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RESUMO

Este estudo investiga a funcionalizagdo da superficie do titanio comercial puro (Ti-cp)
por meio do processo de Plasma Electrolytic Oxidation (PEO), visando a incorporacao de
zinco no revestimento para melhorar a agdo antibacteriana e promover adesao e viabilidade
celular, especialmente para uso em Dispositivos de Assisténcia Ventricular (DAV). A técnica
PEO se destaca por formar camadas de 6xidos metalicos na superficie do material, utilizando
eletrolitos ecologicamente conscientes, sob altas tensdes elétricas, diferenciando-se da
anodizagdo por empregar maiores potenciais ¢ densidades de corrente. Para a realizacdo do
processo PEO, foram utilizados eletrolitos compostos por glicerol fosfato sal dissodico,
acetato de magnésio, e acetato de zinco, com parametros elétricos especificos (tensdo de 500
V, corrente de 20 A, frequéncia de 400Hz, e duty cycle de 60%) e trés tempos de duragao do
processo PEO: 50s, 120s e 180s. Os resultados obtidos mostraram que os revestimentos
formados por PEO apresentaram poros e arcaboucos. O tempo de 180s proporcionou melhor
morfologia para processos de endotelizacdo, isso devido a formagao de poros dentro da faixa
ideal de 5-20 um. A superficie funcionalizada das amostras apresentou-se hidrofilica (6 <
30°), o que pode favorecer a resposta celular e a absor¢ao de proteinas. A analise de
rugosidade das amostras indicou que superficies tratadas por tempos mais longos apresentam
rugosidade mais proxima dos implantes comerciais (Ra = 1,0-2,0 pm), promovendo uma
melhor interacdo célula-substrato. A incorporagdo de zinco no revestimento foi confirmada
por Fluorescéncia de Raios X (FRX), que evidenciou aumento da concentragcdo de zinco com
o aumento do tempo de PEO. Os testes antibacterianos revelaram que o tratamento de 180s
proporcionou efeito antibacteriano eficaz contra S. aureus e E. Coli. No entanto, os testes de
viabilidade celular indicaram citotoxicidade, com apenas 44% de viabilidade celular, redugao
maior que 30% em relacdo ao controle. Portanto, esse estudo demonstrou a eficacia do
processo PEO na incorporagdao de zinco em revestimentos de Ti-cp, resultando em
propriedades antibacterianas melhoradas em relagdo ao substrato de titanio. Porém, a
citotoxicidade observada sinaliza a necessidade de otimizacdo dos pardmetros do processo
para garantir a biocompatibilidade total dos revestimentos para aplicagdes biomédicas,
destacando a relevancia do PEO como uma técnica promissora para tratamentos
eletroquimicos na area biomédica, permitindo ajustes finos nas caracteristicas do revestimento

para atender requisitos especificos.

Palavras-chave: Plasma Electrolytic Oxidation; PEO; MAOQO; acdo antibacteriana;
modificacdo de superficie; biomateriais; células HUVEC.



ABSTRACT

This study investigates the functionalization of the surface of commercial pure
titanium (Ti-cp) through the Plasma Electrolytic Oxidation (PEO) process, aiming at the
incorporation of zinc into the coating to enhance antibacterial action and promote cell
adhesion and viability, especially for use in Ventricular Assist Devices (VAD). The PEO
technique stands out for forming layers of metallic oxides on the material's surface, using
ecologically conscious electrolytes, under high electrical voltages, differentiating itself from
anodization by employing higher potentials and current densities. For the PEO process,
electrolytes composed of disodium phosphate glycerol salt, magnesium acetate, and zinc
acetate were used, with specific electrical parameters (voltage of 500 V, current of 20 A,
frequency of 400 Hz, and a duty cycle of 60%) and three PEO process durations: 50s, 120s,
and 180s. The results showed that the coatings formed by PEO presented pores and scaffolds.
The 180s time provided better morphology for endothelialization processes, due to the
formation of pores within the ideal range of 5-20 um. The functionalized surface of the
samples was hydrophilic (8 < 30°), which may favor cellular response and protein absorption.
The roughness analysis of the samples indicated that surfaces treated for longer times have
roughness closer to commercial implants (Ra = 1.0-2.0 um), promoting better cell-substrate
interaction. The incorporation of zinc into the coating was confirmed by X-ray Fluorescence
(XRF), which showed an increase in zinc concentration with the increase of PEO time.
Antibacterial tests revealed that the 180s treatment provided an effective antibacterial effect
against S. aureus and E. coli. However, the cell viability tests indicated cytotoxicity, with only
44% cell viability, a reduction of more than 30% compared to the control. Therefore, this
study demonstrated the effectiveness of the PEO process in incorporating zinc into Ti-cp
coatings, resulting in improved antibacterial properties relative to the titanium substrate.
However, the observed cytotoxicity signals the need for optimization of process parameters to
ensure the total biocompatibility of the coatings for biomedical applications, highlighting the
relevance of PEO as a promising technique for electrochemical treatments in the biomedical

area, allowing fine adjustments in the coating characteristics to meet specific requirements.

Keywords: Plasma Electrolytic Oxidation; PEO; MAOQO; antibacterial action; surface
modification; biomaterials; HUVEC cells.
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1. INTRODUCAO

O titanio e suas ligas tém varias propriedades desejaveis, tais como alta resisténcia,
modulo de elasticidade suficiente para variadas aplicagdes, resisténcia a corrosdao e
capacidade de passivacdo, baixa densidade e biocompatibilidade. Consequentemente, esse
metal vém sendo amplamente empregado nas mais diversas industrias, como: aerondutica,
automobilistica, equipamentos esportivos e aplicagdes biomédicas (ASL et al., 2023).

A demanda por implantes biomédicos durdveis estd em constante crescimento no
mundo todo. Materiais a base de titdnio, como o comercialmente puro (Ti-cp), sdo
amplamente explorados como biomateriais metalicos, especialmente nas éareas de
implantologia dental e maxilofacial. O Ti-cp demonstra as caracteristicas essenciais na
industria biomédica, como baixa rigidez, alta resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade
(SOTNICZUK et al. 2023).

Revestimentos obtidos por "Plasma Electrolytic Oxidation" (PEO) - referido também
como “Micro-Arc Oxidation” (MAQO), “Plasma Chemical Oxidation” (PCO) e “Anodic
Oxidation by Spark Discharge” - t€m emergido como uma tecnologia promissora para a
funcionalizacdo superficial de materiais destinados as aplicagdes biomédicas. O PEO ¢ um
tratamento eletroquimico de conversdo que permite a formag¢do de uma camada de 6xidos
metalicos na superficie do material. Embora seja semelhante a anodiza¢do, o PEO emprega
valores mais elevados de potencial e densidade de corrente, resultando na geragdao de plasma
na superficie da amostra. Esses revestimentos oferecem diversas vantagens, tais como a
capacidade de ajustar a composicdo a partir da incorporacao de elementos na matriz metélica,
o controle da microestrutura em termos de espessura e porosidade do revestimento, bem como
a resisténcia ao desgaste e a corrosao (SANTOS, 2022; SUNIL; KIRAN; RAMAKRISHNA,
2022; SIKDAR et al., 2021).

O processo PEO faz uso, geralmente, de eletrdlitos alcalinos fracos ou acidos fracos,
que sdo ecologicamente corretos, € produzem revestimentos de 6xidos que sdo formados sob
aplicacdo de altas tensdes elétricas. Durante o processo, a espessura do 6xido formado na
superficie do substrato cresce na faixa de dezenas a centenas de microns, o que pode elevar a
resisténcia a corrosdo, a resisténcia ao desgaste e as propriedades de barreira térmica. Dados
os métodos de se produzir o PEO, ele tem sido considerado uma o6tima abordagem para
aplicagcdes biomédicas, eletronicas, aeroespaciais € automotivas do que outros tratamentos

convencionais de modificagdo da superficie (SIKDAR et al., 2021).



A incorporagdo de diferentes elementos e ions nos revestimentos tem demonstrado
contribui¢des significativas em diversas propriedades para aplicagdes biomédicas (SUNIL;
KIRAN; RAMAKRISHNA, 2022):

e O elemento boro (B) acelera a proliferagio celular (GULTAN; YURTSEVER;
GUMUSDERELIOGLU, 2020; CHUKWUIKE; SHTANSKY; SUBRAMANIAN,
2021), enquanto o cobre (Cu) introduz propriedades antimicrobianas (LIU ef al., 2021;
ZHANG et al., 2020). O estroncio (Sr) melhora a bioatividade e favorece a
remodelacdo ossea (ULLAH et al., 2020; ZHANG et al., 2020; LI et al., 2020),
enquanto o zinco (Zn) promove uma melhor osteogenicidade e propriedades
antimicrobianas (YE et al., 2020; SUN et al., 2021). A prata (Ag) exibe propriedades
antimicrobianas excelentes (THUKKARAM et al, 2020).

e O clemento calcio (Ca) melhora a bioatividade, a osteointegragdo e a osteogenicidade
(ZHANG et al, 2020; CAI et al, 2020). O tantalo (Ta) melhora as propriedades
mecanicas € aumenta a osteointegracao da superficie, além de estimular o crescimento
0sseo (MCNAMARA et al, 2021). O oxigénio (O) acelera a diferenciagdo celular e a
osteointegracdo (CHEN et al, 2020).

e O nitrogénio (N) melhora a resisténcia a corrosdo, o crescimento de células 6sseas e
possui propriedades antibacterianas (CISTERNAS et al., 2020; ZHENG; SHI; LIU,
2020). O manganés (Mn) promove propriedades osteogénicas e antimicrobianas
(FADEEVA et al., 2020), enquanto o magnésio (Mg) introduz propriedades
antibacterianas (ALMEHMADI, 2021).

Essas contribuigdes demonstram a importdncia de escolher e combinar
cuidadosamente os elementos e ions a serem incorporados nos revestimentos para obter as
propriedades desejadas, como melhor proliferacdo celular, bioatividade, osteointegracao,
resisténcia a corrosao e propriedades antimicrobianas. A otimizagao dessas caracteristicas ¢
essencial para o desenvolvimento de materiais revestidos avangados e eficazes para aplicagdes
biomédicas (SUNIL; KIRAN; RAMAKRISHNA, 2022).

Os Dispositivos de Assisténcia Ventricular (DAV) sdo comumente relacionados a
coragdes artificiais e podem servir como bombas de sangue para ajudar na circulagao
sanguinea do ventriculo esquerdo, do ventriculo direito, ou de ambos. Essa forma de
assisténcia circulatéria mecanica envolve a implantacdo de uma bomba de sangue, seja
paracorpOrea ou intracorpdrea, para estabilizar parcial ou totalmente as fungdes de

bombeamento do coragdo. Enquanto o orgdo enfraquecido ainda tenta desempenhar sua



fun¢do, o DAV pode fornecer suporte circulatorio temporario ou permanente ao sistema
cardiovascular (SA, 2017; BOCK, 2020).

O tecido endotelial ¢ uma camada celular interna presente em todo o sistema
circulatorio, cardiaco e linfatico, com cerca de 600 metros quadrados de superficie. Ele atua
como uma membrana semipermedvel que regula o trafego de moléculas e as fungdes de
sintese ¢ metabolismo de substincias vasoativas. Além disso, ¢ composto por uma unica
camada de células achatadas com alta propor¢do de enzimas e receptores na superficie celular.
Também, ¢ capaz de estimular a formagdo de novos vasos sanguineos através da produgao de
vérias substancias, incluindo a trombomodulina (SA, 2017).

Implantes médicos em contato com tecido endotelial devem atender a varios
requisitos, tais como (MURPHY; BLACK; HASTINGS, 2016; WAGNER et al., 2020; KING;
FRIES; JOHNSON, 2014):

e Biocompatibilidade: a superficie do implante ndo deve causar toxicidade local ou
sist€émica e nem provocar uma resposta imunoldgica inadequada que possa prejudicar
a func¢ao celular normal do tecido endotelial.

e Baixa trombogenicidade: o implante deve minimizar a formagdo de coagulos
sanguineos que possam obstruir a circulacdo sanguinea local.

e Resisténcia mecanica adequada: o implante deve ter resisténcia suficiente para
suportar as forgas mecanicas exercidas no local da implantagio sem deformacao,
fratura ou desgaste excessivo.

e (apacidade de promover a adesdo celular: a superficie do implante deve ser projetada
para permitir que as células endoteliais adiram e crescam, promovendo a integragdo do
implante com o tecido circundante.

e (apacidade de integracdo ao tecido circundante: o implante deve ser capaz de interagir
com as c¢lulas e os componentes do tecido circundante, incluindo as células
endoteliais, para promover a integracao do implante e a restauracao da fungao tecidual
normal.

Sa (2017) estudou a biocompatibilidade de revestimentos de 6éxido em Dispositivos de
Assisténcia Ventricular (DAV) de Ti-cp e projetado para ser compativel com tecido endotelial.
O eletrdlito empregado foi a base de Glicerofosfato de Sddio e Acetato de Magnésio. Neste
trabalho estudar-se-a a incorporagcdo de zinco em revestimentos produzidos por meio de
processo PEO conforme o estudo de Sa (2017), acrescentando-se Acetato de Zinco no
eletrélito a fim de se obter e/ou melhorar as propriedades de acdo antibacteriana e viabilidade

celular.



Esta dissertagdo tem enfoque na incorpora¢do de zinco em superficies de Ti-cp
funcionalizadas por PEO para aplicagdes biomédicas, especificamente visando a agdo
antibacteriana em revestimentos para Dispositivos de Assisténcia Ventricular (DAVs) em
contato com tecido endotelial. A pesquisa busca explorar o processo PEO como um
tratamento eletroquimico para criar camadas de 6xido de metal em superficies de Ti-cp,
melhorar as propriedades antibacterianas do material e aumentar a viabilidade celular,
caracteristicas essas que sao fundamentais para a biocompatibilidade de implantes
biomédicos. O processo atende a crescente demanda por implantes biomédicos duraveis com

melhor biocompatibilidade e resisténcia a contaminagdo bacteriana.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Funcionalizar a superficie do titdnio comercial (Ti-cp) por meio de processo de
anodizagdo assistida por plasma (PEO), incorporando zinco a partir do eletrélito, visando
obter acdao antibacteriana e adesao e viabilidade celular (empregando-se Células Endoteliais
da Veia Umbilical Humana - HUVEC) para uso em dispositivos DAV (Dispositivos de

Assisténcia Ventricular).

1.1.2 Especificos
Visando atender o objetivo geral, seguem os seguintes objetivos especificos:
e Incorporar zinco na camada de revestimento superficial do Ti-cp por meio de processo
PEO;
e (aracterizar a morfologia e composi¢ao quimica do revestimento de 6éxido formado;
e Avaliar a atividade antibacteriana do revestimento formado;
e Avaliar o comportamento celular sobre o Ti-cp funcionalizado pelo processo PEO por

meio de ensaios de adesao e viabilidade com células endoteliais.

1.2 JUSTIFICATIVA

As Doengas Cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de morte no Brasil e na

maior parte do mundo. De 1990 a 2020, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) prevé o

aumento das doencgas cardiacas de aproximadamente 120% para as mulheres e de 137% para



os homens; e ainda afirma que no Brasil, at¢ 2040, o indice de doengas cardiovasculares
aumentard em 250% (AVEZUM; MAIA; MARCELO, 2012).

No periodo entre 1999 e 2008, registrou-se uma redu¢do na taxa anual de mortalidade
de pacientes na lista de espera por transplantes cardiacos nos Estados Unidos da América
(EUA). De acordo com o estudo conduzido por Johnson et. al. (2010), observou-se uma
diminui¢do de 199/1000 pacientes em 1999 para 170/1000 em 2008. Essa queda pode ser
atribuida ao aumento da utilizagdo de dispositivos de assisténcia circulatdria mecanica, como
o Dispositivo de Assisténcia Ventricular (DAV), como uma terapia adicional no tratamento da
insuficiéncia cardiaca. (JOHNSON et al., 2010).

O uso de Dispositivos de Assisténcia Ventricular (DAV) especificos para cada caso
clinico ¢ indicado para pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC) grave por baixo débito
cardiaco, faléncia ventricular cronica ou "remodelamento ventricular", pois essa terapia ajuda
a reverter as alteracdes estruturais do musculo cardiaco e melhora a fun¢do do 6rgdo e do
sistema circulatério (SA, 2017). Aprimorar os componentes de dispositivos de assisténcia
ventricular (DAV) por meio de processos de modificacdo de superficie ¢ necessario para
melhorar sua biofuncionalidade (SA, 2017; SUNIL; KIRAN; RAMAKRISHNA, 2022).

Uma superficie endotelizada ¢ desejavel por apresentar excelente biocompatibilidade e
resisténcia a trombose. Para obter uma camada neointima em dispositivos médicos
implantaveis, ¢ necessario conhecer a anatomia e fisiologia do 6rgdo alvo, o tempo de
implante e as propriedades mecanicas do implante ¢ do biomaterial. Um revestimento
neointimo pode ser obtido por meio do crescimento de células endoteliais ou da adsorcao de
células e proteinas constituintes do sangue circulante, como as hemacias e a albumina, sobre a
superficie do implante (SA, 2017).

Com a aplicacao de processo PEO ¢ possivel modificar a superficie do metal e
incorporar/aprimorar as propriedades desejadas, sendo o zinco uma Otima opgdo por ele
proporcionar propriedades antimicrobianas, o que indica sua habilidade em defender o
revestimento contra bactérias, e outros micro-organismos que podem causar doengas (SUNIL;

KIRAN; RAMAKRISHNA, 2022).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais metalicos

Um biomaterial ¢ um material natural ou sintético que pode ser utilizado em diferentes
aplicacdes, como engenharia de tecidos, bioeletrodos e biossensores, entrega de
medicamentos, terapia genética, diagnostico de doencas e melhoria dos cuidados de saude. A
principal caracteristica de todos os biomateriais ¢ a sua capacidade de interagir com sistemas
vivos. No entanto, os efeitos tanto do biomaterial nos tecidos do hospedeiro quanto do sistema
vivo podem levar a interagdes imunoldgicas (locais e sist€émicas) e, assim, causar falhas do
dispositivo, desconforto ao paciente ou até mesmo fatalidade; portanto, os biomateriais devem
ser biocompativeis (OMIDI, 2017).

Os biomateriais sao comumente definidos como materiais destinados a interagir com
sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou
funcdo do corpo. Antes que um novo biomaterial seja introduzido no mercado, varias questoes
sdo consideradas, incluindo sua localizagdo anatomica designada, estrutura de tecido
funcional e patobiologia, requisitos mecanicos e outras propriedades, toxicologia,
biocompatibilidade, processo de cicatrizacdo, ética, padronizag¢do e regulamentacdo (ELIAZ,
2019; ZHANG, 2019).

A biocompatibilidade ¢ o comportamento de um material que ndo causa reacdes
adversas em um tecido vivo, como toxicidade, reatividade fisioldgica ou resposta
imunolodgica. Os biomateriais podem ser metais, ceramicas, polimeros, hidrogéis ou materiais
compostos, amplamente utilizados na literatura para engenharia de tecidos orais e dentdrios ou
outras aplicagdes relevantes (OMIDI, 2017; BRUNETTE et al., 2001).

Um material biocompativel atua com uma resposta adequada do hospedeiro (ou seja,
minima perturbacdo da fun¢do normal do corpo) em uma aplicacdo especifica. Portanto, o
material ndo causa resposta trombogénica, toxica ou inflamatoria alérgica quando colocado in
vivo. Existem dois fatores-chave que determinam a biocompatibilidade de um material: as
reacoes do hospedeiro induzidas pelo material e a degradagdo do material no ambiente
corpdreo. Muitas vezes, ambos os fatores devem ser considerados (ELIAZ, 2019; ZHANG,
2019; KAUR; SINGH, 2019; BRUNETTE et al., 2001).

Os biomateriais sdo extensivamente utilizados em diferentes campos médicos: como
biomateriais cardiovasculares, para geracao de substitutos de pele, em sistemas de entrega de

medicamentos e no tratamento do cancer (KAUR; SINGH, 2019).



Os biomateriais metalicos sdo um dos grupos mais comumente usados para implantes.
A utilidade desses materiais metalicos se baseia em grande parte na formacao de uma camada
de oxido fina, mas protetora. A camada de 6xido se forma apos a exposicao ao oxigénio € se
reconstitui em milissegundos apos o dano. Essa camada reduz a corrosdo in vivo, um dos
principais requisitos de um biomaterial eficiente. Os outros requisitos incluem
biotolerabilidade, bioadesdo, biofuncionalidade (bioatividade apds tratamento superficial) e
processabilidade. Na pratica, cada metal ou liga, ou seja, ligas de titanio, ago inoxidavel e
ligas Co-Cr, tem suas proprias vantagens para diferentes aplicacdes baseadas em propriedades
mecanicas, quimicas e biofuncionais. Geralmente, os biomateriais metéalicos sdo usados para
aplicagdes estruturais, como implantes, pinos e andaimes 0sseos, devido as suas excelentes
propriedades mecanicas, como mddulo de Young, resisténcia a tracdo, ductilidade, fadiga e
resisténcia ao desgaste. No entanto, eles podem ser usados para dispositivos puramente

funcionais, como gaiolas para bombas, valvulas e marca-passos cardiacos (MURPHY;

BLACK; HASTINGS, 2016).

2.2 Titanio e suas ligas

Materiais a base de titanio despertam crescente interesse como materiais estruturais
biocompativeis com propriedades mecanicas e biocompatibilidade aprimoradas em varias
aplicagcdes biomédicas. A industria frequentemente utiliza titdnio (Ti) e suas ligas devido a
alta resisténcia do metal a corrosdo, oxidacdo e fragilidade em altas temperaturas. Em
comparagdo com outros materiais, ligas de titdnio (Ti) apresentam resisténcia a tragdo,
resisténcia ao calor e propriedades mecanicas superiores. O titdnio e suas ligas t€ém sido
utilizados em diversos campos, incluindo aeroespacial, constru¢do e industrias de satde,
devido a sua versatilidade (GUMMADI; ALANKA, 2023).

O titdnio ¢ um material altamente bem-sucedido para implantes médicos, sendo
amplamente utilizado em préteses ortopédicas, implantes dentarios e até proteses faciais
personalizadas. Sua aplicagdo na medicina ¢ abrangente, incluindo areas cardiovasculares. O
titanio CP (Comercialmente Puro) ¢ preferido por cirurgides dentistas devido as suas
excelentes propriedades biomecanicas e bioldgicas, como resisténcia mecanica, baixo modulo
de elasticidade e biocompatibilidade. A escolha do titanio e suas ligas nessas aplicacdes ¢é
baseada em sua resisténcia a corrosdo, biocompatibilidade e capacidade de se integrar com o
osso ¢ tecidos. Apesar de suas vantagens, o titdnio ¢ inerte e resistente a corrosdo devido a

formag¢do de um filme passivo de TiO2 em condigdes fisioldgicas. Estudos mostram que
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algumas ligas de titdnio ndo se integram tdo bem com os o0ssos quanto o titdnio

comercialmente puro, devido a suas altas taxas de corrosdo (SANTOS, 2022).

A liga Ti6Al4V ¢ amplamente usada em implantes cirargicos devido as suas
propriedades, como a passivacdo oxidativa, alta resisténcia a tracdo e limite de escoamento, e
baixo modulo de elasticidade. No entanto, a liberacdo de elementos de liga pode causar
respostas inflamatorias no corpo humano. Além disso, a superficie dos implantes favorece a
adesdo bacteriana e formacao de biofilmes, prejudicando o biomaterial. Assim, modificagdes
superficiais nos implantes de titdnio sdo essenciais para melhorar seu desempenho em
propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo, biocompatibilidade e inibi¢do da formacao de

biofilmes (BULLMANN, 2023).

A Figura 2.1 exemplifica as principais aplica¢des do titdnio e ligas para implantes

biomédicos.

Figura 2.1 - Principais aplicagdes biomédicas do titanio e ligas
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Fonte: Sasikumar, Indira e Rajendran, 2019.

A Figura 2.1 exemplifica as principais aplicacdes biomédicas do titanio e ligas
elencado por Sasikumar, Indira e Rajendran (2019), sendo elas:

e Placas cranianas;



e [Implantes dentérios;
e Stents cardiacos artificiais;
e Articulagdes artificiais do quadril;
e Articulagdes do joelho;
e Parafusos e placas Osseas.
Para se escolher o titanio e suas ligas deve ser observada uma série de requerimentos,
que variam conforme a finalidade de uso. Ronoh ef al. (2022) destacam que para aplicagdes

biomédicas devem ser considerados os requerimentos apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Consideragdes para sele¢do de Titanio e suas ligas em aplicagdes biomédicas

Requerimentos

Biocompatibilidade e Biocompatibilidade refere-se a capacidade de dispositivos biomédicos
funcionarem sem efeitos adversos no local de implantacdo ou tecidos proéximos.

e O material do implante deve ser quimicamente inerte, nao téxico e nao
alergénico para garantir biocompatibilidade.

e A avaliacdo inclui andlise de compatibilidade tecidual, citotoxica e
hemocompativel por meio de varios métodos.

e Desafios comuns sdo trombose e tecido fibroso ao redor dos implantes.

e A reacdo do corpo e a degradagdo pds-implantacdo afetam a biocompatibilidade.

e  Existem quatro tipos de implantes: biotolerantes, bioinertes, bioativos e
bioabsorviveis.

e Titanio e suas ligas sdo exemplos de materiais biocompativeis devido & sua
inércia, resisténcia a corrosdo e camada adesiva de TiO,.

Propriedades e Os biomateriais requerem biocompatibilidade mecanica para uma implantagéo

Mecanicas bem-sucedida a longo prazo.

e As propriedades mecanicas dos biomateriais devem ser adequadas para o correto
funcionamento apos o implante.

e Consideragdes importantes incluem resisténcia a tragdo, dureza, médulo de
elasticidade (Young), resisténcia a fadiga e alongamento.

e As propriedades mecanicas dos biomateriais devem se assemelhar as do osso
natural.

e A dureza afeta o desgaste e a adequagao para uso clinico.

e Um baixo moédulo de elasticidade (Young) ajuda a prevenir o efeito de
blindagem de estresse, a reabsor¢ao dssea e o afrouxamento do implante.

e  Alta resisténcia mecénica ¢ essencial para suportar cargas e evitar fraturas.

e Ligas de titanio demonstram comportamento mecanico favoravel semelhante ao
dos ossos humanos.

e Ligas de titdnio sdo comumente usadas em aplica¢des biomédicas devido ao seu
baixo médulo de elasticidade e resisténcia suficiente a fadiga.

Resisténcia a e Comportamento de corrosdo de biomateriais metalicos ¢ crucial devido a

corrosao liberacdo de ions do implante, podendo causar problemas de biocompatibilidade,
como trombose.

e A corrosdo, resultante de reagdes quimicas com o ambiente circundante, afeta
significativamente a biocompatibilidade dos implantes.

e Taxas mais elevadas de corrosdo levam a mais ions toxicos, resultando em
incompatibilidade com ossos e tecidos humanos.

e A corrosdo também impacta a vida util do implante e pode causar falha
biomecanica.




Diferentes tipos de corrosdo, como uniforme, por pites e por trincas de estresse,
podem ocorrer, liberando ions metalicos nocivos e causando reagdes adversas
em seres humanos.

O titanio e suas ligas apresentam melhor resisténcia a corrosdo devido a rapida
formagdo de uma camada protetora de 6xido.

Técnicas de modificagdo da superficie, como revestimento e processamento por
feixe de ions, sdo promissoras para melhorar o desempenho do implante,
aumentando sua resisténcia a corroso através da formagdo de uma fina camada
protetora.

Resisténcia ao
desgaste

O comportamento de desgaste de biomateriais ¢ crucial devido a potencial
resposta celular adversa causada pela liberagao de particulas de desgaste dos
implantes, levando a inflamagao, dor, reabsor¢ao 0ssea e liberacao de enzimas
prejudiciais.

O desgaste dos implantes ¢ influenciado pela articulagdo das articulagoes
artificiais e afeta significativamente a longevidade dos implantes metalicos.

A resisténcia ao desgaste de um implante € um fator crucial na sele¢do de
biomateriais, pois afeta a biocompatibilidade, reduzindo a liberagdo de ions
metalicos no corpo, o que pode causar reagdes alérgicas e toxicidade.

Para lidar com a baixa resisténcia ao desgaste do titanio e suas ligas, tratamentos
de superficie como nitretacdo a plasma e revestimentos como o nitreto de titanio
(TiN) tém sido utilizados para aumentar a resisténcia ao desgaste, resisténcia a
corrosdo, dureza da superficie e vida 1til geral dos implantes.

Osseointegracdo

A osseointegragdo ¢ o processo crucial de integrar um implante com células e
tecidos Osseos apos sua colocagdo, garantindo uma fixagdo segura ao 0sso sem o
desenvolvimento de tecido fibroso problematico.

A osseointegragdo bem-sucedida ¢ essencial para a eficacia e seguranga de longo
prazo do implante.

A integridade da superficie do implante desempenha um papel significativo na
osseointegragdo, com fatores como a rugosidade, quimica e topografia da
superficie sendo essenciais para promover uma boa integragao.

O revestimento da superficie dos implantes com materiais especificos melhora a
osseointegragdo, estimulando a adesdo de osteoblastos e facilitando o
reconhecimento das células.

O titanio e suas ligas sdo conhecidos por sua alta taxa de osseointegragdo,
embora eles formem uma conexao direta, em vez de uma ligagdo quimica, com o
tecido dsseo, o que pode ser aprimorado por meio de métodos adequados de
tratamento da superficie.

Alcangar a osseointegragdo 6tima continua sendo uma area de pesquisa
continua, e manter a biocompatibilidade dos materiais do implante é crucial para
o sucesso da regeneragao e integracao com as células do hospedeiro.

Processabilidade

As caracteristicas materiais dos biomateriais de titdnio sdo influenciadas pela
microestrutura, que pode ser controlada por processamento termo-mecanico e
tratamento térmico.

Ligas de titanio alfa e beta t€ém microestruturas distintas e podem ser
manipuladas para melhorar suas propriedades biomateriais para uso médico.

O titanio pode exibir diferentes microestruturas, como equiaxiais, transformadas,
Widmanstatten ou beta metaestavel, cada uma com propriedades mecanicas
especificas.

Estruturas conformadas tém maior resisténcia a tragdo anisotropica, mas menor
ductilidade, enquanto estruturas equiaxiais recristalizadas sao mais ducteis, mas
tém menor resisténcia.

A selecdo de ligas de titanio para implantes visa criar dispositivos duraveis que
melhorem a qualidade de vida do paciente, baseando-se nessas consideragdes.

Fonte: O autor, baseado em Ronoh et al. (2022).
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2.3 Anodizagao assistida por plasma (PEO)

A modificagdo de superficie ¢ vital para superar esses problemas, cumprindo
exigéncias clinicas especificas, como melhorar a aderéncia na interface implante-osso,
resisténcia ao desgaste, corrosdo e biocompatibilidade. A busca por propriedades superficiais
especificas impulsiona a necessidade de adaptar dispositivos médicos de titdnio, empregando
diversas técnicas, como deposicao atdmica e implantagdo i0nica, para otimizar a interacao
com substratos metalicos. A engenharia de superficie desempenha um papel crucial no
desenvolvimento de dispositivos médicos aprimorados, considerando as interagdes entre
materiais e sistemas bioldgicos, e métodos como a eletrdlise convencional com plasma
atmosférico emergem como opg¢des promissoras para modificar superficies sem afetar as
propriedades volumétricas dos materiais (SASIKUMAR; INDIRA; RAJENDRAN, 2019;
BRUNETTE et al., 2001; SA, 2017; LIU; CHU; DING, 2004).

A tabela 2.2 exibe uma visdo geral dos principais métodos de modificagdo superficial

para implantes de titanio e liga.

Tabela 2.2 - Visdo geral dos métodos de modificacdo de superficie para implantes de titanio e suas ligas

Métodos de modificagdo superficial Camada modificada Objetivo

Métodos Mecanicos

Usinagem Superficie rugosa ou lisa formada pelo Produzir topografias de superficie especificas;
processo de subtragio superficie limpa e dspera; melhorar a adesdo na
. colagem
Esmerilhamento
Polimento
Detonagdo
Métodos Quimicos
Tratamento Quimico
Tratamento acido <10 nm de camada de 6xido de superficie Remover as escamas de 6xido e a contaminacdo
Tratamento alcalino ~ 1 pm de gel de titanato de sédio Melhorar a biocompatibilidade, bioatividade ou

condutividade dssea

Tratamento com perdxido de ~ 5 nm de 6xido interno denso e camada Melhorar a biocompatibilidade, bioatividade ou
hidrogénio externa porosa condutividade éssea
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Sol-gel

Oxidagdo anddica

CVD

Métodos bioquimicos

~10 um de filme fino, como fosfato de
calcio, TiO, e silica

~10 nm a 40 um de camada de TiO,,
adsorgdo e incorporacio de dnions do
eletrdlito

~1 um de filme fino de TiN, TiC, TiCN,
diamante e Diamond-Like Carbon (DLC)

Modificagdo por titdnia silanizada,
fotoquimica, monocamadas
automontadas, resisténcia a proteinas,
etc.

Melhorar a biocompatibilidade, bioatividade ou
condutividade dssea

Produzir topografias de superficie especificas;
melhor resisténcia a corrosio; melhorar a
biocompatibilidade, bioatividade ou
condutividade éssea

Melhorar a resisténcia ao desgaste, resisténcia a
corrosdo e compatibilidade com o sangue

Induzir resposta especifica de células e tecidos
por meio de peptideos, proteinas ou fatores de
crescimento imobilizados na superficie

Métodos Fisicos

Thermal Spray

Flame spray

Plasma spray

HVOF

DGUN

PVD

Evaporacao

Revestimento idnico

Sputtering

Implantagdo e deposigio de ions

Implantagdo idnica beam-line

PIII

Tratamento de plasma de descarga
luminescente, ou plasma frio

~30a ~200 pm de revestimentos, como

Melhorar a resisténcia ao desgaste, resisténcia a

titanio, HA, silicato de célcio, Al203, Zr0O,, corrosdo e propriedades biolégicas

TiO,

~1 um of TiN, TiC, TiCN, diamond and
diamond-like carbon thin film

~10 nm de camada superficial
modificada e/ou ~um de filme fino

~1nma ~100 nm de camada de
superficie modificada

Melhorar a resisténcia ao desgaste, resisténcia a
corrosdo e compatibilidade com o sangue

Modificar a composi¢do da superficie; melhorar o
desgaste, resisténcia a corrosao e
biocompatibilidade

Limpe, esterilize, 6xido, superficie de nitreto;
remover camada de 6xido nativo

Fonte: O autor, adaptado de Liu; Chu; Ding (2004).

A Anodizacdo e a Oxidag¢ao por Micro-Arcos (MAQ) sdo processos sofisticados de

tratamento de superficie que desempenham papéis cruciais na melhoria das propriedades de
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metais, especialmente titAnio e suas ligas. E importante entender as diferencas entre
anodizag¢do e MAO:

e A anodizagdo, ou oxidacdo anddica (“anodic oxidation”), envolve reagoes
eletroquimicas e a difusdo de ions de metal e oxigénio, resultando na formagdo de um
filme de oOxido na superficie do anodo. Diferentes acidos diluidos, como &cido
sulfarico (H,SO,), acido fosférico (H;PO,) e acido acético, podem ser usados como
eletrolitos. Este processo melhora a adesdo e ligacao do titanio, sendo fundamental na
industria aeroespacial. A espessura do filme de 6xido ¢ controlada pela voltagem
aplicada, tornando-o versatil para produzir filmes protetores em metais (LIU; CHU;
DING, 2004).

e A Oxidagdo por Micro-Arcos (“Micro-Arc Oxidation” - MAO, ou “Plasma
Electrolytic Oxidation” - PEO) é uma técnica avancada derivada da anodizagdo, usada
para criar revestimentos ceramicos em metais como titdnio, aluminio, zirconio e
magnésio. Durante o PEO, a amostra atua como dnodo em uma solu¢do aquosa sob
alta voltagem. Isso gera faiscas na superficie da amostra, resultando em revestimentos
porosos com dureza, resisténcia ao desgaste e aderéncia superiores. Estes
revestimentos porosos melhoram a biocompatibilidade do titdnio, sendo valiosos em
aplicagcdes biomédicas. Parametros como escolha do substrato, eletrolito, temperatura
e voltagem influenciam as propriedades dos revestimentos, com voltagens mais altas
levando a diferentes morfologias superficiais e podendo influenciar nas atividades de
culturas bioldgicas. Apesar do potencial, desafios como custos energéticos,
uniformidade de revestimento em formas complexas e compreensdo limitada dos
mecanismos subjacentes requerem mais estudos (ZHANG; CHEN; WANG, 2020).
Nos processos eletroliticos convencionais, uma diferenga de potencial aplicada no

sistema desencadeia reacdes governadas pela lei da eletroquimica. Em tensoes relativamente
baixas, a cinética dos processos nos eletrodos pode ser descrita pela lei de Faraday e pelas leis
de Ohm, que relacionam a tensdo e a corrente elétrica. Quando a tensdo atinge um valor
especifico, as caracteristicas do sistema mudam significativamente, € o processo assume
caracteristicas de um plasma eletrolitico, evidenciado pela formagdo de micro arcos (SA,
2017). A Tabela 2.3 mostra de forma comparativa as as propriedades decorrentes dos

processos de anodizagdo e de plasma eletrolitico.
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Tabela 2.3 - Comparagédo das propriedades da anodizagdo e do PEO.

Propriedades Anodizagao PEO
Voltagem (V) 20-80 120 - 300
Corrente (A/dm?) <10 <30
Pré-tratamento Critico Menos critico
Eletrélito Acido Neutro/Alcalino, pH variando de 7 a 12
Espessura do filme <10 <200
Dureza do filme Moderada Alta
Adesdo ao substrato Moderada Muito alta

Fonte: Adaptado de Walsh et al., 2009.

Todavia, quanto a voltagem, o processo PEO em solug¢des aquosas necessita de uma
voltagem elevada para superar as resisténcias dielétricas da camada de gas e 6xido metalico.
A voltagem necessdria tipicamente ultrapassa os 400 V para ligas de Aluminio, 200 V para
ligas de Magnésio e 250 V para ligas de Titanio (TSAIL; CHOU, 2021)

O processo PEO ¢ uma técnica inovadora e promissora para o tratamento
eletroquimico de superficies, capaz de criar revestimentos ceramicos espessos € robustos em
ligas leves, como titanio, aluminio e magnésio. Essa técnica estd compreendida nos métodos
quimicos e utiliza eletrélitos ecologicamente corretos, como acidos e bases fracos, juntamente
com tensoOes elétricas elevadas para formar camadas de 6xido que podem atingir dezenas a
centenas de microns de espessura. Esse processo melhora substancialmente a resisténcia a
corrosdo, ao desgaste e as propriedades de isolamento térmico dos materiais, tornando-o uma
escolha preferencial em aplicacdes biomédicas, eletronicas, aeroespaciais € automotivas em
comparagdo com técnicas convencionais de modificacdo de superficie (SIKDAR et al., 2021).

Além disso, o PEO se caracteriza como uma técnica eletroquimica que induz a
forma¢do de camadas de 6xido em metais e suas ligas por meio de faiscas e descargas de
micro-arco. Esse método permite a criagdo de camadas de 6xido protetoras e cataliticas, com
a composi¢ao dos 6xidos controlada pelo eletrdlito utilizado. Durante o PEO, uma camada
intermediaria de 6xidos do metal ou liga ¢ formada entre o substrato e a camada de
revestimento funcional externa, onde a fase ativa ¢ localizada. Esse processo envolve a
eletrolise de uma solu¢do aquosa e liberacdo de hidrogénio gasoso na superficie catodica,
enquanto a oxida¢cdo do metal ou liga ocorre na superficie anddica (TARKHANOVA, 1. G. et

al., 2019; MORTAZAVT; JIANG; MELETIS, 2019).
14



A técnica de Plasma Electrolytic Oxidation (PEQO) oferece vantagens notaveis, como
resisténcia ao desgaste e a corrosdo, enquanto mantém as propriedades do substrato e permite
processar pecas complexas de grande tamanho com equipamentos simples e ecologicos. O
PEO utiliza, geralmente, eletrolitos alcalinos (pode-se usar eletrolitos acidos), ndo gera
exaustdo prejudicial e produz revestimentos porosos cujas caracteristicas podem ser
controladas por varidveis como eletrdlito, condutividade, tensdo, tempo de exposicao e estado
da superficie do substrato. Essa versatilidade faz do PEO uma técnica eficiente para diversas
aplicagoes de revestimento (SANTOS, 2022; NARAYANAN; KIM; PARK, 2020).

O processo de formagdo de revestimentos de PEO (Oxidagdo por Micro Descarga)
segue um mecanismo basico semelhante, independentemente do tipo de controle de
parametros elétricos (corrente constante ou tensdo constante). Tem inicio com a formagao de
um filme passivo fino nas superficies metélicas do substrato. A medida que a tensdo aumenta,
bolhas de gas sdo geradas, seguidas pela formagdo de um filme isolante poroso. Quando a
tensdo atinge um limiar, ocorre uma quebra dielétrica com faiscas, levando a formacao de
microporos uniformes. No modo de corrente constante, a tensdo ¢ ajustada para garantir a
quebra eficaz do revestimento. A cor das faiscas muda de branco para vermelho-alaranjado, e
a taxa de crescimento do revestimento aumenta na fase de micro arco. O aumento adicional da
tensdo causa uma forte descarga de arco, resultando em respingos e ablagdo local, que devem
ser evitados para obter revestimentos de alta qualidade. O processo de formagdo do
revestimento envolve a producao de canais de descarga, a movimentacdo de materiais do
revestimento para dentro dos canais devido a alta temperatura e pressao, a solidificacdo dos
produtos de oOxido nas paredes dos canais e a expulsdo dos gases, mantendo cavidades
residuais semelhantes a 'vulcdes'. Isso se repete em regides fracas da superficie, promovendo

uma espessura geral uniforme do revestimento (JIANG, B. L.; WANG, Y. M., 2010).

2.3.1 Fenomeno de crescimento e mecanismo de formacao do revestimento

O mecanismo de crescimento da camada de 6xido produzido pelo processo PEO pode
ser observado na Figura 2.2, que representa o processo de crescimento do revestimento. Ao
aplicar a corrente elétrica adequada a amostra de Al pré-tratada, um filme anddico comeca a
se desenvolver na superficie do substrato de Al, resultando em um rapido aumento da tensdo.
Isso ocorre devido ao fluxo de materiais das areas da base dos poros em diregdao a parede
celular, devido as tensdes de crescimento e a plasticidade do material do filme, que interagem

com anions do eletrdlito durante o processo, levando a formacdo de novos oxidos e,
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consequentemente, a um filme anddico mais espesso. No entanto, a medida que os materiais
diminuem durante o fluxo, observa-se uma expansao do didmetro das células da camada de
barreira em dire¢do a superficie do filme em algumas areas, como evidenciado na Figura
2.2(a). Desprendimentos e fissuras surgem devido a interacdo do crescimento do novo filme e

as variagoes de volume resultantes da transi¢ao de fase, entre outros fatores (YANG et al.,
2019).

Figura 2.2 - Esquema da evolucdo da microestrutura do revestimento durante o processo PEO, sendo:

(a) crescimento colunar do filme anddico, (b) desprendimento e crescimento coexistente, (c) transformacao de

filmes anodicos, e (d) crescimento do revestimento PEO.

Fonte: Yang et al., 2019.

Quando a tensdo atinge um nivel critico, ocorrem descargas de plasma microscopicas
nas areas mais vulneraveis, devido a concentragdo de corrente elétrica nesses pontos. Isso
resulta na criagdo de regidoes de revestimento PEO localizadas. Simultaneamente, sob a
influéncia da alta temperatura gerada pelas descargas de plasma, ocorre uma transformacao
estrutural complexa no filme anodico. Consequentemente, o filme anddico deixa de apresentar

uma estrutura simples de tubos com furos cilindricos que se estendem da superficie do filme
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até a camada de barreira, como ilustrado na Figura 2.2(b). Conforme as areas residuais de
oxidac¢do anddica dentro dos revestimentos PEO diminuem em frequéncia e tamanho devido
as elevadas temperaturas e pressoes geradas pelas descargas de plasma em grande escala, os
revestimentos PEO compactos se tornam a estrutura predominante, como evidenciado nas
Figuras 2.2(c) e (d) (YANG et al., 2019).

O grafico corrente-tensdo em sistemas eletroquimicos representa as relacdes entre a
corrente elétrica (corrente) e a tensdo (potencial elétrico) aplicada a um sistema. Essas
relagdes sdo influenciadas pelos processos eletroquimicos que ocorrem na interface entre o
eletrodo e o eletrolito. Existem dois tipos principais de comportamento representados nesse

grafico para o processo PEO: "tipo-a" e "tipo-b" (Figura 2.3).

Figura 2.3 - Dois tipos de comportamento no diagrama corrente-tensao para os processos PEO: fenomenos de

descarga desenvolvidos: (a) na area proxima ao eletrodo; e (b) na pelicula dielétrica na superficie do eletrodo.
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Fonte: YEROKHIN, A. L. et al., 1999.

A respeito da figura 2.3, Yerokhin, A. L. et al. (1999) e Xue (2019) consideram os
seguintes pontos:
1. Sistema "Tipo-A":
a. Inicialmente segue as leis de Faraday e Ohm, com aumento proporcional na

corrente com o aumento da tensao.
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Acima da tensdo critica (U1), o comportamento muda significativamente.

Entre Ul e U2:

1.

Ocorre uma oscilagdo da corrente com luminescéncia devido a

blindagem parcial dos produtos de reagdo gasosa no eletrodo.

Acima de U2:

1.

11.

Um envelope continuo de vapor gasoso com baixa condutividade
elétrica envolve o eletrodo.
Ionizagdo no envelope de vapor comega com centelhas em bolhas

gasosas, transformando-se em luminescéncia uniforme.

U2-U3:

L.

A corrente diminui devido a estabilizagdo hidrodindmica do envelope

de vapor.

Apos U3:

1.

Descargas de luminescéncia se transformam em arcos intensivos com

emissdo acustica de baixa frequéncia.

2. Sistema "Tipo-B":

a. Mais complexo.
b. Ud4:
i.  Dissolugdo de um filme passivo, correspondendo ao potencial de
corrosdao do material.
c. U4-Us:
i.  Crescimento de um filme poroso de 6xido com a maior queda de
tensdo.
ii. O campo elétrico no filme de 6xido atinge um valor critico, levando a
sua perfuragdo com centelhas luminescentes em sua superficie.
d. Ueé:
i.  lonizagdo térmica e descargas de arco maiores ocorrem.
e. U6-UT:
1.  lonizagdo térmica parcialmente bloqueada devido ao acimulo de carga
negativa no filme de 6xido.
ii.  Micro descargas de arco com poténcia e duracdo limitadas, conhecidas
como "microarcos".
f. Acima de U7:
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i.  Micro descargas de arco penetram até o substrato e se transformam em
arcos poderosos com potencial de causar efeitos destrutivos, como
fissuragdo térmica do filme.

3. Importante notar:

a. Em pratica, processos podem ocorrer simultaneamente em diferentes areas da
superficie do eletrodo.

b. Comportamento dos sistemas eletroquimicos ¢ mais complexo do que a
distin¢do entre "Tipo-A" e "Tipo-B".

c. Sistema é descrito como um sistema de  quatro  fases
(metal-dielétrico-gés-eletrolito) com multiplas possiveis fronteiras de fase,
especialmente em tensoes criticas de Ul e US.

d. Resisténcia dessas fases varia continuamente, tornando dificil discernir onde os
fendmenos de ioniza¢do comegam.

e. A distingdo entre os sistemas eletroquimicos em "Tipo-A" e "Tipo-B" ndo ¢
clara.

O processo PEO ¢ um processo que envolve uma descarga sob um intenso campo
elétrico em um sistema que inclui o substrato, uma camada de 6xido, um envelope de gés e
um eletrdlito, determinando assim a morfologia e composicao dos revestimentos produzidos.
Essa descarga elétrica cria um estado de plasma quando o substrato se converte, sob
polarizacdo anddica, em um composto por seu proprio material, incluindo elementos de liga,
oxigénio e componentes do eletrolito. A formacdo de uma pelicula passiva tecnologicamente
relevante ¢ essencial e requer que essa pelicula ndo conduza eletricidade, mas sim ions. Esse
comportamento depende da interagcdo entre o metal do eletrodo e o eletrolito. A Figura 2.4
resume o possivel comportamento de densidade de corrente em relagdo ao potencial de um

eletrodo polarizado anodicamente em um eletrolito (SIMCHEN ez al., 2020).
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Figura 2.4 - Principais tipos de comportamento da densidade de corrente em relagdo ao potencial de um
eletrodo polarizado anodicamente em um eletrélito: a/b - dissolugao, ¢ - passivacdo em uma faixa de potencial

pequena, d - comportamento complexo, e/f - passivagao.

Fonte: SIMCHEN et al., 2020.

Apenas o comportamento de passivagdo, € em certos casos um comportamento
complexo com uma regido passiva e uma regido transpassiva, sao adequados para a formacao

das camadas reativas necessarias para iniciar o processo de PEO (SIMCHEN et al., 2020).

2.3.2 Principais parametros do processo PEO

Tanto os fatores intrinsecos - composi¢do ¢ pH do eletrélito - quanto os extrinsecos -
tipos de fonte de energia, parametros elétricos e temperatura do eletrolito - afetam a formacao
e a microestrutura dos revestimentos produzidos pelo processo PEO. A composi¢do e
concentragdo do eletrolito e o regime elétrico empregados durante o processo desempenham
papéis cruciais para a obtencdo do revestimento desejado com componentes de fase e

microestrutura especificos (JIANG; WANG, 2010).

O processo PEO se desdobra em trés parametros principais, que podem ser observados
na Figura 2.5, sendo eles: composi¢do do substrato, eletrolito empregado e regime elétrico

aplicado, além da interagdo entre eles.
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Figura 2.5 - Representagdo esquematica do processo PEO e seus parametros principais, considerando todas as

etapas de operag@o do processo.

Cemposicio

Revestimanto por processo PEO

I Censtituintes principais I

Material do

I Elementos de Liga | Substrato

=

Morfelogia e composigéo do
revestimento

Aplicagao

Fonte: Adaptado de Simchen et al., 2020.

Uma descri¢do de cada parametro pode ser observada nos pontos a seguir:

e Composi¢ao do substrato:

O substrato determina as caracteristicas basicas do objeto revestido. Sua
composi¢do quimica e estrutura microscopica tém um impacto direto na aderéncia,
resisténcia a corrosdo e durabilidade do revestimento. A escolha cuidadosa do
substrato ¢ essencial, adaptando-o as propriedades necessarias para a aplicagdo
especifica. O pré-tratamento do substrato ¢ um passo crucial que prepara a superficie
para receber o revestimento de forma eficaz. Técnicas como jateamento abrasivo,
decapagem quimica e anodizacdo sdo empregadas para limpar a superficie do
substrato, eliminando impurezas, 6xidos e contaminantes. Esse processo cria uma
superficie limpa e rugosa, proporcionando uma base ideal para a aplicacdo do
revestimento. Uma superficie preparada adequadamente resulta em uma aderéncia
mais forte, contribuindo significativamente para a qualidade e a durabilidade do
revestimento final. Além das técnicas tradicionais, avangos tecnoldgicos introduziram
métodos mais sofisticados, como o uso de plasma e laser para o pré-tratamento do

substrato. Essas técnicas oferecem maior precisdo e controle sobre as caracteristicas da

21



superficie, levando a revestimentos mais eficientes e duraveis (LI ef al., 2023; WANG

et al.,2015; SIMCHEN et al., 2020; ALIOFKHAZRAEI et al., 2021).
Eletrélito empregado:

Eletrolito ¢ o meio que permite a passagem de corrente elétrica e a formacgao
de uma camada de 6xido na superficie de metais e suas ligas. Os componentes
eletroliticos podem ser classificados conforme seu comportamento passivante ou de
dissolucdo em relagdo ao substrato, no entanto outras classificagcdes também sao
possiveis, como em relagdo a incorporagdo de compostos na camada de 6xido. Nessa
classifica¢do os eletrolitos podem ser: a) eletrolitos que levam apenas a incorporagao
de oxigénio; b) eletrolitos que levam incorporagdes de compostos estranhos por
anions; c) eletrolitos que levam a incorporacdo de compostos estranhos por cations; e
d) eletrdlitos contendo particulas macroscopicas que sao incorporadas ao 6xido por
processos cataforéticos. Os sais comuns para processos de PEO em substratos de
aluminio, magnésio, titdnio e suas ligas em meio alcalino sdo, principalmente,
silicatos, fosfatos, aluminatos, fluoretos, boratos e estanatos. Alguns parametros que
devem também ser observados sdo a composi¢ao e a temperatura de utilizacdo
(SIMCHEN et al., 2020; YEROKHIN et al., 1999; SOLEYMANI NAEINI;
GHORBANI; CHAMBARI, 2019).

Os efeitos intrinsecos do eletrolito podem ser resumidos da seguinte forma

(JIANG; WANG, 2010):

a. Promove a passivagdao do metal para formar um filme isolante fino, o que ¢ um
pré-requisito necessario para a quebra dielétrica induzir a descarga de spark
(plasma);

b. Serve como meio para condugdo de corrente, transmitindo a energia essencial
necessaria para que ocorra a oxidacao do anodo na interface metal/eletrolito;

c. Funciona como fonte de oxigénio na forma de oxissal necessario para a
oxidacao;

d. Permite que os componentes presentes no eletrdlito sejam incorporados nos
revestimentos, modificando ou melhorando ainda mais as propriedades dos

revestimentos produzidos pelo processo PEO.

Os revestimentos de oxido criados por meio do processo PEO sdo

influenciados por varios fatores, incluindo composi¢ao do eletrdlito, concentracao,
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aditivos e valor de pH. Titanio e suas ligas geralmente utilizam eletrdlitos de fosfato,
silicato e aluminato. Pesquisas revelaram que os revestimentos em solugdes de silicato
apresentaram poros circulares, enquanto solugdes de fosfato resultavam em poros
circulares e anulares. Eletrolitos hibridos exibiram propriedades superiores, com
solucdes de silicato produzindo as estruturas mais densas. Revestimentos modificados
por fluor promovem a formacgdo de hidroxiapatita fluoretada, melhorando a resposta
ossea. Diferentes solucdes eletroliticas, incluindo fosfato, borato, citrato e silicato,
afetam a estabilidade do revestimento. Pesquisadores exploraram a biocompatibilidade
do titanio revestido com MAOQO, com eletrolitos de NaOH ¢ Na2SiO3, melhorando a
adesdo e proliferagdo celular. Acido citrico, etilenodiamina e fosfato de aménio como
eletrélitos influenciaram a forca de ligacdo da camada de TiO,, com for¢a mais fraca
observada ao adicionar certas substancias. A incorporacao de ions como estroncio,
manganés, cobre e prata nos eletrolitos melhorou as propriedades dos revestimentos,
impactando a resposta celular e as propriedades antibacterianas (LI et al., 2023;

WANG et al., 2015; SHOKOUHFAR et al., 2012; PESODE; BARVE, 2021).

Revestimentos de TiO, com cobre e zinco sdo estudados por seu potencial
antibacteriano. Além disso, a temperatura do eletrdlito desempenha um papel crucial
no processo de PEO. Durante as descargas de plasma, a temperatura da superficie do
revestimento aumenta significativamente, promovendo a formacdo de fases que
normalmente requerem altas temperaturas. No entanto, € vital manter os substratos
metalicos a temperaturas mais baixas para evitar a degradagdo de suas propriedades
mecanicas durante o processo. A uniformidade do revestimento também esta
diretamente relacionada a temperatura do eletrdlito. Temperaturas mais baixas do
eletrolito resultam em revestimentos mais uniformes, enquanto temperaturas mais
altas podem levar a revestimentos nao uniformes com maior porosidade. Além disso,
eletrolitos a temperaturas mais baixas demonstraram excelente resisténcia ao desgaste,
tornando-os ideais para aplicacdes em que a durabilidade ¢ uma preocupacao (LI et
al., 2023; WANG et al., 2015; SHOKOUHFAR; DEHGHANIAN; BARADARAN,
2011; SHOKOUHFAR et al., 2012; PESODE; BARVE, 2021).

Regime elétrico aplicado:

No contexto da oxidacao eletrolitica por plasma (PEO), o regime elétrico

desempenha um papel fundamental na determinagdo das propriedades dos
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revestimentos formados (LI ef al., 2023; WANG et al., 2015; SIMCHEN et al., 2020;
ALIOFKHAZRAEI et al., 2021; PESODE; BARVE, 2021):

i. A voltagem aplicada ¢ um parametro crucial, pois niveis mais elevados podem
induzir descargas intensas, resultando em poros maiores, enquanto voltagens
muito baixas podem comprometer o inicio do processo de oxidagdo desejado.

ii. A densidade de corrente ¢ outro fator de grande importincia. Sob uma
densidade de corrente constante, observa-se um aumento na intensidade das
descargas com o tempo de processo, o que se traduz em uma microestrutura
mais porosa. No entanto, permitir uma reducdo gradual da densidade de
corrente durante as fases posteriores do processo pode levar a descargas menos
intensas, resultando em um revestimento mais homogéneo e menos poroso.

iii. O ciclo de trabalho, que representa a propor¢do entre o tempo ativo e o periodo
total, juntamente com o uso de pulsos no regime elétrico, sdo estratégias
cruciais para otimizacdo do processo. Durante os pulsos, a corrente ou
voltagem ¢ ajustada regularmente para valores baixos, reduzindo assim a
intensidade das descargas. Esse fendomeno facilita a formagao de revestimentos
mais espessos com menor incidéncia de defeitos. Ciclos de trabalho
apropriados também desempenham um papel significativo na melhoria da
aderéncia do revestimento ao substrato.

iv.  Além disso, o tempo total de processo e a frequéncia das descargas
desempenham papéis essenciais. Um aumento no tempo de processo
geralmente resulta em um revestimento mais espesso, porém mais poroso.
Frequéncias mais elevadas podem produzir revestimentos mais uniformes,
embora frequéncias excessivamente altas possam levar a um crescimento

excessivo de graos e a formagdo de trincas nos revestimentos.

A escolha e a combinacdo desses parametros exercem uma influéncia sobre a
porosidade, a aderéncia, a espessura e a homogeneidade do revestimento, sendo aspectos
cruciais para o sucesso do processo € para a obtengdo de revestimentos de alta qualidade e

desempenho.
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2. 4 Contaminagao de superficies por biofilme bacteriano

Na natureza, as bactérias geralmente ndo existem em sua forma planctonica individual,
mas se organizam em sistemas biologicos coordenados conhecidos como biofilmes. Essas
células bacterianas tém a capacidade de aderir a uma ampla variedade de superficies naturais
e artificiais, sendo atraidas para essas superficies por forgas fisicas, como a atragdo de van der
Waals, forgas gravitacionais, efeitos da carga eletrostatica da superficie e interagdes
hidrofobicas. Os biofilmes sdo complexos depodsitos onde os micro-organismos estao
fortemente aderidos a uma superficie através de filamentos de natureza protéica ou
polissacaridica, conhecidos como glicocdlix. A formacdo de biofilmes estd relacionada a
varios fatores, incluindo as caracteristicas fisico-quimicas do material em que estdo aderidos e
a expressao de fatores de viruléncia pelos micro-organismos, como a produgdo de cépsula
exopolimérica e fimbrias. Alguns estafilococos coagulase negativo produzem um muco ou
slime (polissacarideo extracelular) que permite sua aderéncia as superficies, desempenhando
um papel importante na colonizacdo. A produgdo de slime ¢ considerada um fator de
viruléncia, facilitando a aderéncia e a formacgdo do biofilme. A adesdo microbiana ocorre
quando os micro-organismos se depositam em uma superficie de contato, fixando-se e
iniciando seu desenvolvimento. A multiplica¢do celular resulta na formagao de colonias e,
quando a massa celular ¢é suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros

micro-organismos, o biofilme ¢ estabelecido (BULLMANN, 2023; MENDES, 2015).

Apobs a adesdo em superficies sélidas, ocorre a fixagcdo e o crescimento do biofilme
através de um processo que consiste em 5 estagios, sendo eles (BULLMANN, 2023;

MENDES, 2015; REHM, 2008):

1. Adesao reversivel das bactérias planctonicas;
Adesao irreversivel delas;

Inicio da fundacao de microcoldnias;

> wn

Maturacdo das microcolonias ¢ crescimento do biofilme em comunidades
bacterianas tridimensionais;

5. Nova dispersao, ocasionada pelo desprendimento das células, que, por sua vez,
retornam para uma fase planctonica, completando o ciclo de vida do biofilme e

ficando livre para a colonizagdo de novos locais.
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Esse crescimento revela a engenhosidade das bactérias em criar biofilmes. Esse
processo que compreende o ciclo de vida de um biofilme em 5 estagios pode ser observado na

Figura 2.6.

Figura 2.6 - Ciclo de vida do biofilme, onde mostra a adesao reversivel e irreversivel, a proliferagdo (fundagao
de microcoldnias), o biofilme maduro e em comunidades tridimensionais, e a morte celular ¢ inicio de nova
dispersdo, que encerra o ciclo de vida de um biofilme e o comego de outro a partir da dispersao de células
planctonicas livres para colonizar novos locais.
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Fonte: Rehm, 2008.

Os biofilmes se destacam por sustentar a comunidade bacteriana e protegé-la contra
estresses ambientais. Ao formar um biofilme, as células bacterianas fortalecem sua defesa
contra agentes invasores, como bacteriofagos e amebas, além de adquirir resisténcia a
diversos biocidas e antibidticos. Sob a perspectiva das comunidades bacterianas, a formagao
de biofilmes ¢é benéfica, pois preserva as membranas internas das células contra
microrganismos prejudiciais. No entanto, a formagdo de biofilmes também pode acarretar
problemas em atividades humanas e na saide humana, como obstrugdes em canos de agua e
crescimento indesejado sobre implantes médicos, como proteses articulares e cateteres. A
resisténcia do biofilme ¢ principalmente atribuida a sua propriedade viscoelastica,
permitindo-lhe se adaptar a condigdes de alto cisalhamento, tornando-se mais compacto e
resistente. A densidade populacional exerce um papel crucial no crescimento do biofilme,
pois o aumento dessa densidade promove alteragdes na sua estrutura, resultando em maior

complexidade e resisténcia microbioldgica contra agressdes externas (XAVIER, 2022).
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As condi¢des hidrodinamicas, fisioldgicas e ecoldgicas influenciam a estrutura do
biofilme, incluindo sua espessura média. A aderéncia eficaz dos micro-organismos a uma
superficie metalica depende de multiplos fatores, como a forma e tamanho da célula, a
topografia do substrato ¢ o angulo de contato da superficie. Superficies mais rugosas sao
preferidas devido a maior area de contato disponivel, protecdo contra forgas de cisalhamento e
interagdes fisico-quimicas fortes. Por outro lado, superficies super lisas ndo favorecem a
adesdo bacteriana e formagdo de biofilme. A intera¢do entre microorganismos e superficie €
influenciada pela topografia, especialmente estruturas de pico e vale em escalas
micrométricas € nanométricas. Pardmetros de rugosidade, como R,, R, € R,, sdo importantes
para determinar a atividade antibacteriana. Diferentes arquiteturas e rugosidades de superficie
podem levar a comportamentos distintos de adesdo celular, mesmo com a mesma composicao

quimica das superficies (BULLMANN, 2023).

As bactérias podem ser classificadas em dois grupos principais com base na coloragdo
de Gram. As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular composta por uma
camada espessa de peptidoglicano, que retétm a coloragdo violeta do corante de Gram.
Exemplos de bactérias Gram-positivas incluem Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae. Ja as bactérias Gram-negativas possuem uma parede celular mais complexa,
composta por uma camada fina de peptidoglicano e uma membrana externa lipidica. Essas
bactérias sao coradas de rosa quando submetidas ao corante de Gram. Exemplos de bactérias
Gram-negativas incluem Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (LANDINI et al.,

2010).

2.4.1 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva que apresenta uma série de
caracteristicas e propriedades distintas. Ele ¢ classificado na familia Micrococcaceae € ¢
relacionado de perto com outros géneros bacterianos, como Enterococcus, Bacillus e Listeria.
Suas células formam aglomerados irregulares semelhantes a cachos de uva. Essa bactéria
pode causar uma ampla variedade de doengas, incluindo infec¢des de pele e tecidos moles,
infeccdes endovasculares e infecgdes de orgdos internos. Ela pode se disseminar a partir de
um local superficial para 6rgdos internos, estabelecendo focos metastaticos de infec¢do. A S.
aureus ¢ um importante patégeno tanto na comunidade como em hospitais, causando alta

morbidade e mortalidade. Em termos de comportamento em superficies metélicas, estudos
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tém mostrado que a rugosidade e a molhabilidade das superficies podem influenciar o
crescimento e a proliferacdo da S. aureus. Superficies metalicas mais rugosas e hidrofobicas
tendem a facilitar a adesdo e a formagao de biofilmes por parte dessa bactéria. Além disso, a
S. aureus tem um ambiente ideal de crescimento e proliferacao na pele e nasofaringe humana,
onde ¢ considerado parte da microbiota normal (BERGDOLL, 1991; ONDUSKO; NOLT,
2018; SANTOS et al., 2007; FOSTER, 2002).

A Staphylococcus aureus € uma bactéria conhecida por causar infecgdes persistentes
em implantes, como proteses mamadrias. Estudos mostram que tanto a S. aureus quanto a
Staphylococcus epidermidis sao importantes patogenos em infecgdes hospitalares associadas
ao uso de cateteres e outros dispositivos médicos. No entanto, devido a essas espécies fazerem
parte da flora bacteriana normal da pele e das mucosas humanas, ¢ dificil determinar se um
isolado microbiano ¢ a causa da infeccdo ou se ¢ resultado de contaminagdo. A capacidade
dessas bactérias de formar biofilmes nas superficies dos implantes ¢ um fator crucial para sua
persisténcia e resisténcia aos tratamentos antibioticos. A compreensdo dos fatores de
viruléncia e mecanismos patogénicos dessas bactérias ¢ essencial para o diagndstico preciso e
o desenvolvimento de estratégias de tratamento eficazes para as infec¢des relacionadas a
implantes (OLIVEIRA et al., 2018; PIETROCOLA et al., 2022; SALVI et al., 2008;
MONTANARO et al., 2011; CHESSA et al., 2016).

2.4.2 Escherichia coli

A espécie bacteriana Escherichia coli, também conhecida como E. coli, faz parte da
classe Gram-negativa, comumente encontrada no trato gastrointestinal de humanos e animais
de sangue quente. Ela exibe uma notavel versatilidade e resisténcia, o que a torna um
organismo modelo importante para estudos cientificos. Embora muitas cepas de E. coli sejam
inofensivas e desempenhem um papel benéfico como comensais, algumas cepas patogénicas
podem causar uma variedade de doencas, incluindo gastroenterite, infec¢do do trato urindrio,
sepse e meningite neonatal. Além disso, a E. coli pode estar associada a diarréias em animais
de estimagdo e animais de fazenda. Em relacao a interagao com implantes, a presenga de E.
coli pode representar um risco de infec¢ao para pacientes que tenham dispositivos médicos
implantados, como proteses, cateteres ou stents. A resisténcia antimicrobiana em cepas de E.
coli também ¢ uma preocupacdo crescente, o que enfatiza a importancia de estratégias de
prevengdo e controle de infecgdes (NATARO; KAPER, 1998; GOMES et al., 2016;

28



NATARO, 2004; LUKJANCENKO; WASSENAAR; USSERY, 2010; BLOUNT, 2015;
KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; ALLOCATI et al., 2013).

2.5 Propriedades fisico-quimicas de superficies para aplicagdes biomédicas

2.5.1 Molhabilidade

A molhabilidade ¢ a capacidade de um liquido se espalhar e entrar em contato com a
superficie de um sodlido. Esse fenomeno ocorre quando um liquido ¢ depositado sobre um
solido e, sob a influéncia da gravidade, se espalha até que as forcas de coesdo interna do
liquido, as forcas de gravidade e as forgas de tensdo superficial estejam equilibradas. Nesse
estado de equilibrio, pode-se medir o angulo de contato, 0, entre a superficie solida e o
liquido. A molhabilidade ¢ uma propriedade fisico-quimica que envolve a substitui¢do de uma
area da interface solido-ar por uma area equivalente da interface sélido-liquido, resultando em
uma diminui¢do ou aumento da interface liquido-ar. A energia livre envolvida nesse processo
determina a capacidade de um liquido de molhar uma superficie solida. A molhabilidade ¢
uma propriedade importante em diversas areas, especialmente implantes biomédicos, onde a
interacdo eficiente entre a superficie do implante e fluidos bioldgicos pode afetar a resposta
celular e a cicatrizagdo. Além disso, o estudo da molhabilidade também tem aplicagcdes em
areas como impermeabilizacdo de materiais ¢ modificacdo de propriedades de superficie
(SANTOS, 2022; NIKOOMANZARI et al., 2020; WENZEL, 1936).

Uma forma de quantificar a molhabilidade de uma superficie ¢ por meio de um
gonidmetro, instrumento que mede o angulo de contato estatico da gota de um liquido com
uma superficie em estudo. Esse angulo pode ser associado a parametros termodinamicos
relacionados a adesdao superficial. Quanto maior o valor desse angulo, menos suscetivel ou
favoravel ¢ a interagdo da 4gua com a superficie. Em outras palavras, quanto maior o angulo
de contato estatico de um material, menos “molhavel” ele é. O valor do angulo de contato de
uma gota de dgua aderida a uma superficie revela a natureza hidrofilica ou hidrofobica do
material que a compde. Sao consideradas as seguintes classificagdes de molhabilidade
(TOMA; DA SILVA; CONDOMITTI, 2016):

e superficie super-hidrofilica: angulos de contato muito baixos (~0°);
e superficie hidrofilica: angulos de contato estatico que variam desde baixos valores até
30°%

e superficie intermedidria: angulos variam entre 30° e 90°;
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e superficie hidrofobica: angulos assumem valores maiores que 90° e menores que 140°;

e superficie super-hidrofobica: angulos de contato estatico superiores a 140°.

2.5.2 Rugosidade

A rugosidade da superficie pode ser entendida como a textura ou aspereza de uma
superficie. Ela ¢ quantificada por parametros como R,, que mede a rugosidade média, ¢ R,,
que mede a altura das saliéncias e reentrancias na superficie. A rugosidade da superficie tem
um impacto significativo em varias aplicagdes, como adesao celular inicial, coloniza¢ao de
placa bacteriana, osseointegracdo de implantes e resisténcia a fadiga. Estudos demonstraram
que niveis intermedidrios de rugosidade podem promover uma melhor adesdo celular,
enquanto superficies mais lisas dificultam a formacdo de biofilmes e reduzem os riscos de
infeccao. Tratamentos de superficie, como jateamento, anodizagao e revestimentos de fosfato
de célcio, sdao utilizados para controlar e padronizar a topografia da superficie, a fim de
melhorar as propriedades biologicas e mecanicas dos implantes. Além disso, a presenca de
micro riscos e trincas na superficie podem funcionar como um fator de concentracdo de
tensdo e afetar a resisténcia a fadiga dos materiais metdlicos (HUANG et al., 2004;
RIMONDINI et al., 1997; SWAIN; RAUTRAY, 2021; JINLONG et al., 2021; IVANOVA et
al., 2010).

A rugosidade também pode afetar a resisténcia a corrosao de materiais. Superficies
com alta rugosidade podem apresentar maior propensao a corrosao devido a maior exposi¢ao
de areas irregulares, aumentando as chances de corrosdo localizada. Por outro lado,
superficies mais lisas e com menor rugosidade tendem a ter uma melhor resisténcia a
corrosdo, pois apresentam uma area de contato mais homogénea e menor suscetibilidade a
processos corrosivos. Portanto, o controle da rugosidade de superficie ¢ um aspecto
importante a ser considerado no desenvolvimento de materiais com propriedades

antimicrobianas e alta resisténcia a corrosdo (IVANOVA et al., 2010; ZHU et al., 2017).

A rugosidade da superficie pode ser quantificada por meio de parametros como R,, R,,

R, e R, (BULLMANN et al., 2023):

e R,: ¢ arugosidade média aritmética, que representa a média das alturas absolutas dos

pontos da superficie em relagdo a uma linha média imaginaria;
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e R, ¢ arugosidade maxima (profundidade média) e mede a diferenca de altura entre os
pontos mais altos e mais baixos da superficie, calculada a partir das alturas absolutas
dos cinco picos mais altos e das cinco depressdes mais profundas;

e R,: ¢ a assimetria da distribuicdo de altura, indicando se hd mais picos altos e
"afiados" com vales mais rasos e amplos (valor positivo), ou se ha pequenos picos
com vales profundos e estreitos (valor negativo);

e R, ¢ a curtose, que ¢ uma medida da funcao de densidade e probabilidade do perfil de
altura dos picos. Valores maiores que 3 indicam uma distribuicdo mais ordenada dos

picos, enquanto valores menores que 3 indicam uma distribuicao mais espalhada.

Esses pardmetros de rugosidade fornecem informacdes importantes sobre a textura da
superficie e sua influéncia na adesao celular, e podem ser utilizados para melhor compreensao
e controle de processos relacionados a biomateriais e interagdes celular-implantes
(BULLMANN et al., 2023). Os atuais sistemas de implantes comerciais possuem, em sua
maioria, uma variagdo de “altura” (R,) que varia de 1 a 2 pum. As caracteristicas
microtopograficas da superficie do implante (picos, vales e saliéncias) sdo parametros de
superficie importantes na resposta biologica e na configuracdo da interface osso-implante, por
exemplo. A topografia da superficie do implante pode ser classificada como lisa quando R, <
0,5 um, minimamente rugosa com R, = 0,5-1,0 um, moderadamente rugosa com R, = 1,0-2,0
um e altamente rugosa quando R, > 2,0 um. Como j& mencionado, as propriedades de
superficie sdo fatores criticos para alcancar o sucesso clinico (NICOLAS-SILVENTE et al.,

2020).

2.5.3 Interaciao célula-substrato

As interagdes célula-substrato sdo importantes na engenharia de tecidos e na medicina
regenerativa. O capitulo apresentado neste item discute a importancia dessas interagdes e
como elas influenciam o comportamento celular. A matriz extracelular (ECM) desempenha
um papel essencial na organizagdo espacial, ancoragem e resisténcia mecanica das células nos
tecidos. Proteinas como colageno, elastina, fibronectina e laminina estdo envolvidas na adesdo
celular e na ativacdo de vias de sinalizagdo. Os receptores de adesdo celular da familia
integrina sdo responsaveis por mediar a ligagdo entre as células e a ECM, formando contatos
focais. Além disso, as propriedades fisicas e quimicas do substrato, como topografia de

superficie, propriedades mecanicas e cristalinidade dos polimeros, também afetam as
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interacdes célula-substrato. Compreender essas interacdes ¢ crucial para o desenvolvimento

de biomateriais que possam imitar o ambiente natural e promover a adesdo, proliferacio e

diferenciagdo celular de acordo com as necessidades especificas do tecido (RIZWAN et al.,

2019).

Alguns pontos importantes a serem observados sobre a interagdo célula-substrato sdo

(SANTOS, 2022):

As interagdes entre célula e substrato dependem das interagdes entre proteinas e a
superficie, seguidas da interagdo entre células e proteinas;

As proteinas do sangue s3o adsorvidas na superficie do implante, fornecendo pontos
de ligagdo para as integrinas presentes nas células;

Os macrofagos e neutréfilos tentam fagocitar o implante, mas, caso falhem, se fundem
formando células gigantes de corpo estranho, que secretam citocinas para recrutar
fibroblastos;

Fibroblastos secretam coldgeno e outras proteinas, formando uma cépsula fibrosa ao
redor do implante, em um processo conhecido como resposta de corpo estranho;

A resposta fisiologica das células em contato com a superficie do material estd
diretamente relacionada a sua biocompatibilidade;

A primeira fase da interagdo célula/material compreende os fendmenos de adsorcao,
adesdo e espraiamento;

A qualidade dessa primeira fase influencia diretamente a capacidade das células de se
diferenciarem e proliferarem na superficie do biomaterial;

A interacdo inicial entre as células e a superficie do implante ¢ crucial para determinar
sua biocompatibilidade e durabilidade;

Os principais fendmenos de interacdo entre células e substrato sdo adesado, proliferacao
e diferenciagao;

E importante compreender os mecanismos de interacio entre implantes e células;

As propriedades fisico-quimicas da superficie do implante, como rugosidade,
molhabilidade e porosidade, afetam o contato com proteinas e células;

A diferenciagdo celular e a formacao de tecidos em contato com implantes dependem
da natureza quimica do material e das propriedades superficiais do biomaterial;
Microestrutura, topografia, rugosidade, molhabilidade e energia de superficie sdo

caracteristicas importantes na interagdo entre células e substrato.

32



EISENBARTH et al. (2002), investigaram as interagdes entre células e superficies de
titanio, com foco na formacdo de camadas de oOxido de titdnio ¢ sua influéncia na
biocompatibilidade. Foram produzidas camadas de 6xido de titdnio de 100 nm de espessura
em titdnio comercial e em uma liga experimental de titdnio com alto teor de vanadio. As
camadas foram obtidas por oxidagdo térmica, anddica e pelo processo sol-gel. Verificou-se
que a camada de 6xido de titdnio produzida pelo processo sol-gel foi capaz de proteger as
c€lulas contra elementos toxicos da liga, resultando em uma reagdo celular influenciada
apenas pela fina camada de 6xido de titdnio na superficie, e ndo pela composicao do material
em massa. Esses resultados indicam que a formagdo controlada de camadas de oxido de

titdnio pode contribuir para a melhoria da biocompatibilidade de implantes de titanio.

2.5.4 Adesao de células HUVEC e citotoxicidade

O titanio e suas ligas desempenham um papel importante como material para
aplicagdes biomédicas, tornando-se necessario que as células do organismo sejam capazes de
aderir a superficie do material e espalhar-se para realizar suas atividades metabolicas sem
comprometer sua funcionalidade. Os diferentes tecidos naturais, como osso, cartilagem,
nervos € vasos sanguineos, possuem padrdes topograficos que variam em escalas micro e
nano, tornando a topografia da superficie fundamental para a adesdo, migragdo e
diferenciacdo celular. Ao considerar a rugosidade da superficie, ¢ importante ndo apenas
analisar a amplitude dos picos e vales, mas também a organizacdo e distribui¢do. Superficies
com topografias desordenadas tendem a promover baixa adesdo celular devido a dificuldade
das irregularidades superficiais em estabelecer uma area de contato adequada (BULLMANN,
2023).

A fixacdo bioldgica, ou biofixagdo, ocorre gradualmente por meio de interacdes fisicas
e quimicas entre a superficie do implante e as células locais e adjacentes. A microestrutura e
as caracteristicas de superficie de um biomaterial determinam sua bioatividade ou inércia,
afetando o comportamento celular. A estabilidade ou reatividade das células em relacdo ao
implante depende da composi¢do quimica da superficie e da bioquimica celular, resultando
em uma resposta bioldgica positiva ou negativa. Em implantes bioativos, ocorrem ligacdes
bioquimicas entre as células e as particulas do implante, com as células proliferando
internamente em uma matriz porosa e hidrofilica. Em contraste, em implantes ndo ativos e
hidrofobicos pode ocorrer a formagao de um revestimento tecidual ou capsula fibrosa sobre o

implante. A superficie lisa e inerte desses implantes favorece o desenvolvimento de biofilmes
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nas irregularidades. Para evitar ligaces biologicas heterogéneas ou inibidas, a superficie de
implantes metalicos, como o titdnio, deve ser composta exclusivamente por Oxido. A
biofixagdo em implantes de titdnio ocorre por meio de uma complexa interacao entre a matriz

extracelular dos tecidos e a camada de 6xido de titanio (SA, 2017; SANTOS, 2022).

A adesdo celular a superficie do biomaterial ¢ fundamental para diversos
comportamentos celulares, como proliferacio, migracdo e diferenciacdo. A composicao
quimica da superficie, a rugosidade, a topografia e a molhabilidade sdo fatores-chave que
influenciam a adesdo celular. A adesdo celular adequada pode promover a biocompatibilidade
do material, evitando inflamacdes e acelerando a regeneragdo de tecidos e 6rgdos. A adesdo
envolve eventos de curto prazo, como ligagdes fisico-quimicas entre células e materiais, que

sdo influenciados por forcas iénicas e de van der Waals (SA, 2017; SANTOS, 2022).

As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) sdo células isoladas a
partir do cordao umbilical humano e sdo amplamente utilizadas como um modelo
experimental para estudar doengas cardiovasculares. Essas células desempenham um papel
essencial no desenvolvimento dessas doencas, uma vez que atuam como interface entre os
componentes do fluxo sanguineo, como mondcitos e plaquetas, e os demais componentes da
parede arterial. A cultura de HUVEC tem sido utilizada com sucesso devido a alta taxa de
sucesso no isolamento dessas células, e elas representam um excelente modelo para estudar
uma ampla variedade de doengas, incluindo doengas cardiovasculares e metabolicas. Essas
células sdo cultivadas in vitro em superficies de implantes para avaliar a adesdo, proliferagcdo
e funcdo endotelial, além de investigar a resposta inflamatdéria e a formagdo de codgulos
sanguineos. A utilizagdo das HUVEC como modelo de interagdo com implantes contribui
para o desenvolvimento de materiais mais compativeis e eficientes, o que beneficia
diretamente os pacientes que necessitam de intervencdes médicas (CAO et al, 2017,

MEDINA-LEYTE et al., 2020).

Tu et al. (2010) indicam a existéncia de uma intera¢do significativa entre as células
HUVEC e implantes de titanio. O estudo sugere que a matriz extracelular secretada pelas
c€lulas desempenha um papel fundamental na melhora da endotelizagdo dos implantes
vasculares de titanio. Isso indica que as células HUVEC tém a capacidade de aderir e se
proliferar na superficie do titdnio, auxiliando na formacdo de um revestimento endotelial
funcional. Essa interacdo ¢ de grande importancia para a aplicacdo bem-sucedida de implantes
vasculares de titanio, pois uma boa endotelizacdo ¢ essencial para prevenir complicagoes,

como a trombose ¢ a rejei¢ao do implante (TU et al., 2010).
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A biofuncionalidade de um dispositivo médico totalmente implantavel, como um
Dispositivo de Assisténcia Ventricular (DAV), depende da compatibilidade dos biomateriais
utilizados com as condig¢des fisicas, quimicas e bioldgicas as quais o implante sera exposto. A
presenca de uma superficie endotelizada ¢ desejavel para evitar a ativacdo da coagulagao
sanguinea e a formacdo de trombos. Para alcancar isso, € necessario aprimorar os
componentes do dispositivo por meio de processos de modificacao da superficie. Além disso,
a formacdo de uma camada neointima sobre a superficie do implante pode ser promovida pelo
crescimento de células endoteliais ou pela adsor¢do de células e proteinas presentes no sangue
circulante. A interacdo entre o implante e o tecido bioldgico durante o processo de

cicatrizagio ¢ determinada pelas caracteristicas de ambas as superficies (SA, 2017).

A viabilidade celular refere-se a capacidade de uma célula manter sua fungao e
sobreviver em determinadas condicoes. Ela ¢ fundamental também ao se realizar
manipulagdes experimentais, pois € necessario garantir que a maioria das células estejam
vivas para que os dados obtidos sejam confidveis. Ja a citotoxicidade refere-se a capacidade
de uma substdncia ou composto causar danos ou morte celular. A citotoxicidade ¢
frequentemente avaliada em experimentos in vitro para determinar a seguranga de produtos
farmacéuticos, cosméticos e agentes anticancerigenos. Essas avaliagdes sdo realizadas por
meio de testes que medem os efeitos toxicos em nivel celular, como alteragdes na
sobrevivéncia celular ou metabolismo. No entanto, ¢ importante ressaltar que a citotoxicidade
in vitro nem sempre reflete completamente os efeitos toxicos complexos que ocorrem no

organismo vivo (FRESHNEY, 2005).
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3. MATERIAIS E METODOS

A caracterizagdo morfoldgica, quimica e bioldgica de revestimentos obtidos pelo
processo PEO em amostras de Ti-cp, provenientes de metalurgia convencional, € com uso de
eletrélitos a base de glicerofosfato de sodio, acetato de magnésio e acetato de zinco, pode ser

observada no fluxograma da Figura 3.1.

Figura 3.1 - Fluxograma do desenvolvimento do experimento.
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Fonte: O autor.

Sendo os critérios para cada etapa de decisdo mostrados nos subcapitulos adiante.
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3.1 Pré-tratamento do substrato metalico de Ti-cp

As amostras de Ti-cp foram obtidas por processos convencionais de laminagdo e o
corte da chapa de titanio puro foi efetuado com jato d’agua, entregando amostras circulares de
9,4 mm de didmetro e 1,7 mm de espessura. O pré-tratamento do substrato consistiu em:

e Lixamento das superficies das amostras, sendo um lado para ter contato elétrico e o
outro para producdo de revestimento por meio de processo PEO. As gramaturas
utilizadas foram #320, #400, #600, #800 e #1200, fazendo-se uso de agua e detergente
neutro no lixamento;

e Desengraxe e limpeza das amostras em banho ultrassonico em 4 ciclos de 10 minutos,
sendo eles: a) dgua deionizada e detergente neutro; b) acetona; c¢) alcool etilico; e d)
agua deionizada. Apoés isso foram secas com jato de ar frio;

e Limpeza por meio de Plasma Frio, em aparato e condi¢des similares ao utilizado por
Bullmann (2023) em seu trabalho.

Apoés todas as etapas, as amostras foram submetidas ao teste da gota d’agua para
verificagdo de existéncia de hidrofobicidade e, caso houvesse, as mesmas foram submetidas

novamente aos ciclos de limpeza.

3.2 Processo PEO

O eletrolito utilizado no processo PEO foi preparado a partir do eletrdlito usado por Sa
(2017) em seu estudo, sendo apenas acrescentado zinco a solucdo, ficando definido como:
e 15 g/L Glicerol fosfato sal dissddico hidratado (C;H;Na,O¢cP.XH,0);
e 5 g/l Acetato de magnésio tetrahidratado (C,H,MgO,.4H,0);
e 22 g/ Acetato de zinco (C,HsO,Zn.2H,0).
e 1L agua.

A adicdo de zinco foi realizada para se obter um melhor desempenho na atividade
antibacteriana. Para a execucdo do PEO foram utilizados 3 L de eletrélito, de modo a
acomodar bem a amostra no béquer utilizado e mantendo uma distancia segura entre os
eletrodos. A medi¢do do pH indica que o eletrolito ¢ levemente acido (pH = 6), estando
proximo de neutro. Foi utilizada a fonte de alimentagdo CC Pulsada Supplier CA Trifasica
Modelo FCCE 2400-80-i155451, programada via comunicacao serial RS232C. A configuragao
do aparato utilizado pode ser observada na Figura 3.2, onde apresenta a disposicao da fonte de

corrente, dos eletrodos e do banho termostatico.
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Durante a execu¢do do processo PEO, a temperatura foi controlada por meio de
sistema de resfriamento em banho termostitico em temperatura entre 20-21°C. Apos a
obtencdo do revestimento, o eletrdlito ¢ deixado em descanso enquanto retorna a temperatura

inicial minima.

Figura 3.2 - Aparato do processo PEO.

Conjunto
amostra/cachimbo

Eletrolito

’___7 Contatos elétricos

Contra eletrodo de tela
de ago

Banho termostatico com
N .-l-l-'-'-—
espira de aco

Fonte: LAPEC-UFRGS

Os revestimentos foram obtidos por método potenciostatico, utilizando-se como contra
eletrodo uma tela de aco inoxidavel e como eletrodo de trabalho a propria amostra com uma
area superficial de 0,69 cm? aproximadamente.

O regime elétrico ficou definido como:

e Tensdo PosP =500 V;
e Tensdo NegP=0V;

o Corrente PosP =20 A;
e Corrente NegP =0 A;
e TpOn=1500 us;

e TnOn=0 pus;
e TpOff=1000 ps;
o TnOff=0 ps;

e Periodo =2500 ps;

e Frequéncia =400 Hz;
e Duty = 60%:;

e CR=Inf.
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Nao foi utilizado rampa de crescimento para a tensdo. Os tempos de duragcdo do
processo PEO foram 50s, 120s e 180s.
A nomenclatura das amostras empregadas nos ensaios foi elaborada para indicar o
ensaio que cada uma passou, podendo ser observada nos exemplos: Zn0,1 30s e
Zn0,1 120s1, onde:
e 7n0,1 - Adicao de 0,1M de Acetato de Zn no eletrdlito usado no processo PEO;
e 30s - Tempo de duragdo do processo seguido da unidade de tempo, variando entre 50,
120 e 180s;
e 120sl - O ntimero 1 apos a unidade de tempo informa que essa amostra ¢ a primeira
repeticdo dessa configuragdo de amostra ensaiada. A primeira amostra de cada
configuragdo ndo possui numeracao de repeticao.

Os ensaios foram realizados com no minimo 3 repeticoes.

3.3 Caracterizagdes

As imagens da superficie das amostras com revestimento PEO e substrato foram
obtidas por meio de microscopia optica (MO), utilizando-se um microscopio Optico Carl Zeiss
Axio Lab.A1 com Axiocam 105 color.

O angulo de contato das amostras para determinagdo da molhabilidade foi obtido a
partir do método da gota séssil, por meio de um aparato desenvolvido pelo Laboratério de
Pesquisa em Corrosdo (LAPEC) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Esse método
consiste em depositar, por meio de uma micropipeta, uma gota de um liquido sobre a
superficie da amostra. Neste estudo foi utilizado agua destilada. A gota depositada foi
observada por meio de uma lente de baixo aumento, € o angulo de contato foi medido no
software Surftens. As medigdes foram registradas com no minimo 3 gotas em regides distintas
das amostras.

Para a caracterizagdo morfoldgica do substrato e dos revestimentos obtidos, foi-se
medido os parametros de rugosidade R,, R,, Ry e Ry, por meio do rugosimetro SURFTEST
SJ-410 Surface Roughness Tester SJ-410 MITUTOYO.

Para a avaliagdo da composi¢do quimica do revestimento formado, as amostras foram
caracterizadas por meio de ensaio de Fluorescéncia de Raios X (FRX) no Departamento de
Materiais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), pelo Laboratorio de

Corrosao, Protecao e Reciclagem de Materiais (LACOR). O equipamento utilizado foi o

39



Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X da Thermo Scientific, modelo Niton XL3t

Goldd+ Portatil.

3.3.1 Reprodutibilidade e Influéncias dos Parametros PEO

O processo PEO engloba fenomenos considerados desconhecidos e relativos as
condi¢gdes impostas, portanto, durante a produgdo dos revestimentos pelo processo PEO, foi
registrado os valores de tensdo e densidade de corrente (por meio de programa proprio da
fonte de alimentag¢do), temperatura inicial e final (por meio de termdmetro digital
infravermelho com mira laser) e microscopia Optica (Carl Zeiss Axio Lab.Al com Axiocam
105 color) para comprovar a capacidade de reproducdo do processo PEO empregado para
produzir um revestimento texturizado em Ti-cp.

Graficos para o comportamento da tensdo x tempo, da densidade de corrente x tempo e
densidade de corrente x tensdo foram elaborados, a fim de se evidenciar a similaridade e a

reprodutibilidade do experimento, enquanto se observa o comportamento do processo PEO.

3.4 Ensaio de adesdo bacteriana

O ensaio de adesdo foi conduzido conforme Akmak et. al. (2019), feito algumas
modificagdes. O indculo da bactéria Escherichia Coli (ATCC 8739) e Staphylococcus Aureus
ATCC 25904 (Newman) foi feito de acordo com o descrito por Martinelli ez. al. (2017).

O ensaio consiste das etapas:

® As bactérias foram cultivadas overnight em éagar Luria Bertani (LB), a 37 °C. As
colonias foram emulsionadas em solucdo salina (NaCl 0,9 %) até 0,5 na escala

McFarland, e a partir disso foram diluidas mais 10 vezes para obter o indculo de 107

UFC/mL;

® As bactérias foram espalhadas na placa de petri com um swab e, apos isso, as amostras
testes foram colocadas na superficie da placa de petri com a parte do filme em contato
com o inoculo bacteriano;

e As amostras foram previamente esterilizadas em fluxo luminar sob luz ultravioleta, 15
minutos cada lado. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h (AKMAK et. al.,

2019);
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e Apds o término da incubagdo, as amostras foram retiradas do LB com auxilio de pinga
esterilizada e imersas em agua peptonada 0,1%, por 1 min sob agitacdo de um vortex,
para a remocao das células aderidas;

® As solugdes de lavagem foram diluidas seriadamente em dgua peptonada e plaqueadas
pelo método de drop plate em placas de agar LB. As placas foram incubadas a 37
°C/24 h em estufa bacteriologica;

® As células viaveis foram calculadas de acordo com as Unidades Formadoras de

Colonia por mL (UFC/mL).

3.5 Ensaios de adesao e viabilidade celular

3.5.1 Cultura das células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC)

Neste estudo foram utilizadas células endoteliais da veia umbilical humana (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells - HUVEC). Essas células foram cultivadas nas condigdes de
cultivo com 5% de didxido de carbono (CO,) a uma temperatura de 37°C, utilizando como
meio de cultura o Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Dulbecco’s Modified
Eagle's Medium, Sigma-Aldrich) de baixa glicose, suplementado com 10% de soro bovino
fetal (Laborclin), 2,5 g/L de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanossulfonico (HEPES,
Sigma-Aldrich), 3,7 g/l de bicarbonato de sodio (Neon), 100 U/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina (1% P/S, Sigma-Aldrich), e o pH ajustado para 7,2.

Os materiais em formato cilindrico foram expostos a luz ultravioleta (UV) por um
periodo de 15 minutos, em ambas as superficies inferior e superior, dentro de uma capela de
fluxo laminar. Em seguida, foram adicionados em placas de cultura de 48 pogos (TCP-48

Kasvi).

3.5.2 Avaliacao da adesao celular (DAPI e microscopia)

Para a avaliagdo da adesdo, foram adicionadas 50.000 HUVECs em cada amostra.
Ap0s 4 horas da adi¢do das células, o teste de adesdo foi conduzido utilizando dicloridrato de
4',6-diamidina-2'-fenilindol (DAPI). Inicialmente, o meio de cultura dos pogos foi descartado
e as amostras foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS - Phosphate-Buffered Saline).

As células aderidas foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 minutos. Em

seguida, as amostras foram novamente lavadas com PBS, e os nucleos das células aderidas
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foram corados com 5 pg/mL de DAPI dissolvidos em tampao fosfato, seguido por uma nova
lavagem com PBS (BULLMANN et al., 2023; MAURMANN et al., 2017).

Cinco fotografias foram capturadas em cada uma das cinco amostras por grupo
utilizando um microscopio de fluorescéncia (Leica Dmi8, Leica Microsystems) com uma
ampliacdo de 200x. Os nucleos celulares marcados foram contados, e os resultados foram

expressos como o numero de células por campo.

3.5.3 Viabilidade celular por atividade mitocondrial (MTT)

A avaliagdo da viabilidade celular foi conduzida por meio do ensaio de MTT (brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium]) de contato direto, com um total de cinco
replicatas (n = 5). As células, na densidade de 50.000 por pocgo, foram cultivadas em 1 mL de
meio de cultivo em placas de 48 pocos. Apds um periodo de 24 horas, a viabilidade celular foi
examinada.

Para estabelecer um controle de morte celular, foi utilizado Triton X-100 a 1% em
agua por 10 minutos, aplicado imediatamente antes do ensaio de MTT, sobre as células
cultivadas diretamente nos pocos da placa de cultura.

O ensaio de MTT empregou uma solu¢do de 1 mL por pogo, com uma concentragao
de 0,25 mg/mL, em tampao sem calcio e magnésio (CMF), com um tempo de incubagdo de 3
horas a 37°C. Apds as 3 horas, os sobrenadantes dos pocos foram removidos, € os cristais de
formazan resultantes foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) em um volume de 400
pL. Em seguida, 300 pL foram lidos em um espectrofotometro MultiskanTM FC (Thermo
Scientific — Thermo Fisher Scientific®) em uma placa de 96 pocos, ¢ os resultados foram
calculados pela diferenca de absorbancias nos comprimentos de onda de 630 e 570 nm

(BULLMANN et al., 2023; MAURMANN et al., 2017).
3.5.4 Analise estatistica

Os resultados de adesdo e viabilidade foram expressos como média e erro padrao da
média (EPM). Para a avaliagdo estatistica, foi empregado o teste de analise de variancia

ANOVA seguido pelo teste post-hoc de Tukey utilizando o programa estatistico PASW

Statistics 18 software (SPSS) em comparacao com o controle (placa de cultivo).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 CaracterizagOes de superficie

Qualitativamente foi avaliado o aspecto visual das amostras, por meio de fotografia da
amostra, como mostrado na Figura 4.1, e microscopia Optica, mostrado nas Figuras 4.2, 4.3 ¢
4.4, tendo como critério de uniformidade a coloragdo e a presenga de poros e arcabougos

(texturizagdo).

Figura 4.1 - Fotografias das amostras com revestimento, para os tempos (a) 50s, (b) 120s e (c) 180s.

9,4 mm 9,4 mm 9,4 mm

(a) (b) (€)

Fonte: O autor.

Figura 4.2 - Microscopia optica 200x do revestimento obtido em processo PEO com duragdo de 50s.

Fonte: O autor.
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Figura 4.3 - Microscopia optica 200x do revestimento obtido em processo PEO com duracdo de 120s.

Fonte: O autor.

Figura 4.4 -Microscopia 6ptica 200x do revestimento obtido em processo PEO com duraggo de 180s.

Fonte: O autor.

A Figura 4.1 evidencia uma leve diferenca na coloracdo das amostras, em fung¢do do

tempo de PEO, sendo:
44



a) 50s: Apresentou um tom de cinza claro, bastante homogéneo em toda a superficie;

b) 120s: Possui um tom de cinza ligeiramente mais escuro que a amostra de 50s e parece
ter uma textura levemente mais granulada;

c) 180s: Apresenta um tom de cinza ainda mais escuro do que as amostras de 50s e 120s.

As microscopias Opticas, Figuras 4.2, 4.3 e 4.4, revelaram que os revestimentos
obtidos por meio de processo PEO demonstraram a formagdo de poros e arcabougos, sendo
observado que:

e 50s: disposi¢do uniforme de poros e arcabougos com didmetro até 6 pm;

e 120s: presenga uniforme de poros e arcaboucos com didmetro até 7 um;

e 180s: apresenta disposi¢ao uniforme, com poros e arcabougos com didmetros variando
na faixade 5 a 12 pm.

As medicoes foram feitas no ImageJ.JS, versdao online do software ImageJ, em escala
micrométrica.

E importante a formacdo de poros e arcaboucos com didmetro de 5 a 20 pum na
superficie do titdnio, pois essas dimensdes sdo proporcionais as das células circulantes e/ou
endoteliais. Por se tratar de um revestimento produzido por meio de processo PEO, essa
formagdo de poros e arcabougos ja ¢ esperada, devido ao método empregado, sendo os
microporos criados no momento em que as bolhas de gés e 6xido sdo expelidas durante a
fundigo, nas areas afetadas pela agio dos micro-arcos (SA, 2017).

Com base nas medi¢des, temos que os revestimentos atingem o didmetro necessario
para a endotelizagdo, todavia os oOxidos produzidos com 50s e 120s de processo PEO
apresentam muitos poros abaixo de 5 pm, em contrapartida o tempo de 180s produziu poros e
arcaboucos dentro da faixa ideal para o tecido estudado. S (2017), em seu trabalho, opta por
trabalhar com 50s de processo PEO, em vista que essa duracdo proporciona poros e
arcaboucos com diametros de 5 a 15 um, condizente com as dimensdes das células circulantes
e endoteliais.

Nessa pesquisa, infere-se que, neste aspecto, o revestimento com 180s de duracdo de
anodizagdo caracteriza-se como mais propicio a processos de endotelizagcdo, e a diferenca
deve-se a adicao de acetato de zinco na composi¢do do eletrélito usado por Sa (2017).
Também foi observado nos experimentos que quanto maior o tempo de exposi¢do das
amostras ao plasma, maior foi o didmetro dos poros produzidos.

A molhabilidade ¢ uma propriedade fundamental para os implantes, visto que a
interacao eficaz entre fluidos bioldgicos € uma superficie hidrofilica pode potencializar a

resposta celular e a absor¢do de proteinas. Adicionalmente, a molhabilidade aprimorada
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favorece a integracdo do implante com tecidos moles e duros, e promove a cicatrizagdo de
feridas adjacentes, evidenciando seu papel essencial na otimizagdo da funcionalidade dos
implantes (SANTOS, 2022). A medigdo do angulo de contato pelo Surftens pode ser

observada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Angulo de contato para cada duragio do PEO.

Molhabilidade
Duragéo PEO Agg:tlgtge
50s 14° + 7°
120s 23° + 8°
180s 17° £ 10°

Fonte: O autor.

O angulo de contato da amostra de 120s (23°) demonstrou ser 9° maior que o de 50s
(14°) e 6° maior que o de 180s (17°), entretanto, para os trés tempos, as superficies sao
classificadas como hidrofilicas, pois seus valores de angulo de contato estdo situados abaixo
de 30° e acima de 0° (0° < 6 < 30°).

Estudos experimentais sobre a molhabilidade de diversos materiais de engenharia
revelaram que a rugosidade superficial afeta significativamente suas propriedades de
molhamento, analisadas por medi¢des do angulo de contato. Esses estudos evidenciaram que
superficies lisas, com rugosidade R, entre 5 e 10 um, exibem melhor molhabilidade
(KUBIAK et al., 2011).

As amostras passaram por rugosimetro para coleta dos valores dos pardmetros de

rugosidade - R,, R,, Ry e R,,. A Tabela 4.1 apresenta esses valores.

Tabela 4.2 - Valores de Rugosidade R, R,, Ry ¢ Ry

Durac&o do Antes do processo PEO - Médias
processo PEO Ra (um) Rz (um) Rsk Rku
50s 0,17 £ 0,03 1,40 £ 0,29 0,66 + 0,13 3,73+0,54
120s 0,18 + 0,08 1,26 £ 0,52 0,27 £+ 0,23 3,567 £ 0,39
180s 0,15+ 0,02 1,13+ 0,31 0,49 + 0,38 4,38 £1,29
Apés processo PEO - Médias
50s 0,51 +0,03 3,82+0,22 1,13 £ 0,04 4,23 £ 0,09
120s 1,07 £ 0,09 6,39 + 0,31 0,16 £ 0,14 2,58 + 0,11
180s 0,96 + 0,04 6,84 + 0,25 0,07 +£0,14 3,28 + 0,61

Fonte: O autor.
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Os valores de rugosidade média (R,) apds o processo PEO aumentou em 3x para o
tempo de 50s, e em torno de 6x para o tempo de 120s e 6,5x para 180s. Para a rugosidade de
profundidade média (R,), o aumento dos valores de rugosidade foi semelhante ao aumento do
R,, ficando em 2,7x para o tempo de 50s, 5,1x para o tempo de 120s e 6,1x para o tempo de
180s. Os valores de rugosidade média para 120s e 180s estdo bem proximos, assim como o
angulo de contato apresentado por eles.

Tais indicadores de rugosidade revelam dados importantes sobre a textura superficial e
seu efeito na aderéncia de células, servindo como ferramentas para aprimorar o entendimento
e a gestdo de procedimentos associados a biomateriais e a interagdo entre células e implantes
(BULLMANN et al., 2023; NICOLAS-SILVENTE et. al., 2020).

Os valores de R, das amostras com revestimentos produzidos nos tempos de 120s e
180s de PEO se aproximam mais dos valores de rugosidade encontrados nos implantes
comerciais, que variam de 1 a 2 um. A rugosidade para o tempo de 50s pode ser classificada
como minimamente rugosa (Ra = 0,5-1,0 um), tendendo a ser uma superficie lisa. Para o
tempo de 120s temos uma superficie moderadamente rugosa (Ra = 1,0-2,0 um), ja para o
tempo de 180s temos uma superficie minimamente rugosa (Ra = 0,5-1,0 pm) préxima de uma
configuragdo moderadamente rugosa, que ¢ a mais encontrada nos implantes comerciais, pois
apresenta melhor intera¢do célula-substrato (NICOLAS-SILVENTE et al., 2020). Superficies
com maior rugosidade proporcionam uma area de contato ampliada para ancoragem, defesa
contra forgas de cisalhamento e mudancas quimicas que resultam em interagdes
fisico-quimicas intensas com a superficie (ARAUJO et al., 2010).

Os valores de R, dos revestimentos foram 3,824 um (50s), 6,395 um (120s) e 6,836
um (180s), o que nos mostra que os tempos de 120s e 180s sdo mais rugosos que o de 50s e,
em contrapartida, menos uniformes, o que pode diminuir o desempenho antimicrobiano
(BULLMANN, 2023). Vale ressaltar que R, ¢ um parametro de rugosidade linear que ¢
influenciado por arranhdes, danos e contaminagdo (ROSENTRITT; SCHNEIDER-FEYRER;
KURZENDORFER, 2024).

O Ry mede a simetria da distribuicao de altura, indicando se ha mais picos altos e
"afiados" com vales mais rasos e amplos (valor positivo), ou se ha pequenos picos com vales
profundos e estreitos (valor negativo). Os valores de rugosidade Ry das amostras deste estudo
indicam a existéncia de uma assimetria positiva, ou seja, esses 0xidos apresentam picos altos
e agucados com vales mais rasos € amplos. O 6xido formado pelo processo PEO com duragao
de 50s apresentou valor mais alto dentre os revestimentos produzidos, enquanto os tempos de

120s e 180s, apesar de positivos, se aproximam do zero, o que indica uma distribui¢ao de
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altura mais uniforme, com um nimero parecido de picos e vales (BA et. al., 2024; THOMAS,
1998; BULLMANN, 2023)

Os valores de curtose das amostras (R,,), nos mostra que, dentre os revestimentos
formados, o de 120s apresenta distribui¢ao dos picos mais espalhada (R,, < 3), enquanto os de
50s e 180s apresentam a distribuicdo dos picos mais central e mais ordenada (R, > 3). O Ry,
descreve a probabilidade de achatamento do perfil em relacdo a distribui¢do Gaussiana,
representada pelo valor 3 (Ry, = 3). Superficies com picos e vales relativamente planos sao
refletidas em uma curtose menor que 3, enquanto um valor de curtose acima de 3 indica picos
e vales mais agudos (BA et. al., 2024; THOMAS, 1998).

As amostras foram analisadas por espectrometria de Fluorescéncia de Raios X (FRX)
para obtengdo da composi¢ao quimica, em prol de avaliar se houve a incorporacdo de zinco

no revestimento produzido. A Tabela 4.2 apresenta esses valores.

Tabela 4.3 - Incorporag@o de Zn nos revestimentos.

Tempgodgéigragéo Zn (% em peso)
50s 0,63 + 0,05
120s 2,86 + 0,65
180s 4,65+ 0,80

Fonte: O autor.

Por meio da Tabela 4.2, podemos observar que cada duragdo apresentou Zn
incorporado em sua composi¢do quimica (% em peso), sendo, em média, 0,63% para 50s,
2,86% para 120s e 4,65% para 180s. Portanto, a incorporacdo de Zn aumentou com o tempo
de processo PEO. O revestimento ¢ formado em sua maioria por titanio e zinco (ANEXO).

Outros elementos presentes no eletrélito (como o fosforo e o magnésio) ndo foram
incorporados ao revestimento, conforme apontado pelo FRX, todavia pode haver pequenas
incorporagdes desses elementos que nao foram lidos pelo equipamento, devido a sua
sensibilidade (limite de deteccdo). Um exemplo de elemento que ¢ conhecido por estar no
revestimento € o oxigénio (revestimento de 6xido), todavia o FRX ndo possui capacidade de

identificar e quantificar esse elemento.
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4.1.1 Reprodutibilidade e Influéncias dos Parametros PEO

Graficos para o comportamento da densidade de corrente x tempo do experimento

foram plotados, Figura 4.5, onde pode-se observar o pico inicial que ocorre devido ao inicio

da passagem de corrente pela amostra de Ti-cp.

Figura 4.5 - Comparacg@o entre as densidades de corrente das amostras em (a) geral e para os tempos (b) 50s, (c)
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Analisando a Figura 4.5 observamos que, independentemente do tempo de duracdo do
processo PEO, o revestimento ¢ formado, majoritariamente, na faixa de 0,5-1,5 A/cm?, com a
estabilizacdo da formac¢ao do 6xido no entorno de 1,0 A/cm?. Em uma de 120s ¢ outra de 180s
a densidade de corrente sobe para valores proximos ao do pico inicial em momentos distintos,
todavia esse salto ndo gerou influéncia na incorporacdo de zinco pela amostra, em
contrapartida pode-se notar uma tendéncia em aumentar a assimetria da rugosidade (Ry,) para

picos mais altos e vales mais rasos.

A temperatura inicial e final foi observada, Figura 4.6, a fim de se analisar a influéncia

dela no processo PEO.

Figura 4.6 - Comparacdo entre as temperaturas inicial e final do procedimento.
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Fonte: O autor.

Observa-se na Figura 4.6 que a diferenca de temperatura aumenta conforme se estende
o processo PEO. A temperatura inicial foi estabelecida na faixa de 20,0-22,0°C, pois abaixo
dessa faixa ou muito acima dela notava-se diferenca na coloragdo da amostra (aspecto visual)
€ sua microscopia revelava uma morfologia menos uniforme, além de atraso para quebra da
barreira dielétrica e inicio da formagdo do 6xido com interagao dos elementos do eletrolito.
Portanto, a temperatura de inicio foi mantida nessa faixa para assim evitar diferencas de
energia no sistema e que afetasse também a densidade de corrente ao longo do processo.
Durante toda a duragdo do processo PEO houve a presenca de bolhas de gases, emissao

luminosa e ruidos caracteristicos das micro descargas de plasma que formam o o6xido. O
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procedimento realizado neste trabalho foi otimizado justamente para que houvesse micro
descargas durante todo o processo, aparecendo desde o primeiro segundo de execucao.

A influéncia da temperatura pode ser observada anteriormente em outro experimento,
com adi¢do de 0,023 M de Zn em vez de 0,1 M, onde para temperatura inicial acima de
26,0°C ocorreu a leitura de valores baixos de corrente nos primeiros segundos, atrasando o
pico inicial que marca a quebra do revestimento formado na passivagao do titdnio e comega a
se formar o revestimento que incorpora elementos do eletrolito. Isso pode estar relacionado
com a resistividade da amostra de titanio puro e do eletrdlito no momento em que se inicia o
processo, pois apesar de o aumento da temperatura aumentar a condutividade do meio aquoso,
essa relacdo ocorre de modo inverso para o material metéalico, no caso o titdnio, que percebe
uma aumenta de sua resistividade a passagem de elétrons devido a reducao de sua mobilidade.

Foi utilizado sistema de resfriamento para se acelerar a diminui¢ao de temperatura do
eletrolito entre os usos, tendo em mente que a temperatura ao final do processo varia entre
26-36°C.

Foi plotado o grafico do comportamento da densidade de corrente pela tensdo de cada
amostra, Figura 4.7, para assim entender melhor o comportamento do procedimento de

formacao dos revestimentos de 6xido.

Figura 4.7 - Comparacdo do comportamento da densidade de corrente pela tensdo de cada amostra
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Fonte: O autor.

A Figura 4.7 nos exibe os pontos que ndo se assemelham aos graficos plotados em
Yerokhin, A. L. et al. (1999), Figura 2.3, ¢ Simchen et al. (2020), Figura 2.4, pois o processo
aplicado nessa pesquisa se atém apenas a etapa em que ocorre os micro arcos, além de que a
tensdo ¢ fixada em 500 V, sendo esse o valor lido durante quase todo o processo PEO, todavia
pode-se observar que, conforme estabelecido pelos autores, o comportamento do processo
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PEO desta pesquisa pode ser classificado como complexo, onde o sistema ¢ descrito por
quatro fases (metal-dielétrico-gas-eletrdlito) com multiplas possiveis fronteiras de fase,
especialmente em tensdes criticas (500 V), todavia vale ressaltar que para melhor exatidao
seria necessario estudar o processo com ambos tensdao e corrente livres, para se analisar o

comportamento da curva que seria gerado nesse cenario.
4.2 Analise da Atividade Antibacteriana do Revestimento

A atividade antibacteriana foi avaliada por meio das Unidades Formadoras de
Colonias (UFC/mL) para espécies Gram-positivas e Gram-negativas, sendo neste caso
empregados a Staphylococcus aureus ¢ a Escherichia coli, respectivamente. A contagem das

UFC por mL de cada sistema e para tipo de bactéria pode ser observado nas Figuras 4.8 ¢ 4.9.

Figura 4.8 - Unidades Formadoras de Colonias/mL em superficies do substrato Ti-cp pré-tratado (branco) e com

revestimento obtido por processo PEO, para S. aureus.
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Fonte: O autor.
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Figura 4.9 - Unidades Formadoras de Colonias/mL em superficies do substrato Ti-cp pré-tratado (branco) e com

revestimento obtido por processo PEO, para E. coli.
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Fonte: O autor.

A Figura 4.8 nos mostra que a presenca de UFC/mL nos sistemas de 50s, 120s ¢
branco foi 2,60, 10,02 e 18,22 vezes maior que no sistema de 180s de processo PEO. Ja na
Figura 4.9 temos que, para os sistemas de 50s, 120s e branco, os valores de UFC/mL foram
2,05, 2,14 e 1,43 vezes maior que no sistema de 180s.

As Figuras 4.8 e 4.9 nos revelam que, para ambas espécies de bactéria, o resultado foi
satisfatorio no sistema de 180s, que apresentou ag¢ao antibacteriana ao inibir a formacgao dos
biofilmes, visto que seus valores de UFC/mL foram menos que do sistema sem revestimento
formado por PEO (branco).

Os sistemas de 50s e 120s apresentaram bom desempenho contra a formagdo de
biofilme contra a espécie S. aureus, todavia ambos os tempos falharam na inibicdo do
crescimento do biofilme contra a espécie E. coli. Portanto, o sistema de 180s demonstrou ter
melhores capacidades de acdo antibacteriana dentre os sistemas testados.

O efeito antibacteriano apresentado pode estar relacionado com a incorporagdo de
zinco no revestimento formado por PEO, visto que o metal tem sua eficacia comprovada em
outros estudos contra espécies do tipo Gram-positivo e Gram-negativo (KUMAR et al., 2017;
S; N; P.P, 2020;).
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Os mecanismos de acdo antibacteriana do zinco ainda sido discutidos na literatura,
dentre eles, se destacam: a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) através do efeito
fotocatalitico caracteristico de particulas de 6xidos de zinco e a lixiviagdo de ions metalicos
advindos de nanoparticulas e/ou ions implantados na superficie do material. Ambos os
mecanismos agem através da interagdo desses agentes com a membrana celular das bactérias,
causando seu rompimento e consequente morte dos micro-organismos (QI et al., 2017,
JIANG; LIN; CAI, 2020).

Os ROS sao produtos de reducao de um unico elétron do oxigénio, que dependendo do
meio que esta inserido, pode formar anions de superoxidos (O%), radicais hidroxila (OH) e
peréxido de hidrogénio H,O,. Essas espécies reativas de oxigénio reagem com as ligagdes
quimicas de matéria organica, a degradando (BAYR, 2005, AL-JUMAILI et al., 2019;
KUMAR et al., 2020). Esse processo ocorre preferencialmente quando ha a excitagao do
o6xido de =zinco por uma fonte de radiacdo visivel/ultravioleta, através de reagdes
fotocataliticas (Leung et al., 2016).

Outro mecanismo de atividade antibacteriana do zinco ¢ descrito pela lixiviagao de ions
do metal para o meio aquoso. Nesse caso, o cation pode ser atraido eletrostaticamente até a
superficie da membrana celular carregada negativamente, interferindo no equilibrio de carga,
causando uma deformacdo celular e posterior rompimento da mesma, resultando na
desnaturag¢do de proteinas, destruicdo do DNA e consequente queda na proliferacao celular do
biofilme (Jiang; Lin; Cai, 2020).

Visto que o processo de PEO pode incorporar ions do metal presente no eletrolito ao
revestimento, ¢ possivel que o mecanismo de lixiviagdo de cations de zinco adicionados ao
oxido de titanio possa estar atuando no comportamento antibacteriano das amostras. Além
disso, as amostras com maior tempo de sintese (180s), que apresentaram a maior concentragao
de zinco (Tabela 4.2), obtiveram a melhor atividade antibacteriana contra ambas as espécies
estudadas. Enquanto as amostras com menor concentracdo de zinco (50s e 120s),
apresentaram menor contagem de UFC/mL que o branco, porém maior do que o sistema de
180s.

Na atividade antibacteriana para a espécie S. aureus (Gram-positiva) a quantidade de
zinco incorporada por PEO ndo esta diretamente relacionada a atividade antibacteriana do
revestimento (crescimento para amostra de 120s maior que para a amostra 180s, que ficou
proxima da amostra de 50s) (Figura 4.8). No entanto, tanto para S. aureus (Gram-positiva
(Figura 4.8) como para a espécie E. coli (Gram-negativa) (Figura 4.9), ha um

desfavorecimento do crescimento do biofilme nas amostras com maiores concentragoes de
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zinco, demonstrando que a concentragdo incorporada através da sintese por PEO ¢ crucial na
acdo antibacteriana do biomaterial.

Além disso, outro fator que colabora com essa hipdtese € que os revestimentos
formados por PEO apresentaram uma morfologia superficial com elevados valores de
rugosidade (Tabela 4.1). Superficies rugosas sdo caracteristicas por favorecerem o
crescimento de biofilmes bacterianos, devido a presenca de uma maior area de contato
disponivel para fixacdo dos micro-organismos, prote¢do contra forcas de cisalhamento e
alteragdes quimicas, que nesse caso podem resultar em fortes interagdes com a superficie e
poros do biomaterial. (Bullmann; Malfatti, 2023)

Os resultados obtidos indicam que a andlise da eficicia antibacteriana de
revestimentos em biomateriais requer a consideracdo conjunta dos multiplos pardmetros,
incluindo as propriedades tanto do revestimento quanto do substrato. A interagdo entre a
complexidade topografica do substrato metalico, em niveis micro e nanométricos, € a
incorporagdo de espécies reativas afeta significativamente a composicdo e a atividade
bioldgica do revestimento. As topografias dos filmes resultantes podem alterar a eficacia

antibacteriana através da liberagao de agentes bioativos (BULLMANN, 2023).

4.3 Adesao e Viabilidade de Células HUVEC

Para esses testes com células HUVEC foram utilizadas amostras correspondentes
apenas ao sistema de 180s, que demonstrou melhor desempenho antibacteriano, sendo esse
um dos critérios mais importante quando se avalia a biocompatibilidade de implantes e
dispositivos biomédicos.

Os resultados da avaliacdo de células fixadas apos 4 horas e aderidas aos materiais

estdo demonstrados na Figura 4.10.
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Figura 4.10 - Ensaios de adesdo de células HUVEC fixadas e coradas com DAPI 4 horas apds a semeadura. A)
Dados expressos em média e EPM da quantificagdo de ntcleos por campo do microscopio. * indica redugao
estatisticamente significativa da adesdo em relagdo a placa e ao substrato (p < 0,05). B) Imagens de microscopia
de fluorescéncia. Fotos representativas dos nucleos das células coradas com DAPI em azul. Aumento de 200x

com barra de escala de 100 um. Placa corresponde as células cultivadas diretamente nos pocos da placa de

cultura.
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Fonte: O autor.

A quantificagdo dos nucleos em cada campo do microscopio revelou um menor
nimero de células aderidas no grupo PEO em comparagdo com o grupo de células cultivadas
diretamente na placa de cultivo (p = 0,032) bem como o grupo de células cultivadas no
substrato (p = 0,011). A Figura 4.10B demonstra em coloracdo azul os nucleos das células
aderidas nos grupos placa de cultivo, substrato e PEO.

Os resultados da avaliacdo da viabilidade das células cultivadas por 1 dia diretamente

nos materiais (MTT direto) indicou citotoxicidade das amostras PEO (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Ensaios de viabilidade (MTT) de contato direto de células HUVEC com os materiais apos 1 dia. As
células foram semeadas diretamente nos materiais (substrato e PEO). Placa corresponde as células cultivadas
diretamente nos pogos da placa de cultura, “Controle de morte” representa o controle de morte (células
cultivadas nas placas e tratadas com 1% de Triton X-100) e Branco corresponde ao branco (pogos sem células).
Dados expressos em média e EPM. ** indica resultados com p < 0,001 em relacdo ao controle (placa) por

ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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Fonte: O autor.

Os resultados de absorbancia média, desvio padrdo e significancia estatistica em
comparagdo com o controle foram: 0,20 + 0,02 das células cultivadas na placa de cultura; 0,20
+ 0,04 (p = 1,000) no substrato; 0,09 = 0,01 (p = 0,009) no PEO; 0,01 £+ 0,00 (p = 0,000) no
controle de morte com Triton e 0,01 £ 0,00 (p = 0,000) no branco. Além do controle de morte
que apresentou 4% de viabilidade, o grupo PEO resultou em 44% de viabilidade, indicando
citotoxicidade, uma vez que a reducdo da absorbancia foi maior do que 30% (ISO 10993-5:

2009).
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5. CONCLUSOES

O processo PEO, empregado na produgdo dos revestimentos, pode ser classificado
como complexo, onde o sistema ¢ descrito como de quatro fases
(metal-dielétrico-gas-eletrélito) com multiplas possiveis fronteiras de fase, especialmente em
tensdes criticas. Independente do tempo de duracdo do processo PEO, o revestimento ¢
formado na faixa de 0,5-1,5 A/cm?, com a estabilizacdo da formacao do 6xido na densidade
de corrente de aproximadamente 1,0 A/cm? A temperatura inicial do processo se mostrou
relevante, uma vez que, para temperaturas mais elevadas, demonstrou capacidade de dificultar
a quebra do dielétrico, atrasando o inicio da formagao de 6xido (aparecimento de micro arcos
e emissao luminescente e de ruidos).

Os revestimentos obtidos por meio de processo PEO foram constituidos
principalmente por e zinco e titanio, sendo o Zn proveniente do eletrdlito e o Ti do substrato
das amostras. Observou-se, para os parametros de PEO empregados, que a concentragdo de
Zn incorporado nos 6xidos aumentam com o tempo de processo.

Para os trés tempos de duracdo do processo PEO a superficie funcionalizada ¢
classificada como hidrofilica (angulo de contato entre 0° e 30°), o que € bom, pois a interagao
eficaz entre fluidos bioldgicos e superficies hidrofilicas pode potencializar a resposta celular e
a absor¢do de proteinas.

A topografia das superficies dos sistemas medidos nos revelou superficies
minimamente rugosas (Ra = 0,5-1,0 um) a moderadamente rugosas (Ra = 1,0-2,0 um), sendo
esta tltima a mais encontrada em implantes comerciais, pois apresentam melhor interagdo
célula-substrato.

Os resultados obtidos mostraram que os  revestimentos formados por PEO
apresentaram poros e arcaboucos o que ¢ importante na morfologia de um revestimento para
a interagdo com células circulantes e/ou endoteliais. Os melhores resultados de endotelizagao
foram obtidos com tempos de processo PEO de 180s, que promoveu a formacdo de poros
dentro da faixa ideal de 5-20 pm.

Para as amostras anodizadas por PEO e testadas contra bactérias Gram-positivas ,
especificamente a S. Aureus, as amostras obtidas com tempo de de PEO de 180s foram as
que apresentaram resposta antibacteriana mais eficiente. Para as bactérias Gram-negativas,
especificamente a E. coli, as amostras obtidas com tempo de PEO de 50s e 120s
demonstraram presenca elevada de UFC/mL (maiores até mesmo que o substrato de Ti-cp), e

apenas as amostras obtidas com tempo de PEO de 180s foi capaz de inibir a formagdo de
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biofilme. Portanto, frente a S. aureus todos os sistemas obtiveram acao antibacteriana, todavia
contra E. coli apenas o sistema de 180s apresentou foi eficaz. Esse efeito pode estar
diretamente relacionado a concentragdo de zinco incorporado no revestimento obtido por
PEO.

Os ensaios de adesdo e viabilidade celular aplicados ao sistema de 180s (melhor efeito
antibacteriano) resultaram em uma adesdo significativamente baixa - em relacdo aos grupos
de células cultivadas diretamente na placa de cultivo e no substrato, e em 44% de viabilidade,
indicando citotoxicidade, uma vez que a reducdo da absorbancia em relagdao ao controle foi
maior que 30%.

Logo, a incorporacao de zinco se mostrou capaz de melhorar a acdo antibacteriana de
amostras de Ti-cp, no entanto, a citotoxicidade observada sinaliza a necessidade de
otimizacdo dos parametros do processo para garantir a biocompatibilidade total dos
revestimentos para aplicagdes biomédica

O processo PEO demonstrou ser capaz de alterar a superficie metalica para incorporar
e realcar caracteristicas especificas desejadas, aliado ao fato de usar eletrolitos aquosos
levemente acidos (pH = 6), e a capacidade de incorporar elementos do meio, se mostra uma
técnica bastante relevante e promissora para tratamentos eletroquimicos na area biomédica,
uma vez que ¢ possivel alterar seus pardmetros de controle para modificar as caracteristicas
do 6xido formado, e sua execucdo ¢ simples, se comparado a outros tratamentos quimicos ou

eletroquimicos.
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TRABALHOS FUTUROS

e Ensaios eletroquimicos nas amostras funcionalizadas por processo PEO;

e Investigar efeitos antibacterianos com outros metais e combinacdo de elementos,
podendo formar 6xidos complexos;

e Estudo dos parametros do processo PEO, em especial o regime elétrico, para alteragao
e texturizagdo de superficies de Ti e ligas;

e Estudo da variacdo de concentragdo de zinco e incorporacdo de outros elementos do

eletrolito.
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ANEXO

Quadro de composicao das amostras, analisadas por FRX pelo Lacor-UFRGS.
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