 50.000x.
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—H20um =H20um =2 0um
MAPS 27051003-1000X.8PC
MM14
kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:33.77 SDD Apolle 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
Fs : 25703 LSec : 286.7 Prst:None
(Counts
24k

Fig. 4.37a - EDS da amostra TiM-14.
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2
: f - .
HV det | HFW ma ND o 500 pm 0] HV det | HF > WD
23 PM 25.00 kV ETD 1.28 mm 200 x |11.7 mm INT - CENANO PM|25.00 kV|ETD 25 x/11.6 mm

)10 HV det HFW | mag ’ 5 pm

n
ENANO 48 PM|25.00 kVIETD 12.8 ym|20 000 x 1 INT - CENANO

Fig. 4.38 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiM-21 com diferentes aumentos: (a)

200x, (b) 1.000x (c) 5.000x e (d) 20.000x.
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— 120um =20um =20um =12 0um

MAPS 24051004-1000X.SPC

MM21

kv:25.0 Tilt:0.00 Tkoff:31.76 SDD Apolle 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
FS : 18993 LSec : 296.9 Prst:None

(Counts da

T8k

[Tek

keV

Fig. 4.38a - EDS da amostra TiM-21.
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det HFW mag r - Hm
14 AM 20.00 kV/ETD 1.28 mm 200 x 12.8 mm INT - CENANO

HV |det HFW maga WD 100 pm
\M|20.00 kV|ETD 256 ym 1 000 x 13.2 mm INT - CENANO

Fig. 4.39 - Fotomicrografias em MEV do substrato TiP-C, da superficie isenta de
tratamento: (a) 200x e (b) 1.000x.
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— 420um =20um
MAPS 31051006-1000X.SPC

MP
kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:32.18 SDD Apollo 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
FS : 63978 LSsec : 276.4 Prst:None
ICounts i

T T T T

6.00 7.00 8.00 9.00 keV

Fig. 4.39a - EDS do substrato TiP-C.

106



~ X : = 'y P i
10 HV det mag = WD 500 pm : 12010 HV det | HF mag o WD 100 pm
4 PM 20.00 kV ETD 1.28 mm 200 x 11.5 mm INT - CENANO 6 PM 20.00 kV ETD 256 pm 1 000 x 12.2 mm INT - CENANO

10 HV det HFW |mag o WD |- 20 pm 0 HV det F\A ag o WD |——— 5 uym
7:49 PM 20.00 kVETD 51.2 ym 5 000 x 12.2 mm INT - CENANO 2:03:24 PM 20.00 kV ETD 12.8 20 000 : INT - CENANO

Fig. 4.40 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiP-7: (a) 200x, (b) 1.000x, (c)
5.000x e (d) 20.000x.
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H20um

H20um

H20um

MAPS 31051005-1000X.sPC

kv:30.0 Tilt:0.00

Tkoff:32.20

SDD Apolle 10 Reso:140.2

Amp.T:12.8

FS : 35015 LSec :

235.5

Prst:None

(Counts

32k

P8k

24k

2ok

16k

Ti

H

.00

keV

Fig. 4.40a — EDS da amostra TiP-7.
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det  HFW WD 500 pm 100 ym
14.9 mm 13 AM 20.0( INT - CENAR

mag = = 5/ HV det | HFW | mag E 2 pm
m 5 000 x 14.5 mm ( INT - CENANO

Fig. 4.41 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiP-14: (a) 200x, (b) 1.000x, (c)
5.000x e (d) 50.000x.
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—10um - —10um —10um —=10um

MAPS 27051001-2000X.SPC
MP14

kV:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:34.84 SDD Apcllo 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8

FS : 16508 LSec : 204.7 Prst:None

(Counts

-
14k

ITok

Ti

0.90 1.70 2.50 3.30 4.10 4.90 5.70 6.50 7.30 keV

Fig. 4.41a - EDS da amostra TiP-14.
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)10 HV det HFW mag E WD - 500 pm 0 HV det | HFW |mag o - 100 pm
9:16:08 AM 20.00 kV ETD 1.28 mm 200 x 13.7 mm INT - CENANO :30 AM 20.00 kv ETD|256 pm 1 000 x 13.8 mm INT - CENANO

(s

010 | HV |det| HFW |mag o | 20 pm — 2412010 | HV | det | HFW |mag
1:46 AM 20.00 kV|ETD 51.2 um|5 000 x INT - CENANO 46:21 AM|20.00 kV|ETD 5.12 pm|50 000 x 13.7 mm

Fig. 4.42 - Fotomicrografias em MEV da amostra TiP-21: (a) 200x, (b) 1.000x, (c)
5.000x e (d) 50.000x.
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120um —120um H20um ‘ =2 0um
MAPS 24051001-1000X.SPC

MP21

kv:25.0 Tilt:0.00 Tkoff:33.73 SDD Apecllo 10 Reso:140.2 Amp.T:12.8
Fs : 53826 LSec : 481.2 Prst:None

[Counts i

6.00 7.00 8.00 9.00 keV

Fig. 4.42a - EDS da amostra TiP-21.
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A partir das analises microestruturais obtidas pelo MEV, constatou-se que as amostras
com 7, 14 e 21 dias de imersdo em SS foi observada a presen¢a de um filme homogéneo
mais rugoso e de colora¢do mais clara do que os substratos controle na superficie dos
substratos de titanio TiD, TiM e TiP. Verifica-se a formacdo de rosetas (Fig. 4.33d,
4,36d e 4.37d) representando o crescimento de filme de CaP em camadas, bem como
estagios iniciais de nucleagdo heterogénea representados por nucleos sobre a superficie
que quando aglomerados ddo origem ao revestimento. Esse tipo de microestrutura foi
também observado por RESENDE (2007). Nas micrografias apresentadas podem ser
observadas precipitagcdes de compostos com morfologias tipicas de fosfatos de célcio,

em algumas imagens como globulos micrométricos e outras como laminas/“plate-like”.

Os espectros do EDS apresentaram picos dos elementos Ca e P, indicando a possivel
formacao de filme de fosfato de calcio na superficie dos substratos. A intensidade dos
picos € maior nas amostras imersas em SS por 21 dias para todos os substratos.
Comparando as amostras com relagdo aos diferentes tipos de substratos, as amostras
com substrato microporoso TiM-7, TiM-14 e TiM-21, apresentaram maior intensidade
dos picos do que as amostras correspondentes com substratos denso, TiD-7, TiD-14,
TiD-21 e poroso, TiP-7, TiP-14 e TiP-21. Contudo, ¢ sabido que a alta porosidade do
tipo interconecta, como a dos substratos TiP, podem dispersar os raios-x incidentes

reduzindo os picos nos espectros.

Os mapas atomicos relativos aos elementos Ti, Ca e P foram consistentes com os
espectros do EDS. Aqueles que apresentaram maior intensidade de Ca e P foram os

mapas relativos as amostras TiM-21 (Fig. 4.38a) e TiP-21 (Fig.4.42a)

Verificou-se que, em um menor aumento, poderiamos concluir que o filme encontra-se
ausente em algumas regides, mas em micrografias com maior aumento (1000X e
5000X), percebe-se que toda a superficie encontra-se recoberta por um filme rugoso de
coloragdo mais clara nessas regides. Nao foi verificada em todas as amostras imersas em
SS a presenga de trincas sobre a superficie, em concordancia com os filmes obtidos por

ANDRADE (2002) em seu estudo.
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4.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com a técnica de Feixe de fons

Focalizado (FIB)

O revestimento de fosfato de calcio (CaP) precipitado sobre a superficie do Ti foi
analisado por um microscépio Nova NanoLab 600, que combina o feixe de ions
focalizado (FIB) com a técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV/EDS). As
figuras 4.43 e 4.44 apresentam a seqiiéncia de preparacdo de superficie por FIB; das
amostras de titanio microporoso (TiM) e titdnio poroso (TiP) com imersdo por 21 dias

em SS, respectivamente, para a subseqiiente observagdo em MEV.

As figuras 4.43a e 4.44a mostram as respectivas superficies porosas do TiM e TiP,
enquanto que as figuras 4.43b e 4.44b mostram as mesmas superficies com inclina¢do
de 52° em relagdo ao eixo do feixe de elétrons. Neste momento, a platina (Pt) ¢
depositada de forma linear sobre a superficie da amostra (com espessura de 15um x
2um x 100um) a fim de delimitar a regido a ser avaliada e proteger a superficie durante
o processo de preparo (desgaste), com o objetivo de preservar a camada de revestimento
CaP a ser avaliada (Fig. 4.43c e 4.44c). A regido onde o feixe de ions gélio (Ga +)
desgasta o material em uma profundidade de 8,54pum € mostrada nas figuras 4.43d e
4.44d. Trés camadas distintas podem ser distinguidas nas figuras 4.43e, 4.44e. Os
espectros EDS mostram picos de Ca e P no revestimento (fig. 4.43f e 4.441). A primeira
camada abaixo, que aparece cinza escuro, € o substrato de Ti e a segunda camada de cor
cinza claro representa o revestimento CaP depositado sobre a superficie do substrato. A

camada de Pt est4 acima.

A andlise por MEV da secdo transversal/FIB, nas figuras 4.45 e 4.46, apresentou
revestimento fino com 217,70 £ 19,87nm e 54,30 + 11,88 nm de espessura (valor médio
de medidas realizadas na andlise) e nanoporos no revestimento das amostras de TiM e
TiP, respectivamente. Os espectros EDS/FIB relacionados ao revestimento fino também
apresentam picos de Ca e P, sendo os picos P e Pt coincidentes. A interface dos
revestimentos com os substratos TiM e TiP € coerente e sem defeitos em ambas
amostras, mostrando uma superficie com deposicdo continua do filme de fosfato de
calcio. Os resultados mostraram a deposi¢cdo dos revestimentos com morfologia
uniforme e homogénea com uma interface coerente sobre o substrato de Ti, indicando o

potencial da solugdo para revestimento de CaP em substratos de Ti.
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A partir da se¢@o transversal, foi possivel obter imagens da camada depositada e mapear
a distribui¢do de célcio, fosforo e titanio nesta superficie. Nas figuras 4.47 e 4.48 sdo
apresentados o corte transversal com o revestimento na superficie das amostras TiM-21
e TiP-21, os respectivos espetros de EDS e os mapas da composi¢do quimica ao longo
da espessura do revestimento. A partir dos mapas € possivel identificar o substrato Ti e

os elementos Ca e P no revestimento.

A caracterizacdo do revestimento por EDS indicou que o revestimento de apatita
formada com o tratamento biomimético apresenta elementos que compde os fosfatos de

calcio, corroborando com os resultados encontrados na analise MEV/EDS.

O MEV foi o principal método escolhido para a caracterizagdo das amostras por ser
considerado um método de visualizagdo direta das caracteristicas microestruturais da
superficie, tendo-se a op¢do de se escolher o aumento mais adequado para cada imagem

gerada.
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® Pt depositada 1

s

i ar e S —

»
-2

Desgaste do material

Fig. 4.43 - Micrografia MEV do preparo da superficie por FIB: (a) (b) superficie da
amostra TiM-21; (b) superficie com inclinacdo de 52°; (c) deposi¢do de camada linear
de platina (Pt); (d) superficie desgastada; (e) visualizagdo das camadas distintas (Pt, CaP

e Ti); (f) espectro EDS com picos de Ca e P no revestimento.
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7 /,,PE':iepositada
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> \ Desgaste do material
Pt depositada : L

cAedax32igenesisigenspe.spe

Fig. 4.44 - Micrografia MEV do preparo da superficie por FIB: (a) (b) superficie da
amostra TiM-21; (b) superficie com inclinacdo de 52°; (c) deposi¢do de camada linear
de platina (Pt); (d) superficie desgastada; (e) visualiza¢do das camadas distintas (Pt, CaP

e Ti); (f) espectro EDS com picos de Ca e P no revestimento.
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Fig. 4.45 - Micrografia da amostra TiM-21 com revestimento de CaP, espectro EDS e

mapas atomicos.
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tilt
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cledax3genesisigenspe.spe

JLabel A: Chlorite (Nrm %= 38.05, 20.95, 1483, 114, 3.84,0.20)

Fig. 4.46 - Micrografia da amostra TiP-21 com revestimento de CaP, espectro EDS e

mapas atomicos.
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4.8. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Medidas de FTIR foram realizadas por refletancia total atenuada (ATR) na superficie
das amostras com filmes de fosfato de calcio. Foram obtidos espectros de FTIR na faixa
de 4000 a 400 cm™. As medidas de FTIR realizadas nas amostras TiD-21, TiM-21 e
TiP-21 imersas por 21 dias em SS, deram suporte as discussdes e conclusdes obtidas a
partir das medidas anteriores de EDS e SDRX. Com relag@o as amostras TiD-7, TiD-14,
TiM-7, TiM-14, TiP-7 e TiP-14, devido a fina camada depositada, a técnica de FTIR-
ATR ndo foi capaz de detectar bandas de fosfato de célcio, mas nas andlises de

MEV/EDS, tipos morfoldgicos de fosfato de calcio foram observados.

A hidroxiapatita (Hap), Ca;o(PO4)s(OH), é um tipo de ortofosfato de célcio e o principal
componente mineral do osso bioldgico. Este composto mostra absor¢do em um espectro
FTIR devido as vibragdes dos grupos fosfato e hidroxila. Em apatitas bioldgicas, alguns
fons fosfato (PO4>) sdo substituidos por fons carbonato (COs?) e o espectro FTIR &
sensivel a estas substituigdes. O fosfato ¢ caracterizado por bandas localizadas em 1081,
954, 631, 601 ¢ 570 cm™. A hidroxiapatita carbonatada apresenta vibracdes C—O na
regido de alta energia entre 1410 ¢ 1470 cm™ e na regido de baixa energia entre 850 e
890 cm™. A posicdo do pico do carbonato depende se o fon CO;? substitui o OH ou
PO,” na estrutura da hidroxiapatita. A hidroxiapatita cristalina gera duas bandas OH"
caracteristicas em aproximadamente 3562 e 630 cm™. Pode ocorrer que estas bandas
estejam ausentes no espectro FTIR. Alguns autores atribuem estas auséncias devido as
vibragdes da hidroxila na superficie da apatita sofrem perturbacdes por pontes de
hidrogénio das moléculas de dgua aos ions OH" da superficie. Outro tipo de ortofostato
de célcio de relevancia biologica é o fosfato octacélcio (OCP), Cag(HPO4)2(PO4)4.5H,0,
cujas bandas de absorgdo referentes ao ion HPO,> aparecem em 1105, 1070, 1031, 954,
603, 530 cm™ e as referentes ao fon PO, em 1038, 1022, 1025 ¢ 920 cm™. (STOCH,
1999, LAYROLLE, 2009)

A figura 4.47 mostra os espectros FTIR-ATR das amostras TiD-21, TiM-21 e TiP-21,
as quais apresentaram espectros bastante similares. As bandas em 1418 e 895 cm™,
figura 4.47a, 1439 cm’, figura 4.47b, 1408 e 893 cm’, figura 4.47¢c, indicam vibragdes

COs5™ provenientes da estrutura de hidroxiapatita carbonatada. As amostras TiD-21 e
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TiP-21, figuras 4.47a ¢ 4.47c, mostraram absor¢io em 1150 cm™ enquanto que a
amostra TiM-21 mostrou em 1163 cm™, figura 4.47b, indicando vibragdes HPO,>
relacionadas a estrutura OCP. Ainda com rela¢do a estrutura OCP, nas figuras 4.47a,
4.47b e 4.47c sao apresentadas bandas em 1018, 1043 ¢ 1016 cm’, respectivamente,
que indicam vibragdes PO,~. As figuras 4.47a e 4.47¢ mostram absor¢des em 1080 cm’™
indicando vibragdes PO, na estrutura da hidroxiapatita ¢ banda em 939 cm™ indicando
vibragdes PO4~ ou HPO,?, a qual pode estar relacionada as estruturas hidroxiapatita ou
OCP, respectivamente. Os espectros de todas as amostras apresentaram absor¢do em
3500-3000 cm™ como também em 1601 cm™, figura 4.47a, 1609 cm’, figura 4.47b,
1595 cm™, figura 4.47c, que sdo referentes as moléculas de 4gua. Tais resultados
apresentaram boa concordancia com a literatura, mostrando deposicdo de fosfato de

calcio sobre a superficie dos diferentes substratos.

121



14
X 124
o
(@]
&
E 10 +
n
C
g
I— 8
6
3500-3000 1018
4 T T T T T T T T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
100
b
951
g
o 90
5
c
«
5
@ g5
g
'—
50 3500-3000
1043
75

— T T T T T T T T T T T T T T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Transmitancia (%)
[(e}
1

6 3500-3000 1016

— T T — T
4500 4000 3500

T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Fig. 4.47 - Espectros FTIR-ATR dos revestimentos: (a) amostra TiD-21, (b) amostra
TiM-21; (c) amostra TiP-21.
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4.9. Espectroscopia RAMAN

As duas formas de espectroscopia vibracional empregadas neste estudo permitem uma
compreensdo completa destes sistemas, porque exploram diferentes propriedades
da molécula. Espectroscopia no infravermelho requer uma mudanga no momento
dipolar sendo sensivel aos movimentos polar da molécula, enquanto a espectroscopia
Raman requer uma mudanga na polarizabilidade, e, portanto, sensiveis aos movimentos
apolares da molécula. Estas duas técnicas fornecem informagdes sobre as vibragdes de

fosfatos e as vibragdes da 4gua (NOTNGHER ez al., 2003).

A Espectroscopia Raman das amostras TiD, TiM e TiP com revestimento de fosfato de
calcio obtido com 21 dias de imersdao em SS, foi utilizada para a identificagdo das

estruturas formadas sobre a superficie.

Enquanto os espectros de infravermelho de fosfatos de calcio apresentam varios picos
com intensidades relevantes referentes aos grupos funcionais de fosfatos de célcio, no
Raman aparece predominantemente um Unico pico bem definido e com elevada
intensidade em 962 cm™, correspondente a hidroxiapatita (Fig. 4.48, 4.49 e 4.50).
Isto pode ser confirmado com trabalhos na literatura (MITCHELL et al, 1996,
NOTNGHER et al., 2003, MACHADO et al, 2008). O pico de fosfato apareceu na

amostra TiD-21 e na amostra TiP-21, porém ndo apareceu na amostra TiM-21.

2.00E+011 5

1,00E+011

0,00E+000 " ' v , , . '
5.00E+010 1,00E+011 1,50E+011 2,00E+011

Comprimento de onda (cm")

Fig. 4.48- Espectroscopia Raman da amostra TiD-21.
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Fig. 4.49 - Espectroscopia Raman da amostra TiM-21.
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Fig. 4.50 - Espectroscopia Raman da amostra TiP-21.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

A metalurgia do pdé foi adotada pelo grupo de pesquisa como uma alternativa viavel
para o processamento de substratos de titdnio, em virtude das -caracteristicas
operacionais que permeiam a técnica e a capacitagdo laboratorial do LATEP/INT. A
pesquisa que originou este trabalho vem utilizando a técnica com o objetivo de obter
substratos sinterizados de titdnio puro com porosidade controlada e de estudar o efeito
da quantidade e do tamanho médio de particulas na obten¢do dos mesmos (SILVA,

2001, MEDEIROS, 2006).

A partir da andlise de difracdo de raios-x pode-se constatar que os substratos
processados por metalurgia do pd (TiM e TiP), estavam de acordo com as
recomenda¢des da norma ASTM F 67-06 quanto ao teor de elementos quimicos para

titanio grau 2.

Os resultados de microscopia confocal revelaram que o tratamento termo-quimico
aumenta a rugosidade superficial dos substratos, possivelmente em fun¢do da formagao
do composto titanato de sodio na sua superficie, devido aos tratamentos quimico e
térmico. Tal fato é esperado e além de favorecer a deposicdo de fosfatos de calcio
propicia uma superficie adequada para o revestimento, conforme relatado em estudos na

literatura (NISHIGUCHI, 2001, YANG, 2004, TAKEMOTO, 2005).

A partir da andlise em AFM, pode ser verificada uma alteracdo da topografia da
superficie das amostras, apos deposicdo de revestimento, de forma distinta para cada
substrato avaliado (TiD e TiM). Possivelmente em fungdo das diferentes superficies do
substrato, ocorreu uma deposicdo diferenciada que acarretou uma alteragdo nos
parametros de rugosidade, resultando em um aumento da rugosidade para a amostra
TiM, com relagdo ao substrato sem revestimento. Diferentemente, foi observado que a
amostra TiD teve seus parametros de rugosidade reduzidos. Em func¢do do alto grau de
porosidade apresentado pela amostra TiP ndo foi possivel a realizagdo da andlise em

AFM.
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Ao analisar as imagens de MEV/EDS, foram observados compostos com morfologia do
tipo globular ou lamelar (plate-like) tipicas de fosfatos de calcio depositados ao longo
da superficie de todas as amostras de Ti imersas em SS por 7, 14 ou 21 dias. Este
resultado estd em concordancia com os estudos que obtiveram morfologias de CaP tipo
globular (MEDEIROS, 2006, JALOTA, 2007, CHEN., 2009) ou lamelar (CHOU, 2005,
ZHANG, 2005, GEMELLI, 2009).

As imagens MEV/FIB das amostras TiM e TiP revelaram a formagdo de um
revestimento nanométrico de CaP com nanoporos dispersos. A interface
revestimento/substrato ¢ continua e coerente com substrato de Ti, que ¢ um fator
importante para a adesdo do revestimento e fixacdo osso-implante. Nao foram
observados defeitos como trincas no revestimento. A espessura média de revestimento
para a amostra TiM (217,70nm), foi significativamente maior quando comparada com a
amostra da TiP (54.30nm). Estudos na literatura mostram a formacdo de um
revestimento de fosfato de calcio de espessura, na ordem de 15um (BARRERE, 1999,
RESENDE, 2008). No entanto, a espessura fina do filme pode ser um fator positivo uma
vez que quando esta encontra-se aumentada pode levar a formagdo de trincas no

revestimento (De GROOT, 1994).

O DRX com Luz Sincontron identificou picos de Hap em todas as amostras analisadas,
as quais foram submetidas ao processo biomimético, cujas intensidades variaram de
acordo com o tipo de substrato. Os valores numéricos dos picos mais intensos
encontrados para Hap foram em 20 igual a 31,77; 32,20; 32,90 e 25,88, sendo que o
ultimo valor indica a existéncia de Hap ndo muito cristalina (JPDS). Os picos de Hap
ndo foram necessariamente mais intensos em fungdo do maior tempo de imersdo em SS.

Este fato, possivelmente esta relacionado a deteccdo da parte amorfa do revestimento.

As andlises quimicas RAMAN e FTIR indicam a presenga de hidroxiapatita nas
amostras TiD-21 e TiP-21, mas na amostra TiM-21, ndo foi possivel fazer a
identificagdo. Contudo, nessa mesma amostra (TiM-21), foi possivel identificar a

presenca de hidroxiapatita na analise FTIR.

Neste sentido, a solucdo SS proposta neste estudo mostrou ser uma alternativa viavel

para o revestimento dos substratos de Ti com fosfatos de calcio, a exemplo da
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hidroxiapatita, Ca;o(PO4)s(OH),, conforme resultados obtidos nas analises DRX com
Luz Sincontron, Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

e Espectroscopia RAMAN.

Os resultados apontam os substratos de Ti porosos, via metalurgia do p6, submetidos ao
processo biomimético com solug@o concentrada em fosfatos de calcio (SS) como sendo
potencialmente vidveis para, uma vez que além de propiciar uma superficie bioativa,
permite a penetracdo do tecido 6sseo dentro dos poros, o que favorece a fixagdo de

implantes cirurgicos.

Ensaios in vitro estdo em curso, com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade dos
revestimentos, comparando as amostras com diferentes tipos de substratos e submetidas

a diferentes tempos de imersdo em solucdo SS.
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CONCLUSAO

As amostras processadas por metalurgia do pd apresentaram 19,56% de
microporosidade e 57,45% de porosidade com distribuicdo uniforme de poros. A alta
porosidade obtida nas amostras porosas, com poros grandes e interconectos, favorecem
a osseointegragcdo do implante e encontra-se na faixa ideal tornando-o adequado ao uso

cirurgico.

As andlises OMCS e AFM foram consideradas ferramentas valiosas para a
caracterizacdo da rugosidade da superficie e topografia, que sdo importantes referéncias

para posterior reproducdo das amostras semelhantes e continuidade da investigacao.

A andlise por MEV revelou morfologias tipicas para fosfato de célcio, depositados ao
longo da superficie, e a andlise qualitativa por EDS confirmou a presenca de Ca e P em
todas as amostras. De maneira semelhante, os espectros EDS/FIB apresentaram picos
Ca e P, confirmando os resultados encontrados no MEV/EDS. A partir da analise
MEV/FIB foi possivel constatar a deposi¢do do filme CaP de forma continua sobre a

superficie do Ti.

A andlise SDRX identificou picos de Hap em todas as amostras analisadas e sua
presenca foi ainda confirmada nas andlises RAMAN e FTIR realizadas nas amostras

imersas em solucdo durante 21 dias, confirmando os resultados.

O pré-tratamento termo-quimico prévio a imersdo dos substratos na solu¢@o otimiza a
precipitacdo dos ions Ca e P e favorece a obtengdo de uma continua deposicdo de
revestimento de fosfato de calcio. Além disso, possivelmente a alta concentragdo de

ions Ca e P na solu¢do influenciaram os resultados.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, ficou evidenciado que a Solugdo
Simplificada foi efetiva na obtencdo de revestimentos finos continuos e regides com
precipitados de fosfato de calcio sobre a superficie dos substratos de Ti analisados,
conforme a proposi¢@o inicial do estudo, demonstrando o potencial da solugdo como

técnica de revestimento e simplificacdo do processo.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar as propriedades mecanicas dos substratos porosos em funcdo do grau de

porosidade obtido apds a sinterizagao;

Avaliar a molhabilidade da superficie dos substratos de Ti densos e porosos,
uma vez que a caracteristica hidrofilica da superficie pode ser decisiva para a

adesdo de proteinas;

Continuag¢do do estudo para a otimizacdo da metodologia para utilizagdo da
solu¢do SS proposta neste trabalho, visando a obten¢do de revestimentos com

maior espessura € em menor tempo de imersdo em solucdo SS;

Utiliza¢do de outra solucdo SS, de forma a obter de revestimentos com maior

espessura € em menor tempo de imersdo em solucao SS;
Avaliacdo da biocompatibilidade dos substratos revestidos por meio de ensaios

in vitro (citotoxicidade, adesdo e proliferacdo celular) e ensaios in vivo para

avaliar a neoformagao 0ssea e osseointegracdo dos materiais estudados.
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