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RESUMO

Biomateriais metalicos possuem ampla utilizacdo em diversos campos da
medicina. Os desafios para esta classe de material giram principalmente em torno da
biocompatibilidade, osseointegracéo, integridade mecéanica e do custo. O objetivo
deste estudo € buscar o aperfeicoamento das propriedades de biocompatibilidade de
um material ja utilizado amplamente na area da medicina e de baixo custo que é o
aco inoxidavel austenitico AISI 316L. Os tratamentos de superficie como a anodizagao
vem se mostrando como uma boa e acessivel alternativa para criar superficies com
maior interagdo e menores danos aos tecidos humanos. Também o uso de
nanocargas com propriedades antibacterianas nas superficies de biomateriais se
revelam como um fator importante para o desfecho positivo em aplicacbes
biomédicas. Desta forma, determinou-se parametros para o processo de anodizagao
para obtencdo de uma camada nanoporosa de Oxido (concentragdes de eletrdlito,
densidade de corrente, temperatura, agitacdo, pH, condutividade), e realizou-se
analise dos transientes de potencial por tempo e das coloragdes obtidas. Esta camada
anodizada foi caracterizada por ensaio de angulo de contato e caracterizagao
eletroquimica, analises de morfologia de topo por microscopia eletrénica de varredura
(MEV-FEG/EDS), microscopia de forga atdmica, espectroscopia de difracéo de raio-
X. Em um segundo processo foram incorporadas cargas de prata na amostra
anodizada com melhores resultados a fim de promover o aperfeicoamento da
biofuncionabilidade do ago inox 316L com propriedades bactericidas e antifungicas.
Para tanto, foram avaliadas propriedade citotoxicas, propriedades bactericidas e
capacidade formacdo de hidroxiapatita. Como resultados obteve-se uma camada
anodizada nanorugosa com hidrofilia e propriedades de resisténcia a corroséo e
biofuncionalidade satisfatéria para uso como biomaterial. Todavia, as amostras com
prata ndo apresentaram resultado satisfatério de acdo bactericida. O desempenho
mais satisfatorio atingido nas caracterizagdes foi apresentado pela amostra anodizada
por cinco minutos em relacdo as propriedades de resisténcia a corrosdo e
molhabilidade, rugosidade, apresentando bons resultados para formacédo de
hidroxiapatita. Desta forma, esta camada obtida se mostra como uma alternativa
promissora para futuras aplicacbes em areas biomédicas, principalmente em
implantes ortopédicos quando comparada ao ago original AlISI 316L utilizado
atualmente para estas funcionalidades.

Palavras-chave: Anodizagao; biomateriais; ago inoxidavel 316L.



ABSTRACT

Metallic biomaterials are widely used in many fields of medicine. The challenges
for this class of material revolve mainly around biocompatibility, osseointegration,
mechanical integrity and cost. The objective of this study is to seek the improvement
of the biocompatibility properties of a material already widely used in medicine and
have a low cost, which is austenitic stainless steel AISI 316L. Surface treatments such
as anodizing are proving to be a good and affordable alternative to create surfaces
with greater interaction and less damage to human tissue. Also, the use of nanofillers
with antibacterial properties on the surfaces of biomaterials is revealed as an important
factor for the positive outcome in biomedical applications. In this way, parameters for
the anodizing process were determined to obtain a nanoporous oxide layer (electrolyte
concentrations, current density, temperature, stirring, pH, conductivity), and an
analysis of the potential transients by time and colorations was performed. This
anodized layer was characterized by contact angle testing, electrochemical
characterization, top morphology analyzes by scanning electron microscopy (SEM-
FEG/EDS), atomic force microscopy, X-ray diffraction spectroscopy. In a second
process, silver ladings were incorporated into the anodized sample with better results
in order to improve the biofunctionality of 316L stainless steel with bactericidal and
antifungical properties. Therefore, cytotoxic properties, bactericidal properties and
hydroxyapatite formation capacity were evaluated. As a result, a nanowrinkled
anodized layer with hydrophilicity and corrosion resistance properties and satisfactory
biofunctionality for use as a biomaterial was obtained. However, the samples with silver
did not present satisfactory results of bactericidal action. The most satisfactory
performance achieved in the characterizations was presented by sample anodized for
five minutes in relation to the properties of corrosion resistance and wettability,
roughness, showing good results for the formation of hydroxyapatite. In this way, this
layer obtained shows itself as a promising alternative for future applications in
biomedical areas, especially in orthopedic implants when compared to the original AISI
316L steel currently used for these features.

Keywords: Anodizing; biomaterials; 316L stainless steel.
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1 INTRODUGAO

O aco inoxidavel austenitico AISI 316L é ainda um dos materiais mais usado
em aplicagdes traumatoldgicas e ortopédicas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) no
Brasil, segundo dados de 2019 (DATASUS, 2020). Devido a sua alta disponibilidade,
facil processabilidade, boa resisténcia a corrosdo em relagdo aos demais biomateriais
disponiveis (W. D. CALLISTER, 2008) seu custo se torna mais baixo, sendo a
alternativa mais empregada pelo sistema publico de saude. Ainda assim, os gastos
do SUS com estes materiais é elevado, segundo dados do DATASUS em 2019 foram
realizados 59978 procedimentos cirurgicos do sistema osteomuscular envolvendo um
gasto de aproximadamente 68 milhdes de reais.

O aco inoxidavel austenitico AISI 316L devido a suas propriedades de
resisténcia a corrosdo em diversos meios, ja € muito utilizado em implantes, porém,
ocorrem processos de oxidagdo em contato com o fluido corpéreo o que restringe sua
vida util para um tempo menor, agravando a saude do paciente e consequentemente
necessitando a realizagdo da troca da protese (SILVA, E. F.; OLIVEIRA, 2012). Além
disso, em relacdo ao titdnio comercialmente puro este apresenta um custo
relativamente mais baixo e atende as propriedades requeridas de resisténcia
mecanica e a corrosao (CHEN; THOUAS, 2015).

Nos ultimos anos em razdo da desaceleracdo da economia brasileira, o
orcamento federal para a area da saude ndo acompanhou as demandas de
investimentos necessarias para a area (CGU, 2020). Outro fator relevante € o numero
crescente de brasileiros que recorre ao SUS em detrimento aos planos de saude
privados, devido a redu¢éo da renda ou desemprego, onerando mais ainda o sistema
publico (ANS, 2020).

Encontrar alternativas mais eficientes para os biomateriais empregados na
atualidade na saude publica é a motivacao deste estudo. Diversos estudos apontam
melhoras na osseointegracdo em superficies de implantes ou préteses com presenca
de nanotubos ou nanoporos de 6xidos de metais de transicdo (ASOH; NAKATANI;
ONO, 2016). Além de favorecer o crescimento de osteoblastos pela topografia que
mimetiza a superficie 6ssea, também deve ser considerado como segundo critério

mais importante na selegdo de biomateriais a resisténcia a corrosao (KOWALSKI;
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KIM; SCHMUKI, 2013). Processos corrosivos sdo as principais causas de
complicagdes pods cirurgicos, como rejeigdes, inflamacdes, reacbes alérgicas,
infecgdes, intoxicagdes, muitas vezes levando a necessidade de novas cirurgias e uso
de medicagdes que consequentemente oneram mais o sistema de saude (PINHEIRO
et al., 2010).

Neste sentido, muitos tratamentos de superficies tém sido empregados sobre
0 acgo inoxidavel 316L com o intuito de otimizar suas propriedades superficiais para
fins de otimizagédo do processo de osseointegragdo sendo comparaveis ao titanio. O
desenvolvimento e o uso dessas técnicas baseiam-se na teoria de que o aumento do
contato osso/implante pode ser atingido pela mudanga da topografia ou pelo aumento
da rugosidade superficial do implante (LE GUEHENNEC et al., 2007). Esses
tratamentos incluem processos de modificagdo da topografia e da rugosidade
superficial, como jateamento, ataque &acido, oxidagdo anddica, recobrimento com
camada de materiais biocompativeis, técnicas de implantacéo ibnica e técnicas de
deposi¢ao de vapor de plasma. Algumas dessas técnicas sdo atualmente utilizadas
em implantes comercializados no mercado mundial (MAHAPATRO, 2015). Delas, a
oxidagdo anddica € um dos métodos mais comuns e flexiveis empregados para
modificar superficies metalicas em nanoescala. A oxidagdo anddica tem sido usada
com sucesso para transformar superficies metalicas em estruturas nanotubulares com
didmetros inferiores a 100 nm (KOWALSKI; KIM; SCHMUKI, 2013). Além disso, pelo
simples ajuste de parametros do processo, tais como a composi¢cao do eletrélito e
densidade de corrente e potencial aplicados, verifica-se que as propriedades quimicas
e topograficas da superficie podem ser precisamente moduladas, permitindo controle
completo das caracteristicas desta (VARIOLA et al., 2010). Tais caracteristicas
peculiares ao processo tornam os tratamentos superficiais por oxidagao anddica muito
atrativos para emprego em escala industrial.

Também €& possivel ainda gerar aperfeigopamentos destes tratamentos
superficiais pela adicdao de nanoparticulas funcionais como por exemplo a prata. A
prata tem conhecido potencial como agente bactericida. Atualmente este material é
utilizada numa infinidade de aplicagbes biomédicas como biomateriais ortodonticos,
cateteres e como medicagdo para queimaduras graves (CHEN; THOUAS, 2015).
Também sao relatados estudos da acao bactericida, antiviral e antifungica de ions de
prata, causando um grande interesse de diversas areas da medicina no uso deste

material, principalmente na area cirurgica e hospitalar que enfrenta grandes desafios
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no campo das infecgbes por microrganismos patolégicos (MIRZAEE; VAEZI;
PALIZDAR, 2016).

1.1 OBJETIVO GERAL

Obter uma camada nanoporosa de 6xido com incorporagcado de nanocargas de

prata em aco inoxidavel AISI 316L, visando melhorar as propriedades de

biocompatibilidade associado a menor custo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste projeto seguem abaixo:

Verificar a melhor condicdo de anodizagdo para obtencdo de nano
porosidade em acgo inoxidavel AlSI 316L;

Caracterizar as amostras quanto a morfologia, molhabilidade, resisténcia a
corrosao por métodos eletroquimicos em fluido corpéreo simulado e avaliar
quanto a viabilidade celular, propriedades bactericidas e capacidade de
formacdo de hidroxiapatita para determinagdo da melhor condicdo de

anodizacao.



2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo sdo abordados aspectos relevantes ao embasamento da
pesquisa e sua justificativa. Assim como as técnicas de anodizagao e tratamentos de

superficie com objetivo de aprimoramento de osseointegragéao.

2.1 BIOMATERIAIS

O termo biomaterial refere-se a todo material com finalidade de uso no interior
do corpo humano para substituir ou reparar membros danificados. Na atualidade este
conceito foi revisto, sendo definido como uma substancia projetada com o objetivo de
assumir uma forma que, isoladamente ou como parte de um sistema complexo, é
usada para orientar, por controle de interacbes com componentes de sistemas vivos,
o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico, em seres humanos ou
animais (GUERRA-FUENTES et al., 2015). Para qualquer substéncia que atue como
biomaterial, duas caracteristicas sao fundamentais: biofuncionabilidade e
biocompatibilidade. A primeira é relacionada a um conjunto de propriedades que
permitem o desempenho satisfatério da funcao do dispositivo. Ja a biocompatibilidade
se relaciona a propriedade do dispositivo continuar desempenhando esta fungao, o
tempo que for necessario de forma efetiva dentro do corpo (EL-HADAD; KHALIFA,
NOFAL, 2015).

Estas duas caracteristicas, ser funcional e compativel com o corpo humano,
nao esta presente de forma satisfatoria em qualquer material de oferta abundante em
nossa realidade. Mas é possivel através dos avancgos tecnolégicos e da engenharia
prover melhorias de ambas caracteristicas em materiais que ja sdo de uso comum na
medicina. Ainda ha um grande numero de limitagdes nos materiais convencionais na
ordem de disponibilidade, custo, rejeicdes pelo organismo que necessitam de
aperfeicoamento (KUMAR et al., 2020). Em termos de biocompatibilidade em
biomateriais também é importante destacar que estes nao bastam ser apenas seguros
do ponto de vista biolégico, mas também estaveis a degradagédo, sendo assim
qualquer implante deve ser projetado de forma a ser o mais possivel adaptado e
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proximo das caracteristicas dos 6rgaos ao qual serdo destinados (BAUER et al.,
2013).

Desta forma, os biomateriais ainda podem ser classificados quanto a
biocompatibilidade: incompativeis (liberam substancias em concentragbes téxicas no
organismo, que levam a rejeicdo do material ou outros problemas de saude);
biotolerantes (liberam substéncias toxicas, porém em concentragdes insignificantes
que nao afetam o organismo , geralmente sofrem processo de encapsulamento);
bioinertes (ndo liberam substancias toxicas e nem induzem resposta positiva); bioativo
(induzem o organismo a resposta positiva por meio de interagédo) e bioabsorviveis ou
biodegradaveis (sdo degradados ou absorvidos pelos mecanismos de agao dos
fluidos corporais sendo eliminados apds determinado periodo de tempo) (BAUER et
al., 2013).

Para biomateriais com finalidades ortopédicas deseja-se um resultado
biocompativel com o tecido 6sseo, ou seja, osseointegragcdo. Favorecimento do
crescimento celular de osteoblastos sobre a superficie do material. Desta forma, o
objetivo destes materiais € possuir uma superficie mimética ao osso (KUMAR et al.,
2020). O osso é definido como um compdsito natural formado por uma fase organica
de colageno e uma fase mineral de fosfato de calcio. E constituido por um denso
involucro exterior, seguida de um osso cortical e uma parte interna com nucleo celular
poroso, esponjoso ou trabecular com ou sem medula éssea (BIAN et al., 2019). Muitos
fatores afetam a osseointegracdo além da interacéo direta da interface material e
0sso. Nao se deseja interposicdo de tecido mole nesta interface, € necessario
observar também aspectos do processo cirurgico como a velocidade de perfuragao
do osso de modo a evitar a necrose celular (as células 6sseas sofrem necrose em
temperaturas acima de 47°C/minuto, o que ocorre acima de 200 rpm). A macro € micro
geometria do implante pode interferir na distribuicdo das for¢as e a qualidade do osso
hospedeiro, pessoas portadoras de osteoporose podem sofrer falha precoce do
implante, pois 0ssos porosos possuem menor resisténcia mecanica (ZHANG et al.,
2019).

Biomateriais para implantes ortopédicos sao fabricados em diversos materiais.
Os mais utilizados sao ligas metalicas, ceramicas, polimeros e compdésitos. Os que
vem apresentando resultados mais positivos sdo matrizes metalicas com coberturas
de superficies a base de ceramicas ou compaositos organicos. Assim se alia as
propriedades mecanicas das ligas metalicas as propriedades de biocompatilidade
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ativa de algumas ceramicas como a hidroxiapatita (AGRAWAL et al., 2020). Muitos
resultados positivos vém sendo encontrados nesta linha de pesquisa com metais de
transicdo como o titanio, tantalo e nidbio, assim como aplicagdo de nanotecnologia
nas modificagdes de superficies com dopagem por nanocargas, formacdo de
nanotubos ou nanoporos por diversos processos (KUMAR et al., 2020). Porém estes
materiais ainda sdo de alto custo e baixa disponibilidade comercial (ASOH,;
NAKATANI; ONO, 2016), principalmente para os sistemas publicos de saude como
no caso do Brasil. O Sistema Unico de Saude (SUS) tem como material mais utilizado
em procedimentos ortopédicos o ago inoxidavel austenitico AISI 316L, seguido de
ligas de titanio e ligas de cromo-cobalto (DATASUS, 2020). Isto ocorre porque o ago
inoxidavel possui alta disponibilidade, facil processabilidade, boa resisténcia a
corrosao em relacdo aos demais biomateriais disponiveis e seu custo se torna mais
baixo (CHEN; THOUAS, 2015). O aco inoxidavel austenitico AlISI 316L na atualidade
ainda se apresenta como a alternativa mais utilizada em razao de seu baixo custo e
resposta satisfatoria para o sistema publico de saude, apesar de apresentar algumas
limitagbes em relagdo ao tempo de durabilidade no organismo (SILVA, E. F
OLIVEIRA, 2012).

2.1.1 Inox 316L como biomaterial

E comum o uso de materiais metalicos para a fabricagéo de implantes ortopédicos, os
quais sao definidos como dispositivos mecanicos artificiais que substituem ou
suportam parte da estrutura do esqueleto do corpo humano. As citagbes mais antigas
do uso de metais em procedimentos cirurgicos datam a partir de 1545. A partir de
entdo, estes materiais tém encontrado diferentes aplicacbes no ramo da ortopedia,
cirurgias orais, maxilo-faciais e cardiovasculares, conforme ilustrado na Figura 1
(MAHAPATRO, 2015). Os materiais metalicos se destacam neste segmento por
suportar apropriadamente cargas de tensao aplicadas ao sistema 6sseo (BAUER et
al., 2013). As ligas metalicas mais utilizadas para esta finalidade sao as ligas de titanio
puro (ASTM F76), a base de titdnio-aluminio-vanadio (ASTM F136), as ligas a base
de cromo-cobalto (ASTM F75 e F90) e acgo inoxidavel 316L (ASTM F55 e F138)
(MAHAPATRO, 2015).
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Figura 1: Exemplos de aplicagoes de biomateriais metalicos como dispositivos
de fixagao 6ssea.

Fonte: Mahapatro, 2015.

O aco inoxidavel tem como principal caracteristica a alta resisténcia a oxidagao
atmosférica, atribuida aos seus elementos de liga. O cromo em especial, confere uma
excelente resisténcia a corrosdo, quando comparado aos agos carbono (W. D.
CALLISTER, 2008). Isto ocorre em fung&o da oxidagdo do cromo quando entra em
contato com o oxigénio do ar e forma um filme de 6xido de cromo (Cr203) continuo,
aderente, estavel e impermeavel na superficie exposta ao meio. Este filme é
denominado camada de passivacdo, possui espessura média de 30 a 50 A e tem
como fungao isolar e proteger o metal abaixo do meio agressivo e dos processos
corrosivos (SILVA, E. F.; OLIVEIRA, 2012). Além do cromo, o niquel &€ extremamente
importante para a formacado e estabilizacdo da fase austenitica, enquanto que o
molibdénio auxilia no aumento da resisténcia a corrosao por pitting (PAN; KWOK; LO,
2019).

Silva e Oliveira (2011; 2012) realizaram estudo de avaliagéo da resisténcia a
corrosdo, caracterizagao quimica e metalografica de implantes de ago 316L que
apresentaram necessidade de remogao em pacientes que apresentaram algum tipo
de rejeicdo ou falha precoce. Dentre os resultados obtidos no estudo citado acima,
em algumas préteses foram encontrados graves defeitos de fabricagdo, como a
presencga de crescimento de grao da microestrutura austenitica a valores acima do
recomendado, aparecimento da ferrita delta (nociva a um biomaterial dessa natureza)

e de tensdes residuais inerentes do processo de conformagdo mecanica. Estima-se
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que no Brasil um implante de aco 316L tenha vida util média de 10 anos, enquanto
que em paises desenvolvidos este é o tempo minimo de vida util. Isto ocorre porque
até 2010 no Brasil ndo havia legislagdo sanitaria especifica que regulamentava
critérios para a fabricagéo e implantagédo de proteses em ago inoxidavel (SILVA, E. F.;
OLIVEIRA, 2011). Em 2010 foi homologada a Resolugdo RDC/ANVISA n°185/01 que
especifica o registro dos materiais para implantes, assim como a exigéncia das
especificacdes técnicas dos materiais de acordo com alguma norma internacional
como ASTM por exemplo (ANVISA, 2020).

As normas ASTM F138 e a versao brasileira NBR ISO 5832-1 correspondem a
uma classe especial do AlISI 316L, diante da necessidade de aperfeicoamento nas
propriedades biocompativeis deste acgo inoxidavel austenitico. Sob processo de
refusdo ESR/VAR (por escoria eletrocondutora e a vacuo), garantindo ao produto,
além do controle perfeito da composi¢ao quimica, uma elevada homogeneidade da
estrutura e alto grau de pureza, com isso reduzida presenga de micro inclusbes n&o-
metalicas (BUSS, G. A. M.; DONATH, K. S.; VICENTE, 2011).

Diversos fatores afetam a resisténcia a corrosao do aco inoxidavel, dentre eles
pode-se destacar a morfologia da superficie (quanto maior a rugosidade e
heterogeneidade da superficie, maior é a tendéncia a corrosdo), a densidade de
discordancias (quanto menor for a energia de falha de empilhamento do material,
maior € a densidade de discordancias, o que resulta uma maior probabilidade de
corrosao sob tensao), deformagdes superficiais (podem levar a descontinuidades na
camada de passivagao, o que prejudica o material do base), variagdo na composigao
quimica (maiores ou menores proporgdes dos elementos de liga podem afetar a
camada de passivagao), presenca de impurezas, segregacgdes, precipitados e
inclusdes (defeitos de fabricagdo que podem afetar a vida util do material) (SAJID;
KIRAN, 2018).

A corrosdo no aco 316L é uma das principais causas de falha prematura e
reacdes toxicas nos implantes. Isto se da devido a liberacao de ions de Fe, Cr, Ni, Co
e Mo que se difundem do material em funcédo da formacéo de pontos de corrosao ou
desgaste. Dentre estes, os ions, os de Ni sdo considerados os mais perigosos em
termos de toxicidade ao paciente. Estao relacionados com inflamagdes cronicas,
desordens de coagulagao, hipersensibilidade, efeitos carcinogénicos, mutagénicos e
alergénicos. Podem permanecer nos tecidos locais ou migrar para orgaos pela
corrente sanguinea (MORAIS; GUIMARAES; ELIAS, 2007). Superficies com camadas
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anodizadas nanotubulares ou nanoporosa ja se comprovaram eficazes na diminui¢ao
da densidade de corrente de corrosdo em fungao de sua camada de passivacao de
oxido. Também por se tratar de uma forma mais estavel de ligagdo quimica observa-
se a diminuigdo de desprendimento de ions nestas superficies anodizadas (MIRZAEE;
VAEZI; PALIZDAR, 2016).

O aco inoxidavel 316L possui baixo teor de carbono na sua composi¢cao
quimica, o que permite seu emprego como biomaterial ortopédico. A¢os com teor de
carbono superior a 0,03% sao suscetiveis a sensitizagdo, o que diminui
consideravelmente a resisténcia a corrosdo destes materiais. A Tabela 1 ilustra as
principais propriedades fisicas, quimicas e mecanicas do ago inoxidavel AISI 316L.
Acos com teor de carbono acima de 0,08% permitem um ataque de forma mais
agressiva por parte dos fluidos corporais em sua superficie de contato, aumentando
a liberagao de ions nocivos ao organismo do paciente. Com este fator de toxicidade
aumentado, ocorre uma diminuigdo da vida util do implante de forma consideravel
(ZIETALA et al., 2016).

Tabela 1: Propriedades do ago inoxidavel austenitico AISI 316L

Propriedade Valor aproximado
C-0,03% | Cr—=17,5% | Ni—13% |
Composicao quimica Mo -2,6% |Mn—-1,7% | Si—0,4%
Dureza e Microdureza Vickers 155 HV | 215 — 225 HV
Modulo de elasticidade 190 — 200 GPa
Limite de resisténcia a tragao 594 MPa
Tensdes de escoamento e ruptura 246 MPa | 540 — 1000 MPa

Condutividade e capacidade térmica 16,2 W/m °C a 100°C | 500 J/kg °C

Coeficientes de Poisson e linear de

P 0,27 - 0,30 | 19,9 x 10 * mm/mm°C
expansao térmica

Fonte: Adaptado de Zietala et al., 2016; Bauer et al., 2013; Mahapatro, 2015.

A resisténcia a corrosao do aco inoxidavel 316L apds a implantagéo no corpo

humano se deve as altas concentracbes de cromo e niquel presentes no material
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(AMANOQV; LEE; PYUN, 2017). Todavia, este fato € um aspecto contraditorio para seu
emprego como biomaterial, tendo em vista que o desprendimento destes ions de Cr
e Ni sdo prejudiciais ao organismo do paciente e comprometem o uso do implante a
longo prazo. Outra caracteristica contraditoria do uso do ago 316L se refere aos seus
altos valores de propriedades mecanicas como modulo de elasticidade em relagao ao
osso humano. O ago suporta altos esforcos de flexdo e impacto, desta forma
absorvendo todos os esforgos solicitados, o que leva o osso hospedeiro a sofrer
atrofiamento apos determinado tempo de implantagédo (CHEN; THOUAS, 2015).

Quanto a microestrutura do ago 316L alguns aspectos sdo considerados muito
importantes quando se trata de biomateriais. E de extrema importancia que néo
apresente nenhuma fase secundaria além da austenita em sua microestrutura,
principalmente auséncia de ferrita delta. A ferrita delta é retida na microestrutura do
material quando n&o consegue transformar-se em austenita, normalmente isso ocorre
devido a altas temperaturas de austenitizagdo ou composigdo quimica com
porcentagens indevidas dos elementos de liga. Esta fase também é ferromagnética,
algo que nao se deseja em biomateriais, levando ao aumento da permeabilidade
magnética e diminuicdo de sua resisténcia a corrosdo em funcao da interrupgéo na
camada de passivagdo da fase austenitica. A Figura 2 mostra a imagem da
microestrutura austenitica (y) de um ago 316L com presengca de pequenas
contaminacgdes de ferrita delta () (BEN RHOUMA et al., 2017).

Figura 2: Imagem da microestrutura do ago 316L com presenca de ferrita delta.
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Fonte: Ben Rhouma et. al., 2017.
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Quanto ao aspecto de degradagao do ago inoxidavel 316L nas aplicagdes de
biomateriais, este ocorre principalmente pelo mecanismo de corrosao localizada (por
frestas e/ou pites). A corrosdo por frestas e pites se caracteriza por regides
localizadas na superficie. No caso dos pites ocorre a formagdo de pequenas
cavidades normalmente nos locais onde a camada de passivagao apresenta alguma
fragilidade ou descontinuidade. Uma area de corrosdao sempre apresenta um ponto
de ataque a camada de passivacédo (EVANS; LEIVA-GARCIA; AKID, 2018).

De forma geral o uso do ago inoxidavel 316L como biomaterial possui aspectos
positivos e negativos, alguns relacionados a defeitos do processo de fabricagdo. Séo
reportados na literatura falhas relativas por fratura plastica, fratura fragil, fadiga,
desgaste ou por associagao entre estes (GUERRA-FUENTES et al., 2015). Corrosao
do implante devido ao contato dos fluidos corpéreos em material com falhas na
camada passivada, reagdes alérgicas devido a liberagao de ions e presenca de ferrita
delta na microestrutura. Isto torna fundamental a importancia da qualidade do material
usado para fins medicinais com rigido controle de qualidade (SILVA, E. F.; OLIVEIRA,
2011). Também pode-se destacar certo nivel de incompatibilidade de propriedades
mecanicas em relacdo ao osso e a superficie dos materiais. Porém na realidade
financeira dos sistemas de saude publica se apresenta como a material mais
disponivel atendendo de forma razoavel as necessidades apresentadas (CHEN;
THOUAS, 2015).

2.1.2 Prata em biomateriais

A prata (Ag) como metal ou os sais de prata tém sido reportados desde a
antiguidade como potencial agente de controle bactericida. Atualmente este material
€ utilizada numa infinidade de aplicagdes biomédicas como biomateriais ortoddnticos,
cateteres e como medicagao para queimaduras graves. Também é bem conhecido o
efeito toxico da prata sobre os microrganismos com estudos evidenciando o real poder
biocida sobre mais de 12 espécies de bactérias, sendo os resultados mais expressivos
relacionados a agao sobre a Escherichia coli (KIM et al., 2007). Também sao relatados
estudos da acgéo bactericida, antiviral e antifungica de ions de prata, causando um
grande interesse de diversas areas da medicina no uso deste material, principalmente
na area cirurgica e hospitalar que enfrenta grandes desafios no campo das infec¢des

por microrganismos patolégicos (CHEN; THOUAS, 2015).
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O mecanismo de atuagdo antibacteriana da prata ainda é parcialmente
desconhecido. Diversos estudos tentam elucidar esta acdo e algumas hipoteses ja
vem recebendo maior grau de evidéncia. Dentre estes estudos se destacam a teoria
da atracdo eletrostatica de radicais livres de prata liberados das nanoparticulas de
prata (AgNPs) com carga positiva e a carga negativa da membrana celular de certas
bactérias. Em outra teoria apresentada, a acado bactericida seria em funcido da
concentracido de ions de prata associada com a formacao de pits na parede celular,
provocando permeabilidade e posterior morte celular. Também nesta linha de dano a
membrana celular, ha uma outra teoria que os pits provocados na membrana causam
a deplecéao dos polissacarideos e proteinas responsaveis pelas funcdes respiratorias
da célula (KIM et al., 2007). Mas dentre todas teorias apresentadas até o momento a
que mais vem ganhando evidéncia € o mecanismo de ataque por radicais livres de
prata (Ag*) que penetram a membrana celular e se ligam ao grupo funcional tiol das
proteinas, causando condensacdao do DNA e provocando perda das habilidades
reprodutivas da célula (MIRZAEE; VAEZI; PALIZDAR, 2016).

A presenca de liberacdo de radicais livres de prata em nanoparticulas do
préprio metal foi comprovada em estudo de Kim et. al. (2007), onde foi realizado
experimento de crescimento microbiolégico com solugdo de nanoparticulas de prata
e outra solugao idéntica acrescida de um antioxidante N-acetilcisteina. Nas amostras
com o antioxidante nao foi verificada acdo bactericida. Também foi constatada a
presencga de ions Ag* por meio da analise de ressonancia de rotagao eletrénica na
amostra somente com AgNPs.

Além da forte evidéncia da agao antibacteriana ser de responsabilidade dos
radicais livres de prata, também muitos estudos apontam a relacido proporcional da
concentragao de prata com a eficacia bactericida (HUANG et al., 2019). Em estudo
realizado por Mirzaee, Vaezi e Palizdar (2016) foi proposta uma cobertura de
hidroxiapatita dopada com nanocargas de prata sobre substrato de Titanio para
aplicagdes biomédicas. A técnica de cobertura foi através de eletroforese com
posterior normalizacdo em forno a 600°C. Os resultados indicaram melhora da
molhabilidade da superficie e da agao antibacteriana com o aumento da concentragao
de prata. Todavia houve uma ligeira diminuicdo da resisténcia a corrosdo com
aumento da concentracdo de prata. Os autores atribuem isto ao fato de haver uma
maior concentragdo de ions Ag* com alto potencial oxidativo que poderia levar a

formacao de oxigénio atbmico em sua vizinhanga. Também neste mesmo estudo fica
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evidenciado um menor efeito bactericida em bactérias Gram-positivas como
Staphilococos aureous, em relagao as bactérias Gram-negativas. Possivelmente este
efeito é relacionada a diferengca morfoloégica da membrana peptideoglicana destes
dois tipos de bactérias. Conforme ilustra a Figura 3, as bactérias Gram-postivas
possuem ema membrana mais espessa, o que dificultaria a penetracdo dos radicais
de prata (MIRZAEE; VAEZI; PALIZDAR, 2016).

Figura 3: Parede celular de bactérias Gram-positivas/negativas
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Fonte: Silva, 2012.

Sabe-se que da mesma forma que os ions de prata atacam as membranas
celulares de bactérias também atacam células humanas, porém em outras
propor¢des. Sao reportados valores a partir de 1,6 ppm de Ag para iniciar danos em
células humanas, ja para bactérias a concentragao 0,1 ppm de Ag ja € suficiente para
uma acgao bactericida satisfatoria. Verificou-se que todas as amostras em meédia
apresentaram uma liberagao de ions de prata elevados nos primeiros 7 dias, sendo o
valor maximo de 1,52 ppm, mas apoés este periodo houve estabilizacdo em valores
meédios liberac&do de 0,2 ppm. Este ensaio foi realizado imergindo a amostra em SBF
por 14 dias e medindo diariamente a concentragdo de Ag por espectrofotometria de
absorcao atébmica (MIRZAEE; VAEZI; PALIZDAR, 2016). O eletrdlito SBF (simuleted
body fluid) se refere a uma solugao que mimetiza os compostos presentes nos fluidos
corporeos. A Tabela 2 ilustra a composi¢cao deste fluido (BROOKS; BROOKS;
EHRENSBERGER, 2017).
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Tabela 2: Composig¢ao quimica do fluido corpéreo simulado (SBF — simuleted
body fluid).

Componente Concentragao (g/L)

NaCl 7,996
NaHCO3; 0,35
KCI 0,224
KoHPO4.3H20 0,228
MgCl2.6H20 0,305
CaCl; 0,278
NaxSOg4 0,071
(CH20H)3CNH2 6,057

Fonte: Adaptado de (BROOKS; BROOKS; EHRENSBERGER, 2017).

Nesta mesma linha de pesquisa foi realizado estudo por Sivaraj e Vijayalakshmi
(2019) com uma cobertura de hidroxiapatita, nanotubos de carbono de multipla
camada e nanocargas de prata sobre substrato de ago 316L também para aplicagbes
biomédicas. Neste trabalho a técnica de aplicagado da cobertura foi através de spray
pirdlise da solucdo de nanoparticulas e posterior normalizacdo em forno a 500°C. O
uso de nanotubos de carbono tem o objetivo de aumentar a superficie de contato e
assim evitar a aglomeragcdo das nanoparticulas de prata. Os resultados indicam
melhoria na acgdo bactericida e da resisténcia a corrosdo com aumento de
concentragao de prata. Por outro lado, a citotoxicidade da prata em relagao as células
humanas foi insatisfatéria. Foi realizada analise de viabilidade celular em osteoblastos
humanos e esta diminuiu com o aumento da concentragao de prata.

Em um estudo com objetivo de desenvolvimento de cobertura antibacteriologica
em aco naval ASTM A36, foram utilizados nanotubos de carbono de paredes multiplas
para criar uma superficie superhidrofébica (que inibe a adesédo de bactérias) e apos
ainda adicionadas diferentes concentragbes de nanoparticulas de Ag sobre essa
superficie. Nos resultados do efeito bactericida inicialmente as amostras com e sem

prata apresentaram valores satisfatérios, porém com o passar dos dias a amostra



31

somente com nanotubos de carbono perdeu sua eficacia parcialmente enquanto que
as amostras com Ag aumentaram a eficacia bactericida. Os autores sugerem este
efeito ao desgaste da camada superhidrofébica, porém quando ha presenga de
nanoparticulas de Ag, o alto potencial oxidativo dos radicais de Ag* liberados tem
poder de gerar oxigénio atdmico em sua vizinhanga, o oxigénio seria responsavel por
reagir com as ligacdes duplas dos lipideos presentes na parede celular da bactéria,
assim penetrando na célula e também interagindo com proteinas e lipopolisacarideos,
levando a permeabilidade da membrana da bactéria causando a morte. Esta € mais
uma teoria de mecanismo bactericida atribuido a acdo de nanoparticulas de prata
(HUANG et al., 2019).

Recentemente também vem sendo investigada a ac&o antiviral de
nanoparticulas de prata (AgNPs). No entanto, estes estudos estdo bem menos
avangados em relacdo aos estudos com bactérias. Em infeccdes virais ocorre o
ataque da célula hospedeira pelo virus aos acidos nucleicos alterando a programacgao
da célula fazendo-a replicar o virus. Possivelmente os radicais de prata atuam na
superficie envelopada do virus inibindo fisicamente o contato com a célula hospedeira.
Em estudos recentes in vitro foi comprovada acao antiviral semelhante a bacteriana
em virus herpes (HSV), HIV, Influenza, Variola do macaco e arenavirus. Todos os
estudos evidenciam a fundamental importancia do tamanho de particula da prata,
quanto menor mais eficaz. No estudo da Influenza os melhores resultados foram
reportados com particulas menores de 10 nm. Em contraste, particulas acima de 25
nm potencializaram a agao do virus sobre as células. Possivelmente a aglomeragao
de nanoparticulas pode potencializar ou facilitar a interagdo ou internalizagdo de
particulas virais com células hospedeiras (NAKAMURA et al., 2019).

Em estudo de EI-Mohamady et. al. (2018) foi evidenciada agéo antiviral in vivo,
de gel a base de acido tanico e AgNPs contra virus do herpes genital. Neste estudo
foi evidenciada a inibicdo do atracamento e penetragdo do virus, assim como a
transmissao célula para célula. Outro estudo com virus do herpes bovino tipo 1 indicou
eficacia na inibicdo do ataque viral com particulas entre 15 e 25 nm (EL-MOHAMADY
et al., 2018).

Nesta linha de acao antiviral também ha estudos da inibigao de proliferagao de
virus da familia do coronavirus. As nanoparticulas de prata sdo analisadas como
droga sob forma de nanoaglomerados de sulfeto de prata. O possivel mecanismo de
acao e proposto com atuacao no interior da célula hospedeira inibindo a sintese do
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RNA pelo virus e consequentemente sua proliferacao. Este estudo foi realizado in vitro
e apresentou resultados com expressiva queda da curva de crescimento da infeccéo
viral. Também foi avaliada a relacdo de tamanho de particula com eficacia antiviral,
novamente apontando para uma maior eficacia das particulas menores (DU et al.,
2018).

Nakamura et. al. (2019) desenvolveram em seu estudo um filme protetivo a
base de nanofibras de quitosana com AgNPs para a prevencao de infecgbes por
contato de superficies em ambientes hospitalares dos trabalhadores da area da
saude. Devido aos efeitos notaveis das AQNPs como biocida, fungicida e antivirus foi
elaborada uma solugdo que pode impregnar os EPI's dos trabalhadores assim como
superficies hospitalares diminuindo drasticamente a proliferagdo significativa destes
patégenos, principalmente em epidemias. A Figura 4 ilustra os principais mecanismos
de contaminagao dos trabalhadores da saude, no quadro (a) pela contaminagao de
mascaras e macacao de protegdo no momento de retirar os EPI's; no quadro (b) a

sugestéo de uso do filme com AgNPs inibindo a contaminagéo.

Figura 4: Mecanismos de contaminagao de bactérias e virus em ambientes
hospitalares por contaminacgao de EPls
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Fonte: Nakamura et. al., 2019.

O uso de nanoparticulas de prata ja possui evidéncias robustas que indicam
resultados muito satisfatorios na agédo bactericida e antiviral que sdo fatores muito
importante em aplicacbes biomédicas. Deve-se levar em consideragdao sempre o
custo-beneficio do uso da prata em relacdo a citotoxidade apresentada a células
humanas (SIVARAJ; VIJAYALAKSHMI, 2019).

2.2 OSSEOINTEGRAGAO

A osseointegragdo ou osteointegragcédo é definida como a formagéo direta de

uma interface entre o 0sso e o implante sem que haja interposigcéo de tecido mole a
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nivel microscopico (COELHO; JIMBO, 2014). Também em outros termos formagao de
uma uniao estavel e funcional entre osso e a superficie do implante. Este mecanismo
envolve a ancoragem de um implante pela formacéo de tecido ésseo em torno do
biomaterial implantado sem crescimento de material fibroso na interface (YUAN et al.,
2019).

A interagédo do organismo com o biomaterial depende da resposta imunolégica
de cada paciente. O sistema imunoldgico compreende as células de defesa do
organismo que sao requeridas diante a qualquer material, bactéria, virus ou fungo que
adentra o corpo humano que possa representar alguma ameaga. Este mecanismo é
profundamente complexo e individual podendo ter respostas muito adversas para
cada pessoa dependendo de variaveis pré-existentes no individuo. No caso de um
implante, em geral, ocorrem 3 etapas (VISHWAKARMA et al., 2016):

* Entre 0 e 4 horas apdés a implantacdo do biomaterial ocorre resposta
imunologica imediata: neste periodo € desencadeada uma resposta inflamatoria
aguda, devido a danos nos vasos sanguineos. Sao absorvidas proteinas na superficie
do biomaterial e ocorre entdo a formacdo de uma matriz proviséria com plaquetas
responsaveis por conectar 0s vasos sanguineos lesionados e auxiliar no
desenvolvimento de citocinas e fatores de crescimento e inicio do recrutamento de
macrofitos;

* Entre 4 horas e 4 dias apds a implantacdo do biomaterial ocorre resposta
imunoldgica induzida. Nesta etapa se inicia a inflamagéo crénica, com aumento de
macréfagos e estimulacdo de linfocitos. As células de tecidos sdo estimuladas e
ocorre a regeneracgao do tecido no local do implante. Porém se o ambiente nao for
satisfatério para atender esta formacao pode ocorrer a fibrose do tecido;

* Entre 4 dias até a cicatrizag&o total ocorre resposta imunolégica adaptativa.
Nesta etapa segue a regeneracgéao do tecido ou fibrose. A fibrose nao é desejada, pois
ela indica falta de reabilitacao do tecido, sendo substituido por tecido cicatricial que é
basicamente constituido por fibras de colageno.

Em cada etapa ocorre formacgao de grupos de células funcionais especificas, a
correta adsorgao destas células no biomaterial tem relagao direta com sua topografia,
rugosidade, composi¢cado quimica e energia superficial. O sucesso do implante esta
diretamente ligado ao correto andamento destas etapas que geram resultado final na

recuperacao e cicatrizagao do paciente (HUANG et al., 2018).
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Outro grande desafio do uso de biomateriais metalicos, além da cicatrizagao
desejada em torno do osso e implante (ancoragem 6ssea), se trata da compatibilidade
mecanica entre os modulos de elasticidade dos materiais. Para uma biofuncionalidade
otima, os modulos de elasticidade do osso e implante devem ser muito préximos.
Quando a diferenga € grande podem ocorrer danos aos tecidos circundantes e atrofia
Ossea. Esta compatibilidade mecanica € mais impactante na etapa de resposta
imunologica adaptativa onde geralmente o paciente ja se encontra em fase de
fisioterapia. O crescimento de tecido 6sseo é estimulado por impactos, se estes forem
praticamente todos absorvidos pelo implante o osso acaba perdendo sua
funcionalidade, atrofiando e formando mais fibrose (BOTA et al., 2010). A Tabela 3
ilustra as propriedades mecanicas principais do osso cortical, do ago inox 316L e das
ligas de titénio. Fica evidente ao analisar a tabela que os valores do modulo de
elasticidade e densidade indicam uma melhor compatibilidade das ligas de titanio,
porém ainda distante do ideal. De toda forma, o uso de implantes de titanio é limitado
para a populacado que depende de sistema publico de saude em fungdo de seu maior
custo em relagdo ao ago inox 316L (MORAES et al., 2014).

Tabela 3: Principais propriedades mecanicas do osso cortical e biomateriais

metalicos
Material Médulo de Tensdo de Ruptura Tenacidade a Densidade
elasticidade (GPa) (MPa) fratura (MPa) (g/cm3)
Osso cortical 10-30 130-150 2-12 1,06
Aco inox 316L 193 540-1000 100 8
Ligas de Ti 105-125 900 80 4,3

Fonte: Adaptado de Bota et. al., 2010 e Chen e Thouas, 2015.

Esta diferenca de propriedades mecanicas dos implantes metalicos indicados
na Tabela 3 € responsavel pela maior incidéncia de falhas por afrouxamento
asséptico. Esta condicdo ocorre em média de 40% dos casos em tempo relativo de
10 a 20 anos pos implante. O afrouxamento asséptico ocorre pela falta de adesao
entre 0osso e implante (auséncia de osseointegragdo) pela natureza bioinerte do
material metalico. Este quadro implica na necessidade de cirurgia imediata para
substituigdo do componente, ou seja, gera custo ao sistema de saude e aumenta risco

de infecgdes e complicagdes decorrentes do pds-operatorio. A busca por materiais
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metalicos com tratamentos superficiais que proporcionam a osseointegragdo tem
importancia fundamental (HUANG et al., 2018).

Em estudos recentes sdo apontados com maior importancia para a promogao
da osseointegragdo a compatibilidade de superficies na interface tecido implante, ou
seja, uma superficie biomimética (MAHAPATRO, 2015) e uma rugosidade adequada,
a nivel nanométrico com presencga de poros ou tubos que facilitam a atuag¢ao dos
osteoclastos que preparam a superficie para a atuacdo dos osteoblastos
(ANDERSON; LAMICHHANE; MANI, 2016).

2.2.1 Superficie biomimética

Diversos estudos evidenciam a relagao positiva entre as superficies com maior
rugosidade e a resposta mais positiva de osseointegracdo comparativamente as
superficies planas. Também fica evidenciado que ndo é qualquer topografia de
superficie que promove este efeito, mas a presenca de poros ao nivel nanométrico,
fibras nanométricas e estruturas nanotrabeculares tem os melhores resultados (BOTA
et al., 2010). A Figura 5 ilustra uma imagem de MEV de implante com crescimento de
hidroxiapatita artificial por imersdo em SBF (fluido corporeo simulado) com resultado
de superficie biomimética.

Figura 5: Micrografia ao MEV de superficie biomimética de ago 304 com
cobertura de hidroxiapatita.
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Fonte: Asoh, Nakatani, Ono, 2016.

E fato que os implantes de tecido 6sseo natural sdo os mais eficazes por sua
compatibilidade total, mas raramente € possivel realizar este autotransplante. Por isso
muitos estudos sao realizados buscando aproximar, ou imitar, a superficie 6ssea nos

biomateriais. Além de aproximar dimensionamento, também ha excelentes resultados
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com a compatibilidade quimica do tecido 0sseo, que € praticamente constituido de
uma fragdo inorganica de hidroxiapatita e uma fracdo orgénica de colageno.
Coberturas ou filmes (sobre metais) constituidos destes materiais vem se
apresentando muito promissores no processo de osseointegracdo. Bian et. al. (2019)
obteve bons resultados de ativagao de células anti-inflamatérias em implante feito de
nanofibras de colageno com hidroxiapatita pela técnica de eletrofiagdo. De forma
analoga, Ferreira et. al. (2019) encontrou resultados satisfatérios com cobertura sobre
titinio com hidroxiapatita, nitrato de prata e caprolactama, inclusive com agao
antibacterioldgica referente a prata.

Em estudo que avaliou a topografia relacionada a agéo de células inflamatorias
sobre superficies de politetrafluoretiieno expandido com diferentes rugosidades,
resultados interessantes foram observados. O material do estudo por se tratar de uma
fibra, foi preparado com diferentes escalas internodais na grandeza de 1,2 a 4,4 ym
resultando em uma maior porosidade e uma amostra sem poros. Nos ensaios in vivo,
aplicando o implante em ratos, verificou-se significativa reducdo do tamanho do
encapsulamento do implante. Isto € muito positivo, pois ocorreu uma menor fibrose
na superficie de contato e uma cicatrizagdo melhor. Este resultado positivo motivou
um estudo in vitro para verificar o mecanismo de atuagdo dos mondocitos e macrofagos
que atuam na resposta inflamatoria. Verificou-se um aumento significativo da
liberacéo de secregdes de citocinas pro-inflamatorias nas primeiras horas do implante,
um resultado contrario ao que se esperava (BOTA et al., 2010).

Em estudo similar mais recente de avaliagdo de resposta de macrofagos em
relacdo a topografia de aco inoxidavel 316L e liga de cromo-cobalto in vitro, alguns
novos resultados trazem alguma diregdo do mecanismo provavel que leva a resposta
positiva nos ensaios in vivo. Neste estudo mais amplo foi avaliado o comportamento
dos macrdéfagos por 21 dias e se observou que realmente nas primeiras 24 horas as
superficies com maior rugosidade aumentaram a secre¢cdo de citocinas pro-
inflamatdrias indesejadas comparativamente a amostra plana. Porém apds 24 horas
as amostras planas alcangaram o mesmo nivel de efeito nos macrofagos e as
secrecdes anti-inflamatérias benéficas tiveram aumento significativo apds 24 horas
em todas amostras com efeito proeminente nas amostras de maior rugosidade
(ANDERSON; LAMICHHANE; MANI, 2016).
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A molhabilidade, também definida como propriedade hidrofilica da superficie,
também é um aspecto fundamental nas interagées biolégicas desencadeadas no

processo de osseointegragao.

2.2.2 Molhabilidade

A capacidade que um liquido possui de molhar um sdlido, ou seja, a
molhabilidade de uma superficie sélida esta diretamente relacionada a energia de
superficie. A molhabilidade pode ser determinada por meio de angulo de contato de
um liquido em relagdo a superficie do material. Quanto maior a rugosidade da
superficie, melhor sera a molhabilidade do material (MAXIMO et al., 2016).

Em estudo de Anderson, Lamichhane e Mani (2016) o aumento da rugosidade
se mostrou como aspecto fundamental para uma maior ativagdo dos macréfagos do
tecido 6sseo, também chamados de osteoclastos, responsaveis pela preparacido da
superficie para que os osteoblastos iniciem a neoformacéo éssea. Os osteoblastos,
por sua vez, S&0 responsaveis por sintetizar a parte organica da matriz éssea,
concentrando fosfato de calcio e participando da mineralizagao.

Em estudo de Elias et. al. (2016) com implantes dentarios de titénio tratados
com ataque acido por imersao e posterior eletrodeposi¢ao de fluor, célcio e magnésio
in vivo apresentou resultados muito satisfatérios. Neste estudo foi realizada a analise
de molhabilidade através do angulo de contato da agua com a superficie.

As amostras com célcio e magnésio apresentaram os melhores resultados de
molhabilidade devido a presenca de grupos funcionais hidroxila formados na
passivagcao natural da superficie. Todas as amostras mostraram um torque de
remogao do implante superior ao titdnio ndo tratado, o que indica um processo de
osseointegracao mais efetivo (MAXIMO et al., 2016).

2.2.3 SBF e atividade corrosiva

O ambiente no interior do corpo humano esta quimicamente e fisicamente em
um estado diferente das condicbes ambientais. Este ambiente muitas vezes pode
levar o implante metalico a falhar por incidéncia de corrosdo. O pH e a concentragao

de oxigénio no interior do corpo humano variam de acordo com sua localizagao, o que
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pode levar determinado material a ter respostas mais positivas de acordo com a
localizagado do implante (CHEN; THOUAS, 2015).

Outro fato prejudicial observado em biomateriais metalicos € a liberagdo de ions
muitas vezes responsaveis por reagdes alérgicas cronicas. Dentre os mais criticos
sdo os ions de niquel, cromo, cobalto, vanadio e manganés. Estes ions induzem a
producgao de osteoclastos e consequentemente fibroblastos, responsaveis pela fibrose
no local do implante. A liberagdo de ions também é responsavel por afetar a
hemocompatibilidade do material, provocando rejeicdo asséptica e necessidade da
retirada do implante (COELHO; JIMBO, 2014).

E importante avaliar o comportamento do biomaterial metalico quanto a seu
comportamento anticorrosivo e de liberacdo de ions em ambiente proximo ou
simulado ao interior do corpo humano. Desta forma, pesquisadores desenvolveram o
fluido corporeo simulado (SBF — Simulated body fluid) para atender esta necessidade.
Este € um fluido utilizado para simular o conteudo iénico do plasma de sangue
humano, reproduzindo artificialmente as condi¢cbes existentes dentro do corpo
humano. Muitas composicoes deste fluido ja foram apresentadas para tentar atingir a
maior semelhanga possivel em relagao ao fluido orgénico e suas alteragdes naturais
(BOHNER; LEMAITRE, 2009).

Em condig¢des fisioldgicas normais, o pH do fluido corpéreo humano € de
aproximadamente 7,2 caracterizando-o como neutro. Todavia, quando ocorre alguma
inflamacé&o este valor pode se alterar. Estudos indicam que em estado inflamatorio o
pH aproxima-se de 5,0 passando para a faixa acida. Este € um dado importante
considerando biomateriais metalicos e deve ser levado em consideragao. Para esta
avaliacao é possivel alterar a composi¢cao do SBF para atingir este pH utilizando acido
cloridrico (BROOKS; BROOKS; EHRENSBERGER, 2017).

Desta forma €& possivel avaliar por caracterizacdo eletroquimica o
comportamento das propriedades anticorrosivas dos materiais em SBF saudavel
(normal) e SBF inflamado.

No estudo de Brooks et. al. (2016) o ago inox 316L foi avaliado em SBF normal
e em SBF em condicbes inflamatorias apds 24 horas de exposi¢cao. As condigdes
inflamatorias envolvem a presenga de perdxido de hidrogénio e pH acido. Nos
resultados houve um aumento considerado de areas suscetiveis a corrosdo severa
por fendas. Mais destaque para as zonas com acumulo tensdo como por exemplo

furacdes de placas ou em pecas de fixacdo como cabecas de parafusos. Neste estudo
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também foi verificado um aumento significativo da liberagao de ions de natureza toxica
para o0 organismo como o0 cromo e o niquel.

Em outro estudo, desta vez com liga de titanio, aluminio e Vanadio obtida pelo
processo de fusdo seletiva por laser é avaliada quanto a suas propriedades
eletroquimicas em eletrélitos com pH variados comparando com a mesma liga obtida
por fundicdo tradicional. A amostra preparada por fusdo a laser possui uma
rugosidade maior que a amostra fundida e por isso os autores atribuem um resultado
inferior das propriedades corrosivas em eletrdlitos com pH na escala acida. Além do
SBF normal, o estudo fez ensaios com solugdo de NaOH, NaCl e H2SO4, sendo o pior
resultado de resisténcia a corrosao da amostra obtida por fusdo a laser em eletrdlito
de acido sulfurico (SHARMA et al., 2020).

Levando em conta que o comportamento do implante depende de sua
rugosidade superficial, o processo de anodizagao tem sido muito empregado para

obtencao de superficies porosas em biomateriais.

2.3 ANODIZACAO

A anodizagdo, também chamada de oxidagdo anddica, € um processo
eletroquimico onde ocorrem reag¢des quimicas entre metais e eletrodos acionados por
campo elétrico em um meio (eletrolito) aquoso ou ndo. O metal que se deseja anodizar
€ usado como anodo e sobre este cresce uma camada de 6xido por difusdo de ions
de oxigénio, o 6xido formado pode ser do tipo barreira ou poroso (GENTIL, 2012). A
camada de 6xido obtida por este processo possui espessura muito superior em
relacdo aquela formada naturalmente ao ar, apresenta maior aderéncia e maior
resisténcia ao desgaste mecanico e resisténcia a corrosdo (KOWALSKI; KIM;
SCHMUKI, 2013).

Empregando diferentes tipos de eletrdlitos e alterando os parametros de
processo como densidade de corrente, temperatura e tempo é possivel obter 6xidos
anddicos com propriedades variadas. Independente das condigdes utilizadas no
processo de anodizagao, a primeira camada que se forma na interface com o metal é
de oxido do tipo barreira (compacta) e a formagdo da camada porosa sé ocorre em
um segundo momento. Neste segundo momento ocorre a diluicdo dos Oxidos de

metais da camada barreira por ions do eletrdlito, o mais utilizado é o fluor (F), por sua
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alta eletronegatividade. Estes novos 6xidos diluidos sédo atraidos pelo campo elétrico
e migram em direcdo do substrato até a estabilizagcido das forgas eletroquimicas
envolvidas. Este deslocamento dos 6xidos dissolvidos € responsavel pela formagao
dos poros (WANG et al., 2020).

As camadas de oxido formadas s&o dielétricas ou semicondutoras de natureza
amorfa ou policristalina. Geralmente o uso de eletrdlitos aquosos sao responsaveis
pela formacgao de filmes de oxido tipo barreira. Em metais de transi¢cao, por exemplo,
eletrolitos com pH acido, mas com presenca de ions F- resultam em uma camada
porosa aleatéria ou de estrutura auto organizada de nanoporos ou nanotubos. Os
estudos de obtencédo de camadas de 6xido poroso s&o principalmente realizados com
titdnio, nidbio, tantalo, zirconio, tungsténio e aluminio. Ainda ha poucos estudos com
ligas como ago, por exemplo (KOWALSKI; KIM; SCHMUKI, 2013).

2.3.1 Anodizagao para obteng¢ao de nanoporos

Os estudos de desenvolvimento de camadas porosas em superficies de metais
valvula comegaram a ter grande destaque a partir dos anos 2000. Nas ultimas duas
décadas grandes avangos nesta tecnologia de nanoestruturas vém sendo
evidenciados. As notaveis propriedades destas superficies quanto a sua geometria e
em alguns casospourbaix natureza semicondutiva proporcionam um amplo campo de
aplicacbes como fotocatalise, agrotecnologia, baterias, células, nanomatrizes,
membranas de nanofiltracdo e biomateriais. A Figura 6 ilustra imagens de topo e
secao transversal de diversas estruturas nanotubulares e nanoporosas obtidas em
metais de transicdo (KOWALSKI; KIM; SCHMUKI, 2013).

A obtencio destas camadas porosas por processo de anodizagcao, vem sendo
feita principalmente com uso de ions F~ no eletrdlito. Este tem apresentado os
resultados mais consistentes, destacando-se em substratos de metais de transicao,
porém ainda sao poucos os estudos para obtencdo destas camadas de Oxidos
nanoporosas com ligas como acgo inoxidavel por exemplo (ASOH; NAKATANI; ONO,
2016).

Segundo revisao publicada por Kowalski et. al. (2013) outro aspecto relevante
para o crescimento de camada de 6xido é o emprego de um alto campo elétrico
durante a anodizacdo. Desta forma, se favorece o mecanismo fundamental para a

geragcao da porosidade, que é a migragcao simultdnea dos cations do metal para
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interface do metal/filme e dos anions do eletrdlito para interface filme/metal, formando
pelicula nos dois sentidos da interface.

A inducéao de incorporagao de espécies no 6xido pode ocorrer de duas formas.
Uma delas é devida a tensao aplicada, fazendo com que os ions de oxigénio migrem
para o interior do 6xido podendo ser acompanhados pela incorporagao de pequenas
espécies anidnica presentes no eletrolito. A outra forma de origem é a externa, em
que os ions metalicos migram e reagem na interface externa formando 6xido e ao
mesmo tempo incorporando as espécies ibnicas adsorvidas a partir do eletrélito. Se
houver migragcado do oxigénio, a profundidade maxima de anions incorporados no
interior do 6xido € determinada pela taxa de migracao relativa ao oxigénio (OZKAN;
MAZARE; SCHMUKI, 2018).

Existem casos que a migracao de ions do eletrdlito para o interior do 6xido é
muito mais lenta em relagdo aos ions de oxigénio, podendo ser distribuidos atraves
de uma parte da espessura total do 6xido. Por outro lado, os ions que migram mais
rapidamente que o oxigénio, como no caso do F-, podem atravessar toda espessura
de 6xido e formar uma fina camada de composicao diferente do 6xido na interface
oxido/metal. Esta camada rica em fluoreto e deficiente em oxigénio frequentemente é
encontrada na base do 6xido formando um complexo de fluoreto do metal. A presenca
de ions F no eletrdlito e a dissolugdo de complexos de fluoreto de metal esta
associada a formacao posterior de nanoestruturas tridimensionais como poros, tubos
e cones na superficie da camada de 6xido (KOWALSKI; KIM; SCHMUKI, 2013).
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Figura 6: Micrografias ao MEV de camada com estruturas nanoporosa
formadas sobre metais de transicao (vista de topo e secao transversal).

Fonte: Kowalski; Kim; Schmuki, 2013.

2.3.2 Processos de anodizacao para obtengao de nanoporos em ago inoxidavel

Da mesma forma que os estudos em metais valvula estdo mostrando evidentes
melhorias nas propriedades de estabilidade, resisténcia a corrosao e funcionalidades
especificas, em ligas como ago estdo também sendo encontrados inumeros
aperfeicoamentos com a obtengdo de camadas nanoporosas por processo de

anodizacao.
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Em estudo de Asoh, Nakatani e Ono (2016), os autores tiveram como objetivo
obter uma camada nanoporosa de 6xido insoluvel espessa (maior que 1,0 ym) em
aco 304 para posterior biofuncionalizagdo. Para tanto, foi utilizada anodizagao simples
com corrente continua em eletrdlito a base de acido sulfurico. O estudo também visou
avaliar a influéncia da adi¢cao de peréxido de hidrogénio ao eletrélito em relagao ao
crescimento da camada de Oxido e sua morfologia. Também foram avaliadas
diferentes densidades de corrente de anodizacéo.

Inicialmente foi avaliada a curva de anodizacdo da amostra anodizada somente
com eletrdlito a base de acido sulfurico e amostra com acido sulfurico adicionada de
perdéxido de hidrogénio. Esta ultima também foi avaliada em diferentes densidades de
corrente. Na Figura 7 estdo ilustradas imagens da coloragdo resultante de cada
ensaio. E possivel observar que a amostra anodizada em eletrélito somente com acido
sulfurico apresentou uma coloragdo cinza esbranquigada, ja as amostras com
eletrélito de acido sulfurico adicionadas de peroxido de hidrogénio apresentaram
coloragdo amarelada até um certo nivel de densidade de corrente de
aproximadamente 300 A/m?, acima deste valor a coloragao retoma novamente ao

cinza esbranquicado.

Figura 7: Resultado das coloragoes das amostras anodizadas

5 M H2S0s4 5 M H2S0: | 2 M H202
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Fonte: Asoh et. al., 2016

Estas cores resultantes séo indicativos de composi¢des diferentes da camada
anodizada. Ap6s analise de morfologia por MEV e analise de espectroscopia de
energia dispersiva por Raio X (para avaliagdo de composigcao quimica de diferentes
pontos da camada de 6xido) foi possivel concluir que usando somente acido sulfurico
a camada nao ultrapassou a espessura de 50 nm e € composta principalmente por
complexo de 6xido de cromo. As imagens de MEV (Figura 8) revelam que a textura
da superficie € compreendida por cristais granulares da ordem de décimos de

microns. Segundo os autores, isso indica uma provavel dissolugao seletiva das bordas
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dos gréaos, muito similar aos estudos de anodizagdo de aco somente com camada
barreira, ndo porosa. A dissolugéo transpassiva em tensao suficientemente alta inibe
o crescimento do filme anddico, dando preferéncia a formagao de poros decorrentes
da dissolugédo de 6xidos nos contornos dos graos. Como resultado ha formagao de
nanoporos, porém de profundidade rasa (ASOH; NAKATANI; ONO, 2016).

A partir dos resultados da Figura 7, os autores decidiram optar pela densidade
de corrente de 200 A.m para uma segunda etapa de avaliagio da adigdo de perdxido
de hidrogénio ao eletrdlito.

Na segunda etapa foram anodizadas 3 amostras em eletrélito de 5M H2SO4|
2M H20:2 por tempos distintos de 15, 120 e 240 minutos respectivamente. A Figura 9
ilustra as imagens ao MEV obtidas para cada ensaio (A e B) topo e sec¢ao transversal
da amostra de 15 minutos; (C e D) topo e secao transversal da amostra de 120
minutos e (E e F) topo e segéo transversal da amostra de 240 minutos. Neste ensaio
€ possivel visualizar que a espessura da camada de 6xido é proporcional ao tempo
de anodizagdo. Foi obtido um filme de espessura de 3,2 um, como visto na Figura 9f
que era o objetivo do estudo dos autores (ASOH; NAKATANI; ONO, 2016).

Figura 8: Micrografia ao MEV da superficie do ago anodizado somente com
eletrélito a base de acido sulfurico.

Fonte: Asoh et. al, 2016.

Os resultados de analise da microestrutura indicam a obtencdo de um filme
nanoporoso cristalino granular formado predominantemente por cromita (FeCr20a4),
um oxido espinélio, além de 6xido de cromo, hidroxido de cromo e 6xidos de ferro e
niquel. A curva de anodizagdo mostra uma queda brusca de tenséo inicial que indica
a formacao de camada barreira. Apos alguns minutos esta tenséo estabiliza indicando

a formacgéo de filme anddico pela migragdo de anions do eletrélito como O2 e OH-
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para a interface 6xido/metal e saida do substrato dos cations como Fe?*, Fe3*, Cr** e
Ni?* para a interface metal/oxido sobre a influéncia do campo elétrico.

A adigao de perdxido de hidrogénio ao eletrdlito de acido sulfurico demonstrou
o efeito oxidante do perdxido suprimindo a dissolugdo anddica do substrato e
acelerando a formagao do filme de 6xido. Efeito similar foi encontrado com uso de
peroxido de hidrogénio na obtengéo de filme 6xido anddico em nidbio e tantalo em
estudos prévios dos autores. Eles atribuem este aumento da taxa de oxidagcao a
geracao de radicais *OH e HO2+ oriundos do peroxido de hidrogénio, seguido de um
incremento da oxidagdo anddica. Todavia, este mecanismo de aceleracdo da
oxidagao pelo peroxido de hidrogénio ainda nao foi totalmente esclarecido (ASOH;
NAKATANI; ONO, 2016).

Figura 9: Micrografias de topo e se¢ao transversal de anodiza¢ao aco 304 com
eletrélito 5M H2S04| 2M H202 em tempos diferentes: (a/b) 15 minutos; (c/d) 120
minutos; (e/f) 240 minutos.

Fonte: Asoh et. al., 2016.

O ensaio de biofuncionalidade deste estudo foi realizado por meio de avaliagéao
da formacéao de apatita artificial sobre a superficie. A apatita € a parcela mineral de
formacédo do osso humano. Neste ensaio foram avaliadas 2 amostras nas mesmas

condicdes de anodizacao, sendo fator diferencial 1 amostra com eletrdlito somente a



46

base de acido sulfurico e a outra acido sulfurico com peréxido de hidrogénio. A Figura
10 ilustra os resultados das imagens ao MEV evidenciando a superior formagao de
apatita sobre a amostra anodizada com adi¢ao de peréxido de hidrogénio. Os autores
destacam a boa formacdo de superficie biomimética na apatita com presenca de
estruturas trabeculares (Figura 10, com uso de eletrdlito com adi¢gao de perdxido de
hidrogénio) enquanto na amostra somente com &cido sulfurico ocorreu deposigao

baixa e irregular, certamente resultado dos poros rasos do filme de 6xido anddico.

Figura 10: Micrografias ao MEV ensaio de formagao de apatita artificial em
diferentes eletrélitos

Eletrolito: 5 M HaS04

Eletrolito: 5 M HaS04 | 2 M H202 1]

Fonte: Asoh et. al., 2016.

Em estudo mais recente para obtencao de filmes espessos de 6xido anodico
poroso, Wang et. al. (2020) realizaram uma série de experimentos variando tempo e
tensdo com a finalidade de modelar o mecanismo de crescimento e morfologia dos
poros na camada de 6xido anddico de aco inoxidavel 304. Para este fim foi realizada
anodizacao com eletrolito de etileno glicol contendo 0,1 M de agua destilada e 0,1M
de fluoreto de aménia. Neste estudo se observa a atuagéo do ion F- como promotor
da formacgao de poros na camada de 6xido.

No primeiro experimento variando os tempos de anodizagéo (1, 5, 15 e 25 minutos)
com tensdo de 50 V é possivel observar nitidamente o inicio da formagao da camada
porosa a partir da camada inicial barreira que com o passar do tempo apresenta uma

leve diminuicdo de espessura, mas € evidente que esta mantem seu crescimento pela
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continua oxidagao do substrato na interface filme/metal. Na figura 11 estéo ilustradas
as imagens ao MEV das se¢bes transversais indicando que com 15 minutos de
anodizagao ja havia sido obtida uma camada de 2,59 um de espessura (WANG et al.,
2020).

Figura 11: Micrografias da seg¢ao transversal das amostras anodizada a 50 V
em tempos distintos
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Fonte: Wang et. al., 2020.

Os autores apds analise de espectroscopia eletrbnica de raios X e analise
morfolégica, observaram um mecanismo de formacado da camada porosa de 6xido
que se daria em 2 etapas pelas seguintes reagdes eletroquimicas:

(i) oxidagao do ago substrato:

2H20 > 02 + 4H* + 4de (1)
xM(Fe, Cr, Ni) + % yO2-> MxOy ( Fe203, Cr203, NiO) (2)

(ii) dissolucéo dos Oxidos de metais formados por elemento do eletrdlito (neste

caso ocorreria a dissolugao pelos ions F- presentes no eletrdlito)

FesO3 + 6H* + 12F > 2[FeF3]* + 3H20 (3)
Cr203 + 6H* + 12F > 2[CrF3]> + 3H20 (4)
NiO + 2H*+ 3F > [NiFs] + H20 (5)
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Na analise de composi¢cao quimica da camada de 6xido por espectroscopia
eletrénica de raios X, encontrou-se uma predominancia de Cr203 e a-Fe203 como
formadores da camada de 6xido. A quantidade de NiO n&o é tao expressiva, indicando
que este Oxido é praticamente todo dissolvido no eletrdlito acido.

Pelas imagens das morfologias dos poros em secao transversal, observa-se
que diferente do titdnio onde é possivel fabricar nanotubos de 6xido de titanio em ligas
isto ja se torna mais dificil, pois cada elemento de liga tem uma dissolugao seletiva e
uma velocidade diferente de difusdo durante o processo de oxidagao e posterior
dissolucdo dos Oxidos de metal. Consequentemente observam-se nanotubos
descontinuados e que se encontram aleatoriamente devido as diferencas de
velocidade de dissolugcdo dos oxidos de Ni, Cr e Fe principalmente (WANG et al.,
2020).

Na figura 12 estao ilustradas as micrografias de topo ao MEV de cada amostra
evidenciando que com tempo de 1 minuto ainda ndo ocorrem poros com distribuicao
e profundidade adequados. O segundo experimento deste estudo foi a anodizagao
com aumento da tensdo por etapas entre 50 e 70 V aumentando 5 V a cada 20
minutos. A partir da analise da segao transversal da camada de 6xido os autores
propuseram o modelo ilustrado da Figura 13 para a formagdo do poro e seu
crescimento. E possivel observar que na anodizagdo com tensdo por etapas (Figura
13b) ocorre uma quebra do crescimento do poro a cada aumento instantadneo da
tensao, indicando que ocorre um breve aumento da camada barreira nesse ponto,
porém em seguida a curva de anodizagdo se estabiliza novamente formando o

crescimento constante do poro (WANG et al., 2020).
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Figura 12: Micrografias de topo das amostras anodizadas em tempos
diferentes na tensao de 50 V.

Fonte: Wang et. al., 2020.

Figura 13: Modelo proposto de crescimento do poro da camada de éxido (a)
anodizag¢ao com tensao constante; (b) anodizagao com tensao por etapas.
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Fonte: Wang et. al., 2020.

O estudo de Saha et. al. (2019) avaliou a melhoria de protegado corrosiva em
aco 304 para aplicagao naval, em ambiente altamente agressivo. Com esse objetivo

os autores obtiveram uma camada de 6xido anddico nanoporosa pelo processo de
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pré tratamento de eletropolimento (em eletrdlito de etileno glicol, éter monobutilico e
acido percldérico em tensédo de 60 V por 30 minutos) e posterior anodizagdo com
eletrolito de etileno glicol contendo 0,1 M de fluoreto de aménia e 0,1 M de agua
destilada na tensdo de 80 V por 30 minutos. Apds esse processo foi realizado um
tratamento térmico em parte das amostras em forno mufla a 500 °C por 2 horas com
rampa de elevagao de temperatura de 2,5 °C por minuto para minimizar a formacgao
de rachaduras na superficie anodizada. Este tratamento térmico é utilizado para
remover as espécies fluoretadas da camada de 6xido (SAHA et al., 2019).

A Figura 14 ilustra micrografia ao MEV da topografia da amostra apos
tratamento térmico evidenciando a formag¢ao de poros e uma estrutura que lembra
favos de mel. Este resultado se deve ao processo de eletropolimento que removeu a
camada de passivagao natural de 6xido de cromo. A analise de composi¢cao quimica
da camada de oOxido indicou que apds o tratamento térmico o 6xido amorfo foi
convertido em magnetita de fase cristalina (Fe3O4), além da formagédo de uma camada
barreira compacta de magnetita térmica estavel abaixo da camada porosa que possui

excelentes propriedades anticorrosivas (SAHA et al., 2019).

Figura 14: Micrografia de topo da amostra de a¢o inox 304 anodizada e tratada
termicamente.

500 nm
T

Fonte: Saha et. al., 2019.

Em estudo de Doff et. al. (2011), sobre mecanismo de formagéo e crescimento
de filmes anddicos e catddicos sobre ago AlSI 316L, os autores utilizaram eletrolito de
5M de acido sulfurico a 60 °C. A formacado de filme foi realizada via polarizacéo

pulsada de onda quadrada com aplicacdo de 1 pulso a cada 90 ms durante 20



51

minutos. Na Figura 15 é possivel observar as micrografias ao MEV da segao

transversal ilustrando os filmes obtidos sob ambas condi¢cdes: anddica e catddica.

Figura 15: Micrografias da se¢ao transversal de 316L anodizado destacando a
espessura da camada de 6xido: (A) condigao catédica (B) condigao anddica.

~150 nm

I~2()() nm

Fonte: Doff et. al., 2011.

Os autores encontraram algumas diferengcas nos filmes obtidos em cada
condicdo. Na condi¢cao anddica foi obtida uma espessura maior de aproximadamente
200 nm, enquanto na condigdo catddica foi obtida uma espessura de 150 nm.
Também ocorreram diferencas na composi¢cdo dos filmes formados em cada
condigdo, nos resultados obtidos em analise por RBS (espectroscopia de
retrodispersdo de Rutherford). Observa-se a ausencia de Niquel no filme obtido na
condicdo anddica. Os perfis para outras espécies de metal perto da interface
substrato/filme possuem caracteristicas inexplicaveis, que podem ser resultado de
enriquecimentos locais, deplecdo de espécies e mudangas na porosidade do filme.
Enquanto ferro, manganés e niquel foram relativamente ausentes no filme em
condicdo anddica, a analise por RBS mostrou que o molibdénio foi responsavel por
~4% dos ions metalicos de o filme (DOFF et al., 2011).

No filme anddico, um gradiente de concentragéo de espécies de metal é gerado
durante a ativacao entre o aco inoxidavel e o eletrélito. O curva de polarizagao indica
que a dissolugado ativa € acompanhada por evolugao significativa de hidrogénio,
enquanto a reducao de oxigénio pode acompanhar o crescimento do filme passivo. A
deposic¢ao de material € sugerida em fungao das concentragdes de espécies de metal
dissolvidas formarem uma alcalinizagdo local, devido as reacbes catddicas. As
observagbes da superficie do filme indicaram que os contorno de grdo do ago
inoxidavel foram os locais preferidos de ativagao (DOFF et al., 2011).

Ambos filmes sdo ricos em cromo e molibdénio e consistem em sulfatos, éxidos

e hidroxidos. A concentragao de molibdénio no filme é destacada por um fator de ~2
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a 3 em relacao ao ago apenas polido. O crescimento do filme é alcangado através de
ciclos de dissolucdo do acgo inoxidavel, sob condicdes de ativagdo ou
transpassividade, e subsequente deposicdo de material no filme. O filme depositado
consiste principalmente em produtos contendo Cr®*, formados devido a oxidagdo de
ions Cr?* ou redugdo de Cr207> / CrO4%, com baixa solubilidade em relagédo a
produtos contendo ferro, niquel e manganés. A reducao de ions cromato parece ser
estimulada pela presenca de ions Fe?*, que podem ter a concentragdo aumentada
pelo controle do potencial de deposi¢cdao.A maior presenga de cromo no filme é
favorecido pelo relativamente lenta dissolugdo do 6xido de cromo em comparagao
com o oxido de ferro no eletrdlito acido (DOFF et al., 2011).

Burleigh, Schmuki e Virtanen (2008) realizaram estudo utilizando eletrolito
altamente alcalino para obtencao de camada nanoporosa em acgo carbono AlSI 1010.
Quando o ago é polarizado na regido transpassiva, a corrente elétrica aplicada
promove o crescimento de um filme de magnetita (FesO4) e simultaneamente ocorre
a formagéao de oxigénio e dissolugéo do ferro.

A metodologia utilizada para a obtengao deste 6xido consiste na anodizagao
em eletrolito de solugdo 12,5M de NaOH em temperaturas elevadas entre 50 e 90°C
e potencial aplicado entre 1,6 e 2,6 V por 5 minutos. Os autores obtiveram resultados
muito satisfatorios quanto a formacédo de poros, conforme pode ser observado na
Figura 16 onde é ilustrada micrografia ao MEV de amostra anodizada a 2,0 V em
eletrdlito a 50°C. Foram realizados testes em diversas temperaturas de eletrdlito e
tensdes, levando a conclusdo que para este processo os parametros mais importantes
sao: tensao aplicada, temperatura do eletrdlito, concentragao do eletrdlito, saturacao
do eletrélito, espessura do filme anddico e a composi¢cao do metal base (BURLEIGH,;
SCHMUKI; VIRTANEN, 2008).
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Figura 16: micrografia ao MEV de amostra anodizada a 2,0 V em eletrélito
NaOH a 50°C.

Fonte: Burleigh, Schmuki e Virtanen, 2008.

Ap0ds analise dos resultados de morfologia da superficie e da segao transversal
das amostras e também caracterizagado por espectroscopia de raios X, os autores
sugerem dois possiveis mecanismos de crescimento do filme anddico. O primeiro
mecanismo proposto seria o crescimento do filme de Oxido por dissolugao-
precipitagdo. A evidenciagao de coloragao violeta na regiao proxima a superficie do
anodo indica que inicialmente o Fe se dissolve como Fe®* e reage com o anion

hidroxila presente no eletrélito formando anions ferrita conforme equacgao 6:

Feb* + 8 OH > FeOs + 4 H20 (6)

Simultaneamente ocorre evolugdo de oxigénio na superficie do acgo
evidenciado pelo aparecimento de bolhas. O oxigénio também consome OH- do
eletrélito ou produz ions H*, conforme equacdes 7 e 8, ambos processos reduzem o

pH adjacente da interface anodo/solu¢ao em relagao ao pH da solugao original.

40H >4e +2H0 +02 (7)
2H20>4e + 4H" + O2 (8)
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Apos iniciados estes dois processos, ocorreria a precipitagdo da magnetita pela
atracdo do anion ferrita para a superficie positiva do ago de acordo com duas

equacodes possiveis 9 e 10:

3Fe04* > Fe304 + 402 +6 € (9)
3 Fe0s> + 6H* > Fes0s + 402 +3 H0 (10)

O segundo mecanismo proposto é baseado na teoria de geragéo de poros de
filmes anoddicos em aluminio. Neste caso, inicialmente o Fe iria se oxidar para Fe?* e
Fe3* formando magnetita diretamente e também ocorreria a evolugdo do oxigénio
conforme equacgdes 7 e 8 para propiciar a formagdo da magnetita. A camada de
magnetita flui plasticamente devido a agdo de tensdes de eletroestriccao (stress
mecanico proveniente da expansdo do volume durante a formacdo de Oxido),
empurrando o 6xido para os lados formando as paredes dos poros, conforme ilustra
a figura 17 (BURLEIGH; SCHMUKI; VIRTANEN, 2008).

Figura 17: Mecanismo proposto de crescimento das paredes de 6xido na
anodizacao de ago com eletrélito de 12,5M NaOH.
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Fonte: Burleigh, Schmuki e Virtanen, 2008.

Os autores sugerem que muito provavelmente os dois mecanismos ocorrem ao
mesmo tempo, sendo que com predominancia da formacao de poros. Isto explicaria
a uniformidade encontrada na espessura do Oxido e também na orientacéo

cristalografica compativel com o grdo. Fica evidente nas micrografias que nas
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fronteiras de grao ocorre uma mudanga no padrao de crescimento do poro, fato que
nao se explicaria se ocorresse somente o mecanismo de dissolugcao-precipitacao
(BURLEIGH; SCHMUKI; VIRTANEN, 2008).

2.4 PROCESSO DE ADIGCAO DE PRATA

Conforme descrito no item 2.1.2 deste trabalho, o uso de nanoparticulas de
prata vem sendo promissor na area de biomateriais. O processo de anodizagao
somado a aplicagado de nanoparticulas de prata sobre esta superficie pode trazer um
aperfeicoamento importante para o uso do ago inox 316L nas aplicacbes biomédicas.

Com o objetivo de obter um biomaterial com propriedades antibacterianas e
boa osseointegragdo, Ferreira et. al. (2019) desenvolveram uma camada de
hidroxiapatita, nitrato de prata e policaprolactama sobre substrato de titanio puro. Para
este fim, apds aplicagdo da camada de hidroxiapatita, a amostra de titanio foi
submersa em uma solucido de 10 ppm de nitrato de prata e deixada em forno a 37°C
por 48 horas. Em seguida foi realizada a secagem em temperatura ambiente no
dessecador.

Na Figura 18 estdo ilustradas as micrografias da superficie resultante,
evidenciando a adesao das particulas de prata. Segundo os autores, a estrutura da
hidroxiapatita permite substituicdes catibnicas e anidnicas por isomorfia, o que foi
observado na substituicdo dos ions Ca?* pela Ag* nas amostras (FERREIRA et al.,
2019).

Figura 18: Micrografias ao MEV das microestruturas (aglomerados de
hidroxiapatita) (a); maior magnificacdo da area em vermelho para destacar as
nanoparticulas de Ag (b).

(a) (b)

Fonte: Ferreira et. al., 2019.
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As amostras contendo prata com cobertura de policaprolactama apresentaram
uma queda de 42% de viabilidade celular bacteriana em relagédo ao titanio puro. Na
amostra contendo prata sem cobertura de policaprolactama a redugao de viabilidade
celular bacteriana chegou a 81%, indicando que o filme de policaprolactama possui
um efeito retardante da liberagao de ions de prata (FERREIRA et al., 2019).

Em outro estudo de otimizacdo de agao bactericida e resisténcia a corroséo,
Sivaraj e Vijayalakhmi (2019) desenvolveram uma cobertura para o ago inox 316L.
Um precursor a base de hidroxiapatita, nitrato de prata e nanotubos de carbono de
multiplas camadas foi elaborado e aplicado sobre a superficie do aco pelo método de
spray pirélise. A intencdo do uso de nanotubos de carbono neste estudo foi de
aumentar a superficie de contato para as nanoparticulas de prata que tendem a formar
aglomerados.

A superficie resultante exibe particulas de tamanho aproximado entre 50 e 100
nm em forma de bastdo, conforme ilustram as micrografias na Figura 19. Foram
elaboradas coberturas com 1, 3 e 5% de Ag e todas apresentaram particulas em forma
de bastdo hexagonal que se combinaram formando folhas. Um grande numero de
graos esta proximamente empacotado indicando que a concentragéo de prata exerce
influéncia significante na fase cristalina e na morfologia desta cobertura. O aumento
da concentracio de prata provocou uma taxa de crescimento e nucleagao mais rapida
da decomposicdo térmica e um alto numero de particulas se formaram sobre a
superficie do ago inox 316L. Segundo os autores, esta morfologia auto organizada
dos bastdes hexagonais interconectados foi possivel devido a decomposigao pirolitica
utilizada para aplicar o precursor (SIVARAJ; VIJAYALAKSHMI, 2019).
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Figura 19: Micrografias da morfologia das amostras sem prata e com
concentragoes variadas de prata. (b) 1% Ag; (c) 3% Ag e (d) 5% Ag.
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Fonte: Sivaraj; Vijayalakshmi, 2019.

Huang et. al. (2018) desenvolveram um biomaterial para finalidades
ortopédicas a partir do titanio. Os autores previamente realizaram o ataque do titanio
com solugao contendo HF, HNO3 e agua na razéo de 1:4:5. Apds anodizaram o titanio
em eletrolito contendo solucdo de 0,5% p/p de HF por uma hora a temperatura
ambiente e tensdo variada entre 10 e 30 V. Como resultado obtiveram uma camada
de nanotubos de 6xido de titdnio com didmetros médios na faixa de 100 nm. Em um
segundo processo essa camada foi coberta por hidroxiapatita e dopada com prata e
manganés pelo processo de eletrodeposi¢gdo em uma célula galvanica. A fungéao do
manganés é de diminuir o potencial citotéxico da prata reportado em diversos estudos
quando ocorre uma liberagdo acima de 1,6 ppm de Ag em ensaios controlados de
liberagao de ions onde foi evidenciada apoptose de células humanas (HUANG et al.,
2018).

No processo de eletrodeposicdo, os autores utilizaram eletrdlito contendo
40mM Ca(NO3)2:4H20; 25 mM NH4H2PO4; 1 mM Mn(NOs)2 e 1mM AgNOs
completado com agua destilada. Para obter uma deposicdo homogenea da
hidroxiapatita foi realizado pré tratamento do Ti anodizado de imersdo em solugéao 2M
NaOH a 55°C por 3 minutos. A eletrodeposi¢ao foi conduzida a 65°C utilizando como
anodo platina e catodo a folha de titdnio anodizado. Um eletrodo de calomelano foi
utilizado como eletrodo de referéncia e a densidade de corrente foi de 0,09mA/cm>.

Apos a eletrodeposicao foi realizada sinterizacdo do Ti a 450°C por 2 horas com
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objetivo de aumentar a cristalinidade da cobertura pela transformacgao de fase amorfa
para anatase do 6xido de titanio (HUANG et al., 2018).

Como resultado, a amostra contendo somente hidroxiapatita apresentou uma
superficie com estruturas em forma de micro agulhas com regides contendo
aglomerados e poros, conforme ilustram as micrografias das Figura 20a e 20b. Ja a
amostra com hidroxiapatita dopada com Ag e Mn apresentou uma estrutura muito
mais compacta com cristais menores em forma de flocos (Figuras 20c e 20d). De
acordo com os autores isso ocorre devido a substituicdo dos cations Ag* e Mn?* pelos
minerais presentes na apatita, aumentando a densidade e diminuindo a porosidade
da cobertura. Na Figura 20e esta ilustrada a micrografia da sec¢do transversal
evidenciando a dupla camada formada com espessura aproximada de 25 um,
uniforme com a camada superior de alta penetracdo nos nanotubos de 6xido de
titanio, conforme esquema ilustrado na Figura 20f, demonstrando uma alta afinidade
das particulas coloidais de HAAgMn com a superficie de nanotubos de TiO2. Os
autores sugerem este efeito ao pré tratamento do titdnio anodizado com NaOH,
alterando a densidade de carga da superficie formando mais bordas curvadas e assim
adsorvendo mais ions de calcio. Ou seja, ocorre um favorecimento de areas de
nucleagédo, o que acelera a formagdo e o crescimento dos cristais de HAAgMn
(HUANG et al., 2018).

Em estudo de Mirzaee, Vaezi e Palizdar (2016) objetivou-se avaliar uma
cobertura de hidroxiapatita dopada com prata quanto a sua ag¢ao antibacteriana e
resisténcia a corrosdo em SBF (simulated body fluid). Os autores utilizaram a técnica
de eletroforese para aplicar a cobertura sobre titanio previamente anodizado. A
metodologia consistiu na obtengdo de um pé de hidroxiapatita dopada com prata que
foi diluida em etanol, cuja solugao foi utilizada como eletrélito apds ajuste do pH para
2,0. A eletroforese foi realizada em célula eletrolitica com 3 eletrodos com arranjo para
eletrodeposicao catodica. O eletrodo de trabalho foi uma folha de titanio anodizado e
os contra eletrodos foram 2 folhas de titanio arranjadas paralelamente ao eletrodo de
trabalho a uma distancia de 1,5 cm. O processo foi conduzido a tensao de 40 V por
300 segundos a temperatura ambiente. Apds foi realizada uma sinterizagdo da
amostra em forno a 600°C por 1 hora com taxa de aquecimento de 5°C/minuto.
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Figura 20: Micrografias de topo das amostras somente com HA (a e b) e com
HAAgMn (d e e); micrografia da segao tranversal da amostra com HAAgMn (c);
esquema sugerido para a se¢ao transversal da amostra HAAgMn (f).

Fonte: Huang et. al., 2018.

Os resultados das analises microestruturais e de composicdo quimica da
amostra por espectroscopia eletrénica de difracdo por raio X indicou a presenca de
espécies de prata na cobertura em diferentes estados quimicos: 75% como Ag?*, 23%
como Ag* e apenas 2% no estado metalico Ag® resultando em um filme
nanocomposito de alta qualidade. Na Figura 21 estdo ilustradas as micrografias dos
aglomerados de hidroxiapatita. Na Figura 21a representa a amostra somente com
hidroxiapatita e a Figura 21b a amostra com hidroxiapatita dopada com prata.
Também é possivel verificar nas imagens um aumento da propriedade hidrofilica da
amostra com prata. Segundo os autores, isto foi devido a formacado de depdsitos
hexagonais mais espagados pela interferéncia da prata durante a eletrodeposigéo
(MIRZAEE; VAEZI; PALIZDAR, 2016).
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Figura 21: Micrografia das amostras de titdnio anodizado com cobertura de
hidroxiapatita sem (a) e com dopagem de Ag (b); composi¢cao quimica da
cobertura e angulo de contato.

(b) c
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Fonte: Mirzaee, Vaezi e Palizdar, 2016.

Neste estudo foram obtidos bons resultados de acdo antibacteriana em ensaio
microbiolégico e bom resultado de molhabilidade e superficie biomimética. Todavia,
houve uma pequena diminuicdo das propriedades de resisténcia a corrosdo na
amostra com prata devido justamente a melhoria da molhabilidade. Da mesma forma
que o aumento da porosidade favorece a osseointegracdo, também favorece a
penetracao de espécies oxidativas na superficie, diminuindo a resisténcia a corrosao
(MIRZAEE; VAEZI; PALIZDAR, 2016).

Observa-se, portanto, que os estudos apontam para boas possibilidades de
obtencao de superficies nanoporosas em aco e que o acgo inoxidavel 316L apresenta-
se como uma alternativa mais econémica na classe de biomateriais metalicos. Da
mesma forma, as nanocargas tém sido usadas para diversas finalidades de
osseointegracao, agao bactericida e antiviral. Dessa forma, justifica-se a importancia
de aperfeicoar as caracteristicas de aplicagcdes biomédicas do ago inoxidavel 316L
para se aproximar das caracteristicas dos biomateriais mais nobres, porém de maior

custo.



3 METODOLOGIA

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados e os métodos
empregados para a obtenc&o e caracterizagdo da superficie anodizada. O fluxograma
do processo deste estudo esta ilustrado na Figura 22. A partir da caracterizagéo da
superficie, a amostra com os melhores resultados seguiu para a incorporagao da prata

e posterior avaliagao de aspectos de biocompatibilidade.

Figura 22: Diagrama de blocos representando o
fluxograma de trabalho

Aco AlSI 316L

Anodizacdo em solugdo
Preparacdo, Lixamento e 10M NaOH, 0,6mA/cm?2
limpeza (A-O). - Por 5min (A-5)
- Por 10min (A-10)
}

Analise das curvas de
anodizacdo e coloracdo
Molhabilidade
Caracterizacdo
eletroquimica — MEV, EDS
MEV-FEG/EDS

DRX
AFM
Escolha da melhor condigdo de
anodizacao
Amostras Formac@o de hidroxiapatita > MEV e EDS /
A-O —
_ Incorporagdo de nanocargas Avaliagdo da citotoxicidade
A-5 . . -
de prata na superficie / Avaliagdo da ag¢do biocida

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.1 MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas chapas conformadas de aco
inoxidavel austenitico AISI 316L (grau médico) cortadas em pegas de
aproximadamente 2,5 x 2,5 cm.

3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram lixadas e polidas em politriz de bancada modelo Polipan-U
da marca Pantec, seguindo a sequéncia de lixa de grao 400, 600, 800, 1200, 2400 e
espelhada com lixa grao 4000, finalmente lavada com alcool e seca com fluxo de ar.
As amostras foram decapadas em solugao de HF:HNO3 1:3, por 30 s, imediatamente
antes das anodizagdes. Apds, foram enxaguadas em agua corrente e agua

deionizada, respectivamente.

3.3 PROCESSO DE ANODIZACAO

As anodizagbes foram realizadas em montagem baseada no esquema da
Figura 23 (MBESE; MADIKIZELA, 2019). Foi utilizada uma fonte de tensado de 300V
— 500 mA, acoplada a um computador para o registro de dados. O procedimento foi
baseado na metodologia descrita por Burleigh, Schmuki e Virtanen (2008). A amostra
foi conectada como adnodo e o catodo utilizado foi um fio de platina, ambos a uma
distancia de 35 mm entre si. O processo foi realizado em modo galvanostatico, ou
seja, manteve-se a corrente constante, sem limitagcdo de potencial. Foi utilizada uma
densidade de corrente de 0,6 mA.cm. O eletrdlito utilizado foi de solugdo 10 M NaOH
preparada a partir de reagente Hidroxido de Sdédio p.a. Fabricante Dinémica. A
anodizagao foi processada sob temperatura de 70°C e agitagdo constante para
eliminacdo das bolhas de gas formadas.
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Figura 23: Arranjo esquematico para o processo de anodizagao.
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Fonte: Adaptado de Mbese e Madikizela, 2019.

Devido a variagao visual observada, principalmente por coloracéo, optou-se em
preparar amostras com tempos distintos de anodizacdo. Sendo assim, foram obtidas
amostras com 5 minutos e com 10 minutos de anodizagdo. Desta forma foi adotada
uma nomenclatura para cada amostra para um melhor entendimento da discussao
dos resultados. A Tabela 4 exibe as nomenclaturas de cada tipo de amostra que foram

caracterizadas até o momento.

Tabela 4: Definicao das nomenclaturas das amostras.

Nomenclatura Descricao da amostra

Aco AISI 316L original
A-O lixado

Aco AISI 316L lixado e
A-5 anodizado por 5 minutos

Aco AISI 316L lixado e
A-10 anodizado por 10 minutos

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.5 CARACTERIZAGAO DA SUPERFICIE
3.5.1 Molhabilidade

A analise de molhabilidade é um parametro que permite definir o grau de
hidrofilia de uma superficie. Por meio da analise do angulo de contato entre a
superficie solida e um liquido obtém-se um pardmetro de medida da energia
superficial. O angulo de contato é definido como o &ngulo entre um plano tangente a
uma gota do liquido e um plano tangente a superficie onde o liquido se encontra
depositado, conforme ilustra a Figura 24 (STRNAD et al., 2016).

Figura 24: Representagao esquematica do angulo de contato formado por uma
gota de um liquido sobre um sélido.

angulo de
contacto &

tangente a superficie
liquida no contacto

\ liquido
/ solido

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2013.

Na Figura 25 estdo ilustradas as classificagcbes de molhabilidade das
superficies. Quando o angulo de contato 8 > 90° nao ocorre espalhamento do liquido
pela superficie do sélido, e esta € denominada de hidrofébica. Se o angulo 8 < 90°
ocorre o espalhamento de liquido espontaneo sobre o sélido e, portanto, esta
superficie € denominada hidrofilica. Também ha os casos extremos quanto 8 < 10° ou
igual a 0° a superficie € denominada superhidrofilica e quando 6 > 150° tem-se uma
superficie superhidrofébica (FERREIRA, 2013).
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Figura 25: Classificagao do comportamento das superficies de acordo com o
angulo de contato 6.

Angulo de
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Comportamento hidrofilico hidrofilico hidrofébico hidrofébico

Fonte: Ferreira, 2013.

A analise de molhabilidade foi realizada nas amostras avaliando a interagao
com SBF (fluido corpéreo simulado) no equipamento para medi¢do do angulo de
contato, OCA 15EC, marca Labcontrol, que se encontra no Laboratério de Estudos

Avancados em Materiais da Universidade Feevale.

3.5.2 Caracterizacao eletroquimica

As analises de caracterizagéo eletroquimica foram realizadas no equipamento
potenciostato, marca AUTOLAB, modelo PGSTAT 302 que se encontra no
Laboratério de Estudos Avancados em Materiais da Universidade Feevale. Nestes
ensaios foram usados como eletrodo de trabalho as amostras a serem analisadas,
como contra eletrodo foi usada a platina e como eletrodo de referéncia o de
calomelano saturado e o eletrolito utilizado foi o SBF.

a) Eletrdlitos para ensaios de caracterizagéo eletroquimica

O uso de SBF (simulated body fluid) para o estudo do comportamento de
biomateriais tem se destacado entre as diversas técnicas existentes. Seu uso como
eletrdlito para avaliacdo do comportamento eletroquimico de biomateriais metalicos
nas condicdes simuladas do ambiente corporeo tem resultados muito promissores
(BROOKS; BROOKS; EHRENSBERGER, 2017).

Desta forma, o comportamento relativo as propriedades anticorrosivas das

amostras original e anodizadas foi avaliada em ensaios eletroquimicos com uma
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solucdo de SBF normal como eletrélito. Esta solugao foi preparada de acordo com o

protocolo proposto por Kokubo e Takadama (YILMAZ et al., 2020).

b) Polarizagéao potenciodinamica

A polarizagdo potenciodindmica €& a técnica para obtencdo de curvas de
polarizagéo prevendo a varredura continua do potencial, iniciando-se no potencial de
corrosdo (aquele que se estabelece quando a mostra € imersa no eletrolito, também
chamado de potencial de circuito aberto) ou em potenciais onde predominam reacgdes
catddicas (aqueles menores que o potencial de corrosao), elevando-se o potencial a
taxa de varredura constante (MAGNABOSCO, 2001). Esta analise foi realizada com
varredura de 1 mV/s iniciando em -200 mV/s até +400 mV/s com relag&o ao potencial

de circuito aberto em eletrélito de SBF.

c) Potencial de circuito aberto (OCP)

O potencial de circuito aberto € um dos parametros eletroquimicos mais
acessiveis para determinacao experimental pois se trata da medida direta de potencial
em relagdo a um eletrodo de referéncia (WOLYNEC, 2013). O potencial de circuito
aberto das amostras foi avaliado de forma a acompanhar o valor do potencial de
corrosao com o tempo de exposi¢cao a solucdo de SBF sem aplicacdo de corrente
elétrica, bem como estabilizar esse potencial para os ensaios de espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Portanto, os valores de OCP foram obtidos antes das

medidas de EIE, no mesmo eletrolito.

d) Espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE)

A técnica de EIE é€ um dos métodos mais utilizados para estudos de
deterioragao e processos corrosivos nos sistemas metal/revestimento. Ao contrario da
polarizacao potenciodindmica que aplica um potencial de corrente continua, a técnica
de EIE aplica um potencial de corrente alternada com diferentes valores de frequéncia.

O método de EIE utiliza sinais muito pequenos que nao perturbam as

propriedades do eletrodo, além de possibilitar uma analise de reagdes de corrosao e
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medidas de taxa de corrosdo em meios de baixa condutividade. Assim, esta técnica
pode ser usada como complementacdo dos métodos de polarizagao permitindo
aprofundar o estudo do comportamento corrosivo dos materiais (WOLYNEC, 2013).
As medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica fornecem informacdes de
simulagao de um circuito elétrico identificando as reagdes de interface. A faixa de
frequéncia utilizada durante a impedancia foi de 100 kHz até 3 mHz com sinal senoidal

de 20 mV. As analises foram feitas durante 196 horas, com analises a cada 24 horas.

3.5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV/EDS)

A fim de avaliar as superficies apds ensaio de polarizacao e EIE, por meio de
observagédo morfolégica em vista de topo foram realizadas analises de micrografia de
MEV e analise de EDS para identificacdo dos elementos quimicos presentes. O
equipamento MEV utilizado se trata do modelo JSM-6510LV, Joel localizado no

Laboratério de Estudos Avangados em Materiais, na Universidade Feevale.

3.5.4 Microscopia de forga atémica (AFM)

Foi realizada analise de microscopia de for¢a atbmica (AFM) com objetivo de
determinar a rugosidade das amostras pela avaliagdo por medidas de rugosidade
média (Ra). Foi utilizado o microscopio de forga atdbmica Tosca 400 fabricante Anton
Paar, modo contato, cantiléver fabricante Nanoworld, tipo Arrow CONTR, mesa de
isolamento ativo de vibragdo para bancadas. Area de varredura de 5 um? em 3 regides

distintas. Estes ensaios foram realizados pela empresa Anton Paar.

3.5.5 Microscopia eletronica por emissdo de campo (MEV-FEG)

Para avaliar as superficies apds a anodizacdo, por meio de observacao
morfolégica em vista de topo foram realizadas analises de micrografia de MEV-FEG e
analise de EDS para identificacdo dos elementos quimicos presentes. O equipamento
utilizado se trata do modelo INSPEC F50 30 kV da Fabricante FEI, localizado no
Laboratdrio Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM) da PUC-RS.
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3.5.6 Espectroscopia de difragdo de Raios-X (DRX)

Com o objetivo de realizar a caracterizagao cristalografica dos filmes anddicos
obtidos nas superficies das amostras foi realizada a analise de difracdo de Raios-X.
O equipamento utilizado foi o difratdmetro de Raios-X marca Shimadzu modelo XDR-
6000, usando a técnica de incidéncia de feixe de Raios-X em baixo angulo. O
equipamento possui um tubo gerador de Raios-X com alvo de cobre, sendo utilizada
a radiacdo K alfa desse elemento (1,5406 Angstrom). Este equipamento se encontra

no Laboratério de Microanalise do Instituto de Fisica da UFRGS.

3.5.7 Capacidade de formacao de hidroxiapatita

As amostras de aco AlISI 316L anodizadas e original foram imersas em SBF
para avaliacao da bio-mineralizagdo. Apds serem imersas em um frasco esterilizado
contendo 10 mL de SBF permanecendo em estufa a 80° C por 5 dias, o as amostras
foram lavadas com agua deionizada e, em seguida, secas ao ambiente (HUANG et
al., 2018; LIN et al., 2002) . A morfologia da superficie das amostras apds imersao no
SBF foram caracterizadas por uma varredura de emissdo de campo microscopia
eletrénica (MEV) e analise de espectroscopia por energia dispersiva (EDS) para
identificacdo dos elementos quimicos presentes. O equipamento MEV utilizado se
trata do modelo JSM-6510LV, Joel localizado no Laboratério de Estudos Avancgados

em Materiais, na Universidade Feevale.

3.6 INCORPORAGAO DE NANOCARGAS DE PRATA

Apods a analise e discussao dos resultados da caracterizagao das superficies
anodizadas, foi selecionada a metodologia que apresentou resultado mais promissor
para o processo de incorporacao de prata na superficie. A incorporagao de prata foi
realizada em metodologia adaptada de Ferreira et. al. (2019) que consiste na agitagao
ultrassbnica da amostra em solucdo de 5 mM de nitrato de prata por 1 hora em
intervalos de 15 minutos para resfriamento da solu¢cdo. Apds a amostra foi seca por
48 horas em temperatura ambiente. As seguintes analises foram realizadas para

avaliar as propriedades biofuncionais da superficie obtida:
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3.6.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV/EDS)

A fim de avaliar as superficies apds o processo de incorporacdo de
nanoparticulas de prata no filme anddico, por meio de observacdo morfolégica em
vista de topo foram realizadas analises de micrografia de MEV e analise de EDS para
identificacdo dos elementos quimicos presentes. O equipamento MEV utilizado se
trata do modelo JSM-6510LV, Joel localizado no Laboratério de Estudos Avangados

em Materiais, na Universidade Feevale.

3.6.2 Avaliagao de citotoxicidade

A analise de viabilidade celular foi realizada a fim de determinar a citotoxicidade
das amostras. Para tanto se avaliou a viabilidade celular de células tipo NIH-3T3.

A linhagem celular NIH-3T3 foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ); foi cultivada em meio DMEM (Dubellco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab®). As culturas foram mantidas
em atmosfera umida a 5% de CO2, 37°C, em sistema semiaberto, utilizando o
processo de tripsinizagao para sua manutencao. Para os diferentes ensaios, 30 000
células/pogo foram plaqueadas em microplacas de poliestireno de 96 pocos, sendo
mantidas em condi¢des usuais até atingirem subconfluéncia.

Para obtencao dos meios de extragdo (ME), fragmentos das amostras de ago
foram pesados em tubos de 15 mL e em seguida imersos em meio de cultivo sem soro
mantendo a proporgéo de 1g para cada 5 mL de meio. Essa preparac¢ao foi mantida
em geladeira (5 a 7°C) por 24 horas, e a seguir esterilizada por filtragdo em membrana
de acetato de celulose 0,22 um. O meio assim obtido foi determinado como ME 100%,
sendo as demais concentragdes (75, 50 e 25%) obtidas por simples mistura com meio
de cultivo usual.

Para a exposi¢cao aos MEs, o meio de cultivo celular foi trocado pelos MEs nas
diferentes concentragdes suplementado com 1% de soro bovino fetal, em
quadruplicatas, e as culturas foram mantidas em exposicdo durante 24 horas. Como
controle negativo foram utilizados cultivos mantidos em meio de cultivo com 1% de
soro bovino fetal, e como controle positivo foram utilizadas culturas incubadas com

peroxido de hidrogénio 1% (Synth®) por 60 minutos.
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A citotoxicidade foi avaliada no final do periodo de incubacgao através do ensaio
de redugdo do MTT (Sigma®), que determina a funcionalidade mitocondrial.
Brevemente, as células foram lavadas com CMF (solugdo salina tamponada sem
calcio e magnésio), adicionando-se CMF contendo 200 ug/mL de MTT e os cultivos
foram mantidos em estufa por 2 horas. Apds descarte desse meio, os cristais de
formazan (produtos cromogénicos artificiais resultantes da redugao de sais tetrazdélio
por deidrogenases e redutases) foram dissolvidos com DMSO, seguido por leitura em
espectrofotdbmetro de microplacas (Spectramax M3, Molecular Devices®) a 570nm.

3.6.3 Avaliagcédo de acédo bactericida e antifungica

Para a avaliacdo de formacao de biofilme sobre mini placas metalicas foram
cultivadas as cepas bacterianas (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosas ATCC 27853,
E. aureus ATCC 12598) e a cepa fungica (C. albicans ATCC 10231) em agar sangue.
Nas 24h seguintes foram utilizadas as cepas para preparagao dos inéculos para a
formacéo do biofilme; esses inéculos foram preparados com Mueller Hinton Broth,
proximos a escala 0,5 de MacFarland, que equivale a 1,5 X108 UFC/mL (unidades
formadoras de col6nias). Em placas estéreis de cultivo celular recobertas por 400 uL
agar Mueller Hinton foram fixadas as placas de metal e aproximadamente 30 min
depois foram adicionados 400 uL dos indculos cobrindo a superficie superior das
placas de metal. As placas foram incubadas em estufa (36°C) por 24h. Apds, as placas
de metal foram transferidas com o auxilio de pingas estéreis para novas placas de
cultivo celular onde foram recobertas por 500 pyL de Mueller Hinton Broth e
permaneceram em estufa por 72h.

Quando completas as 48h de incubacéao as placas de metal foram coradas por
Cristal Violeta. Primeiramente foram adicionados 400 uL de Formaldeido 4% para
fixagdo durante 15min. Em seguida com auxilio de micropipeta removeu-se a parte
liquida e foi adicionado o corante, o volume variou conforme necessario para que a
superficie das mini placas fossem cobertas em torno de 400-600 pL, durante 30 min.
Apoés esse periodo foi removido o excesso de cristal, com o auxilio de um papel
absorvente, e as mini placas de metal foram transferidas para outros pocos de cultivo
celular. Para a solubilizagdo foram adicionados 300 uL de alcool etilico absoluto e

lidas no comprimento de 580nm pelo espectrofotdbmetro. O corante violeta fixa-se na
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membrana celular, sendo assim, a intensidade da cor € diretamente proporcional a

quantidade de microrganismos presente nas placas de metal.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos da anodizagao e
caracterizagado das amostras até o momento, assim como a discussao dos resultados

obtidos relacionados a literatura utilizada como base para este estudo.

4.1 ANALISE DOS TRANSIENTES DE ANODIZAGAO

A Figura 26 apresenta os transientes de densidade de corrente e potencial das
amostras anodizadas em eletrélito de solugdo 10 M NaOH a 70°C. Estdo

apresentadas as curvas de amostra anodizada por 5 minutos (A) e por 10 minutos (B).

Figura 26: Transientes de densidade de corrente e potencial de ago AISI 316L
anodizado em solugdo 10 M NaOH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar na Figura 26 um pico inicial de densidade de corrente e
potencial nos segundos iniciais de anodizagao atingindo 0,9 V e uma densidade de
corrente de 0,55 mA/cm?. Estes valores se mantém constantes até o fim da
anodizagdo em ambos tempos analisados e foram obtidos de forma experimental
através da otimizacdo dos pardmetros de anodizacdo como concentragao e
temperatura do eletrdlito, potencial, densidade de corrente e pré-tratamentos da

amostra.
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Na anodizagdo com metais valvula, ocorre uma queda da densidade de
corrente para valores quase nulos apds atingir potencial constante. Este
comportamento é caracteristico da formagdo de filme compacto em que toda a
corrente é utilizada para formacao do filme (WANG et al., 2020). Porém, no caso deste
estudo com ago (predominancia de ferro e cromo), este comportamento ndo é
observado. A densidade de corrente se mantém constante aos valores iniciais
definidos apds avaliacdo experimental que apresentaram melhor eficiéncia de
crescimento de 6xido, assim como o potencial, indicando a ocorréncia de mobilidade
ibnica por possivel mecanismo de dissolugao-precipitagdo e crescimento de oxido
durante todo processo (BURLEIGH; SCHMUKI; VIRTANEN, 2009). Isto também é
evidenciado pelas cores dos 6xidos formados que sera discutido no préximo item.
Conforme Young (1961) o sobrepotencial &€ necessario para produzir o filme 6xido a
medida que ele é consumido. Isso pode aumentar a ddp (diferenca de potencial)
através de uma ou duas interfaces (6xido/eletrdlito ou éxido/metal), ou alterar a forga
do campo (E) no éxido, o valor de equilibrio de potencial, ou todos esses fenémenos
ao mesmo tempo. O mecanismo de crescimento aponta uma analogia com o
crescimento de 6xido em metais valvula, sugerindo que o movimento iénico assistido
por campo elétrico € o mais provavel.

O ferro teve suas caracteristicas de transicdo ativa e passiva observadas por
estudos ja no final dos anos 1800, revelando marcante mudanga das propriedades
sem mudanga da aparéncia (YOUNG, 1961).

De forma experimental elevou-se a densidade de corrente e o potencial de
anodizagao, porém observou-se que o sistema passou a priorizar a evolugao de
oxigénio (observacao visual da formagcao de bolhas e coloragdo esbranqui¢cada do
eletrélito) em detrimento da formagado de filme anddico. Isto indica que o sistema
passou para novo equilibrio de propriedades da regido transpassiva do ferro com
potencial acima de 2 V (GENTIL, 2012). Este baixo valor de potencial para obtengéo
de filme de 6xido também foi empregado por Asoh et. al. (2016) mesmo utilizando um
eletrélito acido de 5 M H2S0O4 em ago AISI 304. Da mesma forma o aumento da
densidade de corrente também inibiu o crescimento de filme anodico devido a
dissolugédo do ago na regido transpassiva.

O potencial de Flade do ferro (potencial onde inicia a regiao de passivagao) foi
dado por Franck (1949) em torno de 0,6 V. Este valor de fato n&o corresponde e é
superior ao potencial de equilibrio de qualquer 6xido conhecido (Fe203, FeO , Fe30a4),
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ou seja, nao € o potencial em que o 6xido se torna termodinamicamente estavel. A
dissolugdo anddica do ferro é progressivamente inibida por alguma alteragédo no
estado da superficie, isso causa o sobrepotencial observado. Dois processos podem
estar envolvidos neste fenbmeno: o efeito “cobertor passivo” quando ocorre uma
saturacdo de sal-ferroso na solucdo proximo ao anodo formando depdsitos na
superficie possivelmente nucleando pontos com configuragéo favoravel e crescendo
lateralmente. Isto causa um aumento da densidade de corrente nas areas ativas
restantes e consequentemente aumento do potencial. Outro processo possivel se da
pela deplecao de hidrogénio na superficie anddica carregados pela corrente elétrica
sem reposigcao, causaria a deposi¢cdo de Fe(OH)2 e num segundo momento a
formacgao de filme de oxido pela reagdo com oxigénio adsorvido (YOUNG, 1961). De
fato, nos resultados obtidos com um potencial médio de 0,9 V foi observada a
formacédo de filme o6xido, apesar deste valor ndo corresponder ao potencial de
equilibrio dos 6xidos de ferro conhecidos.

O comportamento constante da densidade de corrente pode ser explicado
devido a dissolugao do ferro ser catalisada na presenga de ions OH em solucao
alcalina. Isso é observado também em solugcbes acidas mesmo com a minima
concentracido de ions OH". O processo de dissolugéo tem forte envolvimento de ions
hidroxila, com a formac&o inicial de Fe(OH)2 ou Fe(OH)" que rapidamente se
decompdem em Fe?* na solugdo. Isso sugere que o catalisador cuja concentragio
muda lentamente com o potencial € o ion hidroxila adsorvido e que o processo real
de dissolugéao envolve OH- livre (YOUNG, 1961). Na figura 27 esta ilustrado grafico
do comportamento do potencial e da densidade de corrente. As medidas de densidade
de corrente e de potencial iniciam a partir de 7s em fungao de atraso na medida assim
que o equipamento é ligado. E possivel observar que enquanto a densidade de
corrente rapidamente se estabiliza o potencial ainda aumenta em patamares até
alcancgar a estabilidade. Isso possivelmente pode ser explicado pela formacéo inicial
de Fe(OH)2 por dissolu¢do dos ions Fe, ainda oferecendo baixa diferenga de potencial
em relacao a dissolugao proveniente de ions Fe da nova camada barreira formada

apos decorrido um certo tempo (WANG et al., 2020).
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Figura 27: Comportamento da densidade de corrente e potencial de ago AlSI
316L durante anodizagao em solugao 10 M NaOH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As teorias dos mecanismos de crescimento dos filmes passivos em agos
inoxidaveis, como da condugao mista, incluem diferentes estagios da formacdo da
camada passiva, partindo da superficie exposta do metal até o estado estacionario de
passividade. Os dados obtidos por STM (microscopia de varredura por tunelamento)
em solugao tampao de borato aumentam as evidéncias de que a formacéao de filmes
passivos passa por um processo de nucleagao, seguido pelo crescimento do éxido
até a formagao de um filme regular continuo (MARCUS; MAURICE, 2000). Esta teoria
de crescimento pode relacionar o aumento do potencial em etapas no inicio do
processo conforme ilustra a Figura 27 com a formacao das ilhas de 6xido ou hidréxido,
conforme cada estagio proposto.

A Figura 28 ilustra estes mecanismos baseados nos modelos classicos e nos
dados mais recentes, os estagios da formagao do filme passivo. No ponto 1 ocorre
uma adsorgao dissociativa de H20 ou adsor¢do de grupos OH-, resultando na
hidroxilagdo da superficie. Em seguida o crescimento do filme pode seguir dois
caminhos (a e b), dependendo da natureza do metal base, da estabilidade relativa dos

oxidos e hidroxidos, do pH do eletrdlito, do potencial de passivacao e da temperatura.
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Figura 28: Mecanismos propostos para formacgao inicial de filmes passivos.
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O caminho “a@” propbéem a recombinacdo de grupos OH- adjacentes
(desidratagcado) ou desprotonacado resultante da formacédo de ilhas de 6xido de
espessura de monocamadas (ponto 2a). Em seguida ocorreria a hidroxilagao
superficial e crescimento lateral de ilhas de 6xido para formar uma monocamada
completa de oOxido com grupos hidroxila superficiais (ponto 3a). Finalmente o
crescimento perpendicular a superficie de um 6xido que ainda apresenta hidroxilagéo

superficial (ponto 4).
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No caminho “b” é proposto o crescimento perpendicular a superficie de uma
camada de hidroxido ou oxi-hidroxido cobrindo completamente o metal (ponto 2b),
seguido pela desidratagdo ou desprotonagéo e formagéo de ilhas de oxido na parte
interna do filme passivo (ponto 3b) e crescimento lateral de ilhas e formag&o de uma
camada interna de 6xido completa sob uma camada externa de hidréxido ou oxi-
hidroxido (ponto 4). O avanco desta reagcdo pode lavar a uma desidratagéo
aproximadamente completa do filme passivo com somente uma monocamada de
hidroxido ou oxi-hidroxido permanecendo na superficie (MARCUS; MAURICE, 2000).

4.2 ANALISE DAS CORES

A imagem fotografica das amostras apds anodizagao por 5 minutos e por 10
minutos em eletrélito de solugdo 10 M de NaOH é ilustrada na Figura 29. Pode-se
observar uma visivel mudancga de cor a medida que o tempo de anodizagdo aumenta.
Na amostra A-5, a coloragdo dourada-alaranjada indica uma espessura de filme
anodico aproximada de 75 nm de acordo com val apresentada no estudo de Burleigh;
Schmuki; Virtanen (2009) que relaciona o indice de refragcdo Optica do 6xido com a
espessura do mesmo. Apesar da tabela ter sido elaborada em experimentos com aco
carbono AISI 1010, os autores relatam que observaram comportamento semelhante
nas demais ligas de ago analisadas em estudo anterior (BURLEIGH et al., 2007),
sendo estas proximas a composi¢ao da quantidade de cromo presente no aco AlSI
316L. Esta cor também € associada com a maior presenga de Oxidos resultantes das
reacdes iniciais de dissolugdo do substrato formando hidréoxidos de ferro, que se
oxidam para Fe?* e Fe3". Por sua vez, no eletrdlito ocorre formacdo do produto
intermediario ferrita, que se oxida formando magnetita (FesO4) e hematita (Fe203). Se
teoriza que também ocorra a formacéao direta destes 6xidos a partir da oxidagado dos
hidréxidos, e que provavelmente os dois mecanismos ocorram simultaneamente. A
amostra A-10 apresentou coloragao predominantemente azul royal, indicando uma
espessura maior em torno de 170 nm (BURLEIGH; SCHMUKI; VIRTANEN, 2009).



Tabela 5: Espessura do filme dicréico estimado a partir de sua cor,

comparando a silica em silicio. Espessura ética = noto = n1t1.

Espessura do Espessura Espessura
fllme (nm) Coloracéo filme (nm) para filme (nm)_para

termicamente magnetita com magnetita
. : observada . =

crescido SiO2 canais de ar soélida

n=1,46 n=1,0 n=242
50 Amarelo - 75 30
bronze
70 Marrom 110 40
100 Violeta escuro 145 60
150 Azul Royal 175 70
170 Amarelo - 290 120
esverdeado

Fonte: Adaptado de Burleigh, Schmuki e Virtanen, 2009.
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Quanto a composicao dos filmes passivos e sua relagdo com as cores obtidas,

deve-se considerar que estes filmes sao normalmente constituidos de varias camadas

de oxi-hidréxidos, com gradientes de composigéo e grau de hidratacdo na diregao

normal ao metal base. De acordo com o modelo de dupla camada, o filme passivo

consiste de uma camada interna de 6xido e uma camada externa de hidréxido ou oxi-

hidroxido. Para metais com mais de uma valéncia, como ferro e cromo, os ions de

menor valéncia normalmente estdo localizados na parte interna do 6xido, enquanto

que os de maior valéncia sdo encontrados nas regides externas dos filmes (MARCUS;

MAURICE, 2000). A coloragdo mais escura obtida na amostra A-10 que foi anodizada

por mais tempo indica maior presenga de magnetita, é6xido composto por 6xidos de

Fe?* e Fe®* indicando que os ions com valéncia maior difundiram para a parte mais

externa do filme.
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Figura 29: Imagem fotografica das amostras ap6s anodizagao em
eletrélito 10 M NaOH. A) A-5 e B) A-10.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Porém, esta formagédo de magnetita também é relacionada com mecanismos
de crescimento do filme passivo. Hofmann et. al. (1989), em seus estudos, verificaram
através de analises por XPS e por medidas de corrente passiva, o enriquecimento de
cromo em filmes passivos formados em acido sulfurico em ligas de Ferro-Cromo. Esse
comportamento foi atribuido a dissolugao preferencial do ferro no eletrdlito e a baixa
mobilidade do cromo no filme (HOFMANN; KNOTE; STOEZ, 1989). Desta forma, na
amostra anodizada por 5 minutos a camada de filme na coloragdo amarelada pode
indicar maior presenca de 6xidos de cromo, enquanto que os ions de ferro estdo se
dissolvendo preferencialmente para o eletrélito. Com o passar do tempo aumenta-se
a formacéao de 6xidos de ferro de coloragao preta azulada.

Em virtude das caracteristicas termodinamicas dos componentes da liga, um
dos componentes pode se dissolver preferencialmente em relagdo aos demais,
resultando em uma concentragdo maior de um dos componentes na superficie do
metal. Estudos em XPS revelaram que a concentracdo de Cr3* na camada interna de
Oxido é muito maior que o conteudo nominal de cromo na liga (MARCUS; MAURICE,
2000). O mecanismo de enriquecimento superficial de cromo € baseado na dissolugao
seletiva de ferro e na segregacéo oxidativa do cromo. Assim, atomos de ferro sao

deslocados da superficie migrando para o eletrdlito na forma de ions solvatados,
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enquanto que os atomos de cromo sio rapidamente oxidados, formando o filme
passivo. Todavia, o filme passivo ndo é constituido somente de 6xido de cromo,
contendo ainda quantidades representativas de Fe?* e Fe®*. Estudos indicam a
existéncia de gradientes de concentragdo de cromo dentro da camada passiva de
ligas de Ferro-Cromo, com um enriquecimento acentuado de cromo na regido central
€ uma maior quantidade de ferro na camada externa, proxima a interface do eletrélito
(CALINSKI; STREHBLOW, 1989).

Em estudo realizado em ago AISI 304 por Klimas et. al. (2013), onde foram
relacionadas as cores resultantes dos filmes passivos sob diferentes condicdes de
anodizagdo com eletrolito de glicerol e HF, os filmes de cor amarelo-dourado
apresentaram espessura fina entre 1 e 1,2 ym e composicao de fluoretos de ferro
amorfo e oxi-hidroxidos de ferro e cromo e seus coordenados complexos com
fluoretos. Quanto maior a tensao aplicada, maior foi o enriquecimento de cromo no
filme passivo, indicado pela coloragdo verde observada. As analises de DRX
confirmaram o aumento da presenca de cromo no filme proporcional ao aumento da
espessura do mesmo. Isto aumenta as evidéncias da maior presenca de cromo no
filme passivo formando oxidos inicialmente enquanto que os ions de ferro
preferencialmente iniciam se dissolvendo no eletrolito, mas com uma boa quantidade
de formacao de 6xidos de ferro também.

Possivelmente ocorrem simultaneamente formacgdes de 6xidos e oxi-hidroxidos
simples e complexos de ferro e cromo, assim como 6xidos duplos, no caso a cromita.
Também existe participagcédo dos elementos de liga como o Niquel, que assim como o
cromo pode formar 6xidos de cor verde (KLIMAS et al., 2013).

A coloracao de acgos inoxidaveis é utilizada a muito tempo para fins estéticos,
assim como para melhorias de resisténcia a corrosdo. O meétodo de coloragdo mais
conhecido é processo INCO, que consiste simplesmente na imersao de acgo inoxidavel
em uma solucao aquosa de trioxido de cromo e acido sulfurico a quente. Por meio do
controle do potencial é possivel monitorar a cor da amostra pelo tempo do processo,
resultando em agos que variam da cor marrom leve, passando para azul, dourado,
vermelho e verde com aumento do potencial (CONRRADO, 2003). Estudos de XPS
confirmaram a presenca de nove diferentes espécies neste filme obtido pelo processo
INCO, principalmente Fe, Cre O, as quais ndo variam com a espessura. O cromo esta
presente no filme em pelo menos dois estados de valéncia e pode haver também
espécies de cromo em estados intermediarios entre Cré* e Cr3*. A proporgao de cromo
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no filme, em relagdo aos outros elementos de liga € maior do que no ago inoxidavel
(ANSELL; DICKINSON; POVEY, 1978).

4.3 ANGULO DE CONTATO

O ensaio de molhabilidade foi realizado nas amostras original, anodizada por 5
minutos e por 10 minutos, com uso de eletrdlito SBF (pH = 7,4). A Tabela 6 apresenta
os valores médios de angulo de contato, por amostra, obtidos pelo método da gota

séssil.

Tabela 6: Angulo de contato obtido pelo método da gota séssil.

Amostra Média (°) Desvio Padrao
A-O 50,10 3,20
A-5 67,85 1,64
A-10 28,20 2,17

Fonte: Elaborado pelo autor

A analise dos resultados permite afirmar que todas as amostras avaliadas
possuem uma superficie com carater hidrofilico, com valores de angulo de contato
inferiores a 90° (superficie com molhamento parcial). A hidrofobicidade da superficie
esta diretamente ligada a energia superficial do sélido. Ela pode ser avaliada pelo
angulo de contato formado por uma gota de liquido com a superficie. Uma adesao
maior de liquidos resulta em um angulo menor de contato, indicando assim um carater
hidrofilico na superficie. Desta forma, quanto maior for a energia livre superficial, maior
sera a molhabilidade e consequentemente maior a adeséao de liquidos (FRANCISCO,
2013). Todavia, proporcional ao angulo de contato do liquido com a superficie do
revestimento, o grau de hidrofobicidade de uma superficie esta diretamente
relacionado com sua capacidade de protecao anticorrosiva (EVANS; LEIVA-GARCIA;
AKID, 2018; GAMA, 2014). Figura 30 ilustra imagem do angulo entre as amostras para
fins de analise comparativa. Em biomateriais se deseja que o dngulo de contato n&o
seja superior a 70° priorizando certa rugosidade atrelada a molhabilidade nas
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interagcbes do material com o tecido 6sseo (VOGLER, 1998). Todas as amostras
apresentaram valor adequado. Nota-se que a amostra de ago original (A-O) apresenta
valor mais baixo de angulo de contato que a amostra anodizada por 5 minutos (A-5)
possivelmente pelo fato de ter sido lixada em lixa grao 4000. O aco AlISI 316L € usado
como biomaterial em implantes por décadas de modo satisfatério, sendo este valor de

angulo de contato adequado para sua finalidade (MAXIMO et al., 2016; STRNAD et
al., 2016).

Figura 30: Angulo de contato obtido pela gota séssil.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A amostra A-5 também apresentou um valor satisfatério para uso como
biomaterial. A camada de filme passivo formada indica a ocorréncia de ativacido de
energia livre e de certa porosidade. Todavia, o angulo de contato obtido também traz
certo beneficio quanto a resisténcia a corrosdo por nado ser tdo hidrofilica em
comparagao a amostra A-10 (ANDERSON; LAMICHHANE; MANI, 2016; ANSELL,;
DICKINSON; POVEY, 1978).

Em estudo de Anderson, Lamichhane e Mani (2016) o aumento da rugosidade
se mostrou como aspecto favoravel para uma maior ativagcdo dos macrofagos do
tecido 0sseo, também chamados de osteoclastos, responsaveis pela preparacio da
superficie para que os osteoblastos iniciem a neoformacéo 6ssea. Os osteoblastos,
por sua vez, S&0 responsaveis por sintetizar a parte organica da matriz éssea,

concentrando fosfato de calcio e participando da mineralizagao. A amostra A-10 que
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apresenta boa qualidade hidrofilica concorda com o fato de possuir uma camada mais
espessa de Oxido, por consequéncia maior porosidade. Deve-se considerar também
que a anodizacao foi realizada em eletrdlito de 10 M NaOH implicando em uma
ativacao da superficie com ions hidroxila livre que favorecem a hidratacao e a atracao
de cations de calcio, magnésio e potassio presentes no SBF e principais percursores
da formagdo da apatita (substancia presente no tecido 6sseo). A formagao desta
substancia em coberturas de implantes obteve bons resultados de ativagédo de células
anti-inflamatorias (BIAN et al., 2019; LIN et al., 2002).

Por outro lado, angulos de contato com valores acima de 70°, caracterizados
hidrofébicos se tratando de biomateriais, indicam dificuldade a permeacdo do
eletrdlito, bem como, a lixiviagdo de ions para o ambiente corpéreo, aumentando seu
desempenho anticorrosivo (HUANG et al., 2018). Estas caracteristicas também sao
desejaveis para o biomaterial, especialmente quando se trata de uma regido de
carater inflamado, onde o fluido corpéreo apresenta pH mais baixo. Um angulo de
contato muito baixo pode indicar um desempenho anticorrosivo baixo e problemas de
reacdes alérgicas, inflamagdes e rejeicao do biomaterial (PENG et al., 2019; YUAN et
al., 2019).

De forma geral, para biomateriais, superficies hidrofilicas sdo mais desejadas,
tendo em vista suas melhores interagcdes com os fluidos corporeos, células e tecidos
durante o processo pos cirurgico (ANDERSON; LAMICHHANE; MANI, 2016;
COELHO; JIMBO, 2014).

4.4 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

As amostras anodizadas por 5 e por 10 minutos foram avaliadas quanto ao seu
comportamento eletroquimico de modo a avaliar seus aspectos mediante a
degradagao por corrosdo. Afim de avaliar variaveis como potencial de corrosao,
corrente de corrosio, resisténcia e impedancia, as amostras foram submetidas por
monitoramento do Potencial de circuito aberto, obteng¢ao de curvas de polarizacao e

Espectroscopia de impedancia eletroquimica.
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4.4 1. Polarizagao potenciodindmica

Os resultados das curvas de polarizagao para o ago AISI 316L original, assim
como, as amostras anodizadas por 5 e 10 minutos, estdo representados na Figura 31.

Na Figura 31 observa-se que, para a polarizagao anddica, isto €, quando é
imposto uma sobretensao que torna o potencial do metal mais nobre, a reacido ocorre
no sentido da dissolugdao anddica, evidenciado pelo aumento da densidade de
corrente. Da mesma maneira, para a polarizacado catddica, isto €, se o potencial do
metal for tornado menos nobre, tém-se um suprimento de elétrons e a reagao procede
no sentido de deposicado catddica, com a diminuicdo da densidade de corrente. As
densidades de corrente estdo representadas em valores absolutos, uma vez que a
densidade de corrente na polarizagao catodica é negativa. Quando o eletrodo esta em
equilibrio, isso €, em valores proximos ao seu potencial de circuito aberto, a reacao
eletroquimica responsavel pela formagao da dupla camada elétrica, procede tanto no
sentido de oxidagdo como no de redugdo com a mesma velocidade (densidade de
corrente de troca), estabelecendo assim o potencial de equilibrio de estabilizagao,
conforme pode ser observado na Figura 31. Este potencial € dado, portanto, pela
interseccao da curva anddica com a curva catddica, e corresponde ao menor valor de
densidade de corrente (log i) (WOLYNEC, 2013).

Figura 31: Representagao das curvas de polarizagao para as amostras de ago
AISI 316L original, anodizada por 5 e 10 minutos em solugao 10 M NaOH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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As curvas de polarizagao descreveram o efeito global de todas as reagbes que
ocorrem simultaneamente sobre o eletrodo, demonstrando o comportamento
eletroquimico das amostras quanto a resisténcia a corrosdo apos submeté-las ao
meio corrosivo da solugdo de SBF com a aplicacdo crescente de potencial
(WOLYNEC, 2013).

As amostras de acgo original (A-O) e ago anodizado por 10 minutos (A-10)
apresentaram comportamento semelhante de desempenho a corroséo, sendo que a
amostra A-10 esta ligeiramente deslocada para regido mais ativa, portanto com
propriedades inferiores anticorrosivas em relagdo ao aco original. Em ambas amostras
também é possivel observar, logo apos o potencial de corros&do, ocorre uma zona de
passivacéao entre -0,2 V e 0,2 V, seguida de uma breve zona de transpassivagao entre
0,2V e 0,3V e apods ocorre uma zona de ativacdo acentuada, caracteristica de ruptura
de passivagao, ou potencial de pite. Apds é possivel evidenciar o aumento constante
de corrente proprio da predominancia de evolugdo de oxigénio (GENTIL, 2012;
YOUNG, 1961). Para a amostra A-10 o potencial de pite € observado jaem 0,3 V.

Este comportamento da amostra A-10 pode ser relacionado a sua superficie
mais porosa, como também foi discutido na analise de angulo de contato. Em estudo
de Berleigh, Schmuki e Virtanen (2009), sobre as propriedades de filmes nanoporosos
obtidos por anodizagcdao do aco em NaOH 50%, eles observaram em ensaio de
polarizagdo em solugao tampao de borato, uma relacdo de aumento da densidade de
corrente proporcional ao aumento da espessura do filme anddico. Eles atribuem este
fendmeno ao fato do filme consistir de uma rede porosa de canais de magnetita que
aparentemente absorvem carga conforme o 6xido alterna entre Fe?* e Fed®*.

Observa-se na Figura 31 uma diminui¢ao acentuada da densidade de corrente
de corrosao para a amostra A-5. Esta também apresentou comportamento diferente
das amostras A-O e A-10 quanto a sua curva sem apresentar zona de
transpassivacado, ou seja, apresentou somente comportamento passivo durante o
ensaio, evidenciando a acdo protetiva maior desse filme em relagdo as outras
amostras. Possivelmente este filme permite uma vida mais longa aos implantes,
devido a uma menor taxa de dissolugdo (EL-HADAD; KHALIFA; NOFAL, 2015;
HOFMANN; KNOTE; STOEZ, 1989).
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Tabela 7: Dados obtidos da extrapolagao das curvas de polarizagao
potenciodinamica.

Amostra Ecorr (MV)  lcorr (A.cm™?)
A-O -223,1 2,55x10-8
A-5 -79,8 1,02x10°
A-10 -195,5 4,64x108

Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 6 apresenta os parametros obtidos por analise de extrapolagcao das
curvas de Tafel. Os parametros de potencial de corrosdo (Ecor) € densidade de
corrente de corrosao (lcorr) S&0 0s fatores intrinsecos para determinar a capacidade de
inibir a degradagao por corrosdo de uma camada protetiva. Uma camada protetiva
apresenta uma melhor resisténcia a corrosdo quando sao obtidos valores mais
positivos de Ecorr € valores mais baixos de lcorr (BURLEIGH et al., 2007). Estes dados
sugerem que a amostra A-5 apresenta uma propriedade de resisténcia a corrosao
superior ao ago original (A-O), todavia a amostra A-10 anodizada por mais tempo nao
teve a resposta proporcional, apresentando resultado inferior até mesmo ao acgo
original.

Um dado interessante que deve ser analisado com interesse se trata da
aplicagao a que se pretende empregar o material. Estudos de agos anodizados em
mistura de etileno glicol, fluoreto de aménio e agua para aplicagdes navais (ambiente
altamente agressivo devido a presencga de ions cloreto) evidenciam que uma camada
nanoporosa termicamente tratada apresenta resultado de curva de polarizagdo em
potenciais mais nobres que o ago original (SAHA et al., 2019). Os autores atribuem
este efeito possivelmente ao mecanismo de impedimento ou atraso da chegada de
ions na superficie do metal base proporcionada pela camada barreira compacta de
oxido térmico. Ao contrario do que foi evidenciado neste estudo a amostra com maior
porosidade apresentou valores menos nobres em relagdo ao ago original.

E fato relevante que para biomateriais o eletrélito (fluido corpéreo) também
contém ions agressivos como cloreto, porém em menor quantidade. Desta forma,
pode-se interpretar que se deva trabalhar com um valor ideal de espessura da camada

nanoporosa para aplicacdo em biomateriais. Buscando uma otimizacao que considere
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a protecdo a corrosdao e simultaneamente apresente aspectos favoraveis a
osseointegracao (MAHAPATRO, 2015; ZIETALA et al., 2016).

Estes resultados ndo devem ser tomados como absolutos, por algumas razdes
que seguem: A taxa de corrosao determinada a partir das curvas de polarizagao sao
medidas instantaneas, isso €, servem para avaliar uma corrosao generalizada, nada
pode ser afirmado em relagdo a processos de corrosao dependentes do tempo como
corrosao por pites e por frestas. O biomaterial implantado pode apresentar diferenca
na composi¢ao quimica e processo de fabricagcado, em relagao as amostras que foram
avaliadas. Biomateriais quando implantados no corpo humano, poderéo estar sujeitos
a diferentes tensdes, tornando a situagao mais critica quanto a corrosdo. Além disso,
cada elemento pode ter uma participacdo menor ou maior na densidade de corrente
de corrosao encontrada pela extrapolacdo das retas de Tafel em funcdo de sua
resisténcia intrinseca a corrosdo na solucdo de SBF que apenas simula o fluido
corporeo, entretanto pode diferir consideravelmente da solugcédo real em situagdes
especificas (BAUER et al., 2013; COELHO; JIMBO, 2014).

4.4.2 Analise morfologica das amostras A-0, A-5 e A-10 apods ensaio de polarizagao
potenciodinamica em SBF, ao MEV.

A Figura 32 ilustra as micrografias obtidas ao MEV para as amostras A-O, A-5
e A-10 apds ensaio de polarizagao potenciodinamica em solucédo de SBF.

Por observagao macroscopica nao foi possivel detectar produtos de corroséo
em nenhuma amostra. Ja nas micrografias apresentadas na Figura 32 nota-se a
formacgao cristais esbranquigados, possivelmente originados de sais dispersos na
superficie em todas as amostras. A Figura 32a esta assinalada com setas azuis e na
Figura 32b com setas verdes os cristais observados. As amostras A-O e A-5
apresentaram resultados semelhantes. Destaca-se na Figura 32b a formagdo de
cristais de geometria quadrada bem definida, possivelmente trata-se de cristal de
cloreto de sddio, pois o eletrdlito de SBF possui ions cloreto em sua composicao. Este
tipo de formacgao também foi observado em amostras de aco carbono simuladas em
ambiente de oxidagao a quente na presencga de gases Hz2S e COz2 e solugao de cloreto
de sédio 3,5%. A formagéao destes cristais pode aumentar o risco de iniciagao de pites
degradando a camada passiva do aco inoxidavel AlISI 316L (GONCALVES et al.,
2018; MELLO, 2011).
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Figura 32: Micrografia obtidas ao MEV apés ensaio de polarizagao
potenciodinamica em SBF para amostras A-O (A), A-5 (B), A-10 (C) e énfase
aumento amostra A-10 (D).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 32c observa-se também a formacgao dos cristais superficiais, todavia,
chama a atenc&o a captura de diversas formagdes puntiformes (destaque no quadro
em vermelho). Na Figura 32d foi realizado aumento destas formacgdes, indicando
possivelmente ocorréncia de pites, o que concorda com a curva de polarizagao obtida
para esta amostra que apresentou uma ruptura de passividade precoce em relacdo
as amostras A-O e A-5. As condi¢cbes mais propicias para uma boa passivacao sao
aquelas em que a superficie da liga esta isenta de qualquer contaminag&o e o meio
de exposicao seja oxidante. Porém, caso a camada passiva seja danificada e as
condi¢cdes do meio ndo permitam a repassivacao, as taxas de corrosao podem ser
elevadas (HOFMANN; KNOTE; STOEZ, 1989).

4 4.3 Potencial de circuito aberto

O potencial de circuito aberto tem a finalidade de monitorar a variacdo do
potencial em relagdo ao tempo de imersao permitindo avaliar a homogeneidade do
processo de corrosido observado na superficie da amostra. Ele representa o ponto em
que o eletrodo deixa de ser catodo (metal protegido pelo 6xido) para se tornar anodo

(ja sem o6xido) (MELLO, 2011). Esta investigagdo do potencial de corrosdo foi
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realizada sob imersdo das amostras na solucdo de SBF de forma a simular as
condigdes corpdreas ao longo do tempo.

De forma geral, maiores valores do potencial representam uma melhor
passividade da camada anodizada em relagdo aos processos de corrosio
(BOSSARDI, 2007).

A Figura 33 apresenta os resultados dos ensaios de OCP das amostras ago
original, ago anodizado 5 minutos e ago anodizado por 10 minutos conforme
nomenclatura estabelecida.

As trés amostras apresentaram valores proximos durante o monitoramento de
OCP, principalmente apds o periodo de 48 horas de imersao. Isto indica que com o
passar do tempo a camada anodizada n&o atua mais de forma influente como barreira
fisica protetiva do substrato metalico, e que os produtos de corrosdo formados
possuem maior predominancia nos eventos de reagdes eletroquimicas. As amostras
anodizadas (A-5 e A-10) assumem carater similar ao comportamento do ago 316L
original (A-O) quanto a atividade eletroquimica. Este fato pode ser tomado como
positivo, pois o aco inoxidavel AlISI 316L é conhecido pela sua boa resisténcia a
corrosao proporcionada pela formacdo de um filme de Oxido passivo aderente,
promovendo ao material certa estabilidade frente a acédo corrosiva (EL-HADAD;
KHALIFA; NOFAL, 2015). Também é conhecido que os agos austeniticos devem sua
resisténcia a corrosao a formacao espontanea de uma pelicula protetora superficial
de oxido de cromo aderente a superficie do metal, atuando como uma barreira,
inibindo o processo de corrosdao e mantendo a liberagdo de ions em niveis muito
baixos (GIORDANO et al., 2010). No entanto, o objetivo deste trabalho € obter uma
superficie para uso como biomaterial que apresente um equilibrio positivo quanto a

resisténcia a corrosao e a bioatividade.
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Figura 33: Medidas de potencial de circuito aberto para as amostras de ago

AISI 316L original, anodizada por 5 e 10 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar fendmenos distintos entre as amostras na medicéo apds 1
hora de imersao em SBF. A amostra de aco original apresenta valor de potencial mais
elevado, ou seja, menos ativo, em relagdo as amostras anodizadas, indicando que
sua camada passiva natural formada ao ar esta atuando de forma satisfatéria. O 6xido
de cromo natural formado no ago AISI 316L é caracteristico da quantidade de cromo
presente como elemento de liga. O mecanismo de formagao desta camada se baseia
na capacidade de migragao dos ions de cromo para as regides ativas de contornos
de gréo, tendo assim sua oxidagao preferencial ao ferro, o que potencializa sua agao
protetiva a corrosdo (HOFMANN; KNOTE; STOEZ, 1989). As amostras anodizadas,
apesar de apresentarem potencial mais baixo (~-0,08V) em relagao ao ago original (~-
0,02V), esta diferenga nao € muito discrepante, apresentando valores de até 0,05V.

Foi observado potencial mais baixo da amostra A-10 em relagdo a amostra A-
O apodés 1 hora de imersdo. Este resultado era esperado em relacido ao que foi
discutido na analise de angulo de contato (Figura 30). Superficies mais porosas
favorecem a permeabilidade do eletrdlito através da camada anodizada, e isto por sua
vez, contribui para uma menor resisténcia a corrosdo do metal (SAHA et al., 2019).

Porém esta relagdo nao € possivel para explicar o resultado da amostra A-5, que
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apesar de apresentar menor potencial que o ago original apés 1 hora de imersao,
apresentou menor hidrofilia que o ago original no ensaio de angulo de contato.

Uma possibilidade que poderia ter relagdo com o menor potencial das amostras
anodizadas apos 1 hora de imersao pode estar relacionado a superficie altamente
ativa, rica em radicais livres hidroxila presentes na superficie. Isto € proposto no
mecanismo de formacao de filme passivo (MARCUS; MAURICE, 2000), estes radicais
livres ( Figura 28) podem favorecer as reagdes com os ions da solu¢gdo de SBF no
momento inicial de formacéo da dupla camada elétrica.

Apos periodo de imersédo de 24 horas observa-se uma mudanga de condicéo
da amostra A-5, apresentando potencial mais nobre que o proprio ago AISI 316L
original. Isto indica que a camada anodizada obtida nesta amostra tem caracteristicas
de protegcdo superior ao ago original (A-O). Assim como observado no estudo de
Burleigh et. al. (2007) agcos anodizados por menos tempo geraram camadas de 6xido
mais finas e aderentes devido a maior presenga de cromo. Da mesma forma estas
camadas mais aderentes também apresentaram resultados mais satisfatérios nos
ensaios de resisténcia a corrosao. Os autores observaram através de analises de DRX
que o cation presente no eletrdlito (s6dio ou potassio) estava presente na camada
anodizada, cogitando assim a formagao de 6xidos de cromo sédio, além dos Oxidos
de cromo ferro e 6xidos de ferro esperados. A presencga deste tipo de 6xido de cromo-
sodio estavel além do 6xido de cromo natural protetivo apresentou bons resultados
de resisténcia a corrosao em estudos com uso de SBF e agua salina (BURLEIGH et
al., 2007; CONRRADO, 2003; LIN et al., 2002).

A amostra A-10 ainda apresenta resultado de potencial inferior as outras em 24
horas de imersao, indicando propriedades inferiores de resisténcia a corrosao. Isto
vem de acordo com os resultados de angulo de contato, polarizagdo. Provavelmente
este comportamento esta ligado ao fato desta camada anodizada, apesar de possuir
espessura maior, ser formada por muitos 6xidos de ferro de baixa aderéncia como
maghemita (y-Fe203) e hematita (a- Fe203) em detrimento de ser constituida
preferencialmente por magnetita (cubica-Fe3O4) que é mais aderente com uma maior

capacidade de resisténcia a corrosao (BURLEIGH et al., 2007).

4.4.5 Espectroscopia de impedancia eletroquimica
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Pelo método da EIE é possivel analisar as reacboes e taxas de corrosdo em
meios de baixa condutividade e, além disso, determinar a resisténcia de polarizacao
e a capacitancia da dupla camada em uma mesma medida (WOLYNEC, 2013). Estas
informacdes sdo muito interessantes na eletroquimica aplicada para o estudo do
comportamento geral de um sistema quando grande numero de processos
correlacionados como de difusdo ou transferéncia de carga ocorre em diferentes
velocidades (PACHECO, 2007).

Nos diagramas de Bode, a primeira representacao leva em consideragao o
logaritmico da frequéncia (log f) pelo angulo de fase (8), que determina a resisténcia
da amostra com o aumento da frequéncia, isto €, 0 meio vai se tornando cada vez
mais resistivo. A segunda representagdo analisa os valores de impedancia (log 1ZI)
em fungao de log f e se pode dizer que quanto maior os valores de log IZl em fungao
do aumento do log f mais protetivo é o filme no intervalo de tempo que esta em
imersédo. Enquanto que menor € a resisténcia do filme quanto menor for a frequéncia
necessaria para a mudancga de regido, neste ponto se determina a queda do potencial
com o aumento da corrente (RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015).

A Figura 34 apresenta os resultados obtidos pelo ensaio de impedéancia
eletroquimica da amostra de ago original polido (A-O), realizado por um periodo de
168 horas de imers&o na solugdo de SBF nas duas representagdes do diagrama de
Bode.

A amostra de ago original apresentou as caracteristicas de passividade
conhecidas do aco inox 316L atribuidas a camada natural de 6xido de cromo aderente
de espessura muito fina. Na varredura apos 1 hora de imersao na solucdo de SBF,
nota-se o comportamento usual de metais passivaveis. Em alta frequéncia esta
predominante a resisténcia da solugéo evidenciada pelo angulo de fase praticamente
nulo, este comportamento puramente resistivo pode ser atribuido a resisténcia 6hmica
da solugdo de SBF (BROOKS; BROOKS; EHRENSBERGER, 2017). O sistema
apresenta uma constante de alta para média frequéncia em valores préximos a 50°,
indicando uma certa permeabilidade pela camada de Oxido. Em baixa frequéncia
ocorre uma redugao do angulo de fase para valores em torno de 38° indicando a
ocorréncia de processos corrosivos no substrato do metal. Este comportamento ja em
1 hora de imersao pode ser relacionado a presenca de ions cloreto na solugcao de SBF
que sdo muito danosos ao ago e responsaveis pela elevagao da taxa de corrosao do
material (SAHA et al., 2019).
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Figura 34: Graficos de EIE de Bode (a) angulo de fase e (b) médulo de
impedancia para amostra de ago original (A-O).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

AplOs 24 horas de imersdo nota-se comportamento similar da curva na
varredura de 1 hora. Porém, com um leve deslocamento para angulo de fase mais
baixo (em torno de 30°) em baixa frequéncia. Este fato indica que houve formacéao de
produtos de corrosdo mais resistivos na interface éxido/metal e maior predominancia
de reagbes governadas por transferéncia de massa em detrimento da transferéncia
de cargas.

Em 48 horas de imersdo ocorre uma mudanga significativa na curva de
varredura, possivelmente atribuida a formacéo dos produtos de corrosao de natureza
resistiva e a habilidade de regeneracdo da camada passiva de 6xido de cromo dos
acos inoxidaveis (PADILHA; GUEDES, 1994). Em baixa frequéncia o comportamento
resistivo permanece estavel em valores de 25° a 30°. Em média para alta frequéncia
surge uma constante de carater resistivo indicando uma espécie de bloqueio da
camada passiva para transferéncia de cargas e predominancia de transferéncia de
massa, deslocando a transferéncia de cargas para a interface oxido/eletrélito. Este
comportamento € favoravel a prote¢cdo corrosiva do metal e justifica 0 mdédulo de
impedancia (Figura 34) maior quando comparado aos resultados de 1 e 24 horas.
Comportamento similar € obtido em sistemas revestidos que denotam protecao
superior a corrosdo em relacdo a protegcao temporaria promovida por o6xidos
(RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015).
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Todavia, apds 72 horas de imerséo ocorre nova alteragao do perfil do sistema
protetivo do substrato metalico, relacionado ao provavel limite de permeabilidade
através dos produtos de corros&o e que protegem temporiamente. E observado um
comportamento altamente capacitivo em baixa e média frequéncia, com angulo de
fase em torno de 80° denotando permeacdo da camada passiva e formacado de
produtos de corrosao na interface metal/6xido. No grafico Log|Z|, observa-se uma
queda acentuada na resistividade total do sistema em relagcdo as varreduras
anteriores, indicando aumento da transferéncia de cargas em baixa e média
frequéncias. Esta instabilidade da protecdo da camada de 6xido passivo natural do
acgo inox também foi observada nos estudos de Giordano et. al. (2010), os autores
atribuem este comportamento a caracteristica particular dos acos inox austeniticos
apresentarem corrosdo por pite e possuirem a capacidade de repassivagao dos
mesmos, conforme foi observado em micrografias por MEV do estudo. O
comportamento da curva de polarizagao corrobora com o surgimento de corroséao por
pite na amostra A-O, pelo subito aumento da densidade de corrente na curva anddica.
Em 96 horas de imersao ainda € observado o mesmo comportamento sem alteracao
notavel.

Em um udltimo momento a amostra foi deixada em imersao por um periodo de
168 horas. Nesta varredura foi observada a retomada do comportamento similar
apresentado em 1 e 24 horas de imersao. Este resultado era esperado por se tratar
de aco inoxidavel, claramente ocorreu a regeneragdo da camada passiva,
confirmando as excelentes propriedades anticorrosivas do ago AlSI 316L (MELLO,
2011). Mas é importante notar que o angulo de fase em baixa frequéncia resultou em
um valor mais baixo, em torno de 20°, indicando que a nova camada da interface
metal/oxido é diferente da inicial de 1 hora. E provavel que houve incorporacdo dos
produtos de corrosdo nas interfaces do metal e 6xido alterando o comportamento em
relacdo a camada passiva original (CONRRADO, 2003).

A Figura 35 apresenta os resultados obtidos pelo ensaio de impedéancia
eletroquimica da amostra de aco anodizada por 5 minutos em eletrdlito 10M NaOH
(A-5), realizado por um periodo de 168 horas de imers&o na solugdo de SBF nas duas
representagdes do diagrama de Bode.
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Figura 35: Graficos de EIE de Bode (a) angulo de fase e (b) médulo de
impedancia para amostra de ago anodizada por 5 minutos em eletrélito de 10M
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A amostra anodizada A-5 apresentou de modo geral, comportamento
semelhante ao ago original (A-O) principalmente a partir de 24 horas de imers&o em
SBF. Houve uma diferenga notavel na varredura apos 1 hora de imerséo, ou seja, logo
no comecgo da analise. Em baixa frequéncia a amostra apresentou angulo de fase em
torno de 80°, permanecendo neste comportamento capacitivo na passagem de baixa
para média frequéncia, denotando permeabilidade do eletrdlito. Isto revela de fato a
presenca de uma camada de 6xido com caracteristicas diferentes da camada de 6xido
natural presente no ago original. Este fato corrobora com o resultado obtido na analise
de OCP, que apresentou potencial inicial inferior ao ago original. Por sua vez, no
ensaio de angulo de contato, a amostra A-5 apresentou hidrofilia superior ao ago
original, que pode sugerir que esta ndo possui porosidade que justifique este
comportamento de permeabilidade de eletrdlito tio acentuada em 1 hora de imerséo.

Esta atividade intensa no periodo inicial na interface metal/éxido possivelmente
€ atribuida a superficie anodizada que passa a apresentar uma quantidade alta de
hidroxilas livres pela caracteristica do eletrdlito utilizado na anodizagédo (MARCUS;
MAURICE, 2000). Estes radicais hidroxila atraem os ions da solucdo de SBF,
deixando a camada de 6xido mais permeavel. A camada de éxido obtida na amostra
A-5 possui uma constituicio com maior presenga de cromo e sodio. A presenca do
sodio na camada de 6xido pode ser correlacionada com estudos de adicdo de prata
em filmes protetivos a base de zircbnia sobre aco 304L. Foi observado neste estudo

que a incorporagdo de Ag diminui a resisténcia a corrosao devido ao aumento da
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atividade eletroquimica do filme ceramico, propicia a incidéncia do aumento de sitios
ativos na camada protetiva e aumento dos caminhos de permeacao da solugao
eletrolitica devido ao aumento dos contornos de grédos (CALDERON VELASCO et al.,
2014).

Apds 24 horas de imersdo em SBF, a amostra A-5 ja apresentou
comportamento analogo a amostra de ago original. Isto pode ser atribuido a
resisténcia agora adicionada dos produtos de corrosdo formados na interface
metal/oxido. Observa-se de forma diferente da amostra A-O, eventos acoplados em
alta frequéncia indicando a presenga de uma atividade levemente capacitiva na
interface oxido/eletrdlito, ou seja, alguma alteracdo desta regido talvez atribuida a
formacéo de compostos de natureza ceramica, como hidroxiapatita, pela reacédo dos
radicais livres hidroxila com ions da solugdo de SBF. Lin et. al. (2002) observou uma
maior deposicao de hidroxiapatita em aco AlISI 316L com pré tratamento alcalino.

A Figura 36 apresenta os resultados obtidos pelo ensaio de impedancia
eletroquimica da amostra de aco anodizada por 10 minutos em eletrélito 10M NaOH
(A-10), realizado por um periodo de 168 horas de imersdo na solugdo de SBF nas

duas representagdes do diagrama de Bode.

Figura 36: Graficos de EIE de Bode (a) angulo de fase e (b) médulo de
impedancia para amostra de ago anodizada por 10 minutos em eletrélito de
10M NaOH (A-10).
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A amostra A-10 apresentou um comportamento claramente diferente em
relacdo as amostras A-O e A-5. E possivel observar ja na varredura apds 1 hora de
imersdo um comportamento altamente capacitivo em baixa frequéncia com angulo de
fase em torno de 83°. Este comportamento também foi observado na amostra A-5,
porém na varredura apos 24 horas de imersdao a amostra A-5 ja apresenta
comportamento similar a amostra A-O, enquanto que na amostra A-10 se repete o
comportamento inicial. Isso informa que ainda estao ocorrendo reacdes de formacao
de produtos de corrosao na interface do metal/6xido. Este fenbmeno vem de encontro
ao comportamento do tipo de 6xido formado nesta amostra: 6xidos de ferro como
hematita e maghemita, de baixa aderéncia, que propiciam uma maior permeabilidade
da camada anodizada (BURLEIGH et al., 2007). Esta maior permeabilidade do
eletrélito também corrobora com a analise de angulo de contato, sugerindo uma
superficie mais porosa e composta por 0xidos de baixa aderéncia. Sao observados
eventos de permeabilidade através da camada anodizada em regides de média
frequéncia. Esta maior atividade da superficie no momento inicial corrobora com os
resultados obtidos para a amostra A-10 quanto ao potencial de circuito aberto.

. Observando os graficos de log|Z| pode-se chegar a conclusdo que esta
amostra mesmo apresentando comportamento similar a amostra A-5, possui uma
resisténcia a corrosao inferior, pois a impedancia total é razoavelmente inferior aos
valores apresentados pelas amostras A-O e A-5.

Na varredura apos 48 horas de imersao, analogamente as outras amostras,
nota-se o comportamento protetivo proveniente da atuagdo predominante dos
produtos de corrosdo formados. Observa-se intenso aumento da impedancia total do
sistema e os fendmenos de baixa frequéncia passam a apresentar predominancia do
carater resistivo observado pelo angulo de fase em valor aproximado de 25°. Também
conforme a amostra A-5, esta apresenta agora uma constante em média para alta
frequéncia, indicando a formagé&o de algum produto barreira que induz comportamento
capacitivo na interface oxido/eletrélito. A formacao de produtos de corrosdao com
capacidade provisoria de protegdo corrosiva € muito comum em ligas de ago e
aluminio, como ainda ha uma certa quantidade de ions metalicos responsaveis pela
formacdo de oOxido disponiveis, estes preferencialmente sdo responsaveis pelo
comportamento de aumento da impedancia total do sistema, principalmente pela
resisténcia imposta a permeacéao de eletrdlito com o passar do tempo (CAO et al.,
2017).
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Conforme observado em todas as amostras, este limite protetivo atinge uma
saturacao a partir de 72 horas de imersao no SBF. O mesmo comportamento ocorre
com retorno de constante em baixa frequéncia de comportamento altamente
capacitiva, mas observa-se ao contrario das amostras A-O e A-5, novamente
impedancia total inferior, nos mesmos valores obtidos em 1 e 24 horas de imersao.

Ao contrario do observado nas outras amostras, a amostra A-10 ndo conseguiu
recuperar o comportamento inicial apds a varredura de 168 horas de imersdo. Ela
manteve o comportamento observado a partir de 72 horas de imerséo, isto pode ser
relacionado ao tipo de produto de corrosdo formado, de baixa aderéncia e maior
permeabilidade. A permeabilidade excessiva da camada anodizada neste caso
mostrou-se negativa do ponto de vista de resisténcia a corrosdo, denotando a
necessidade de alguma barreira de forma a desacelerar o processo de permeacéao. A
importancia da presenga de uma camada barreira no revestimento do metal foi
observada no estudo de Saha et. al. (2019) ao avaliar ago AlSI 304 original, anodizado
e anodizado e termicamente tratado. Os autores evidenciaram uma performance de
resisténcia a corrosao superior do aco anodizado termicamente tratado pois desta
forma foi obtida uma camada barreira compacta de Oxido térmico no interior da
camada porosa anodizada. Esta camada de Oxido térmico € responsavel pela
diminuig&o significativa da taxa de corros&o evidenciada pelos valores de resisténcia
de polarizagéo. O ago apenas anodizado apresentou resultado inferior ao original, fato
que os autores relacionam a porosidade da camada de Oxido que favorece a
permeabilidade do eletrélito comparativamente ao 6xido protetivo formado ao ar
presente no ago original.

Este resultado da amostra A-10 ratifica a maior densidade de corrente de
corrosdo encontrado nas curvas de polarizagao (Figura 31), imprimindo uma menor
resisténcia a corrosdo desta amostra. Em biomateriais este aspecto pode ocasionar
problemas de inflamag¢édo no corpo humano causada por cirurgia ou lesdo, uma vez
que esse cenario acarreta na queda do pH do fluido corpéreo em regides préximas

ao implante, devido a secrecao das células inflamatérias (CHEN; THOUAS, 2015).

4.4.6 MEV/EDS apos EIE
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A Figura 37 apresenta as micrografias obtidas ao MEV para a mostra de ago
original polida (A-O) apds ensaio de espectrografia de impedancia eletroquimica (EIE)

por 168 horas de imersao na solugao de SBF.

Figura 37: Micrografias obtidas ao MEV apés EIE para amostra A-O.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Nao foi possivel detectar a presenca de produtos de corrosao visualmente
apos EIE nos substratos metalicos avaliados nem alteracdes das superficies dos 3
sistemas analisados. Nas imagens de MEV obtidas da area em contato com o
eletrdlito, observa-se o aparecimento de cristais, de cor esbranquigada, possivelmente
devido a produtos de corrosdo, como oOxidos dispersos na superficie. A Figura 38
ilustra a varredura por EDS com a finalidade de investigar a composi¢cao dos cristais
observados na superficie, na imagem encontram-se os mapeamentos obtidos dos
atomos com maior intensidade nos pontos de interesse. Observa-se que estes cristais
sao principalmente compostos por atomos de carbono, silicio e cloro, denotando a
interacao dos ions de sais presentes no eletrélito de SBF, em especial ao cloreto que
atua de forma mais aguda nos processos corrosivos (BAUER et al., 2013). A presenca
de silicio, elemento que nao esta presente na formulacédo do eletrdlito de SBF, pode
estar associada ao processo de preparagao da amostra por lixamento em lixa de

carbeto de silicio.
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A baixa incidéncia de produtos de corrosdo observados era esperada pois apds
168 horas de imersdo a amostra apresenta um angulo de fase de ~20° em baixa

frequéncia.

Figura 38: Mapeamento por EDS apés EIE para amostra A-O.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A formacao destes cristais por consequéncia do tipo de eletrdlito utilizado, pode
ser responsavel por futuras heterogeneidades responsaveis pelo inicio de processos
corrosivos danosos.

A Figura 39 apresenta as micrografias obtidas ao MEV para a mostra de ago
anodizada por 5 minutos em solugao 10M NaOH (A-5) apds ensaio de espectrografia
de impedancia eletroquimica (EIE) por 168 horas de imersao na solugao de SBF.

De forma similar com a amostra A-O, a amostra A-5 também apresentou
aparecimento de cristais, de cor esbranqui¢ada, possivelmente devido a produtos de
corrosdo, como Oxidos dispersos na superficie. Isto era esperado em fungédo dos
resultados de EIE com comportamento semelhante das amostras A-O e A-5. Observa-
se uma alteragdo na analise de EDS em relagdo a amostra A-O, onde agora se
encontra a presenga mais acentuada de silicio, sédio e oxigénio, além dos atomos
observados na amostra A-O, tanto na composi¢cao dos cristais como na superficie.

Isto se relaciona a camada anodizada da superficie, pela caracteristica da anodizacao
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em solugao de NaOH e a formacgao de 6xido provocada pelo crescimento da camada
passiva, a interagao do ion de sddio nas reagdes € evidenciada por sua presenga no
filme anddico (BURLEIGH et al., 2007).

Figura 39: Micrografias obtidas ao MEV apés EIE para amostra A-5.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 40 apresenta o0 mapeamento por EDS de um cristal observado

indicando como maiores constituintes silicio e cloro.

Figura 40: Mapeamento por EDS apés EIE para amostra A-5.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 41 apresenta as micrografias obtidas ao MEV para a mostra de ago
anodizada por 10 minutos em solugdo 10M NaOH (A-10) apds ensaio de
espectrografia de impedancia eletroquimica (EIE) por 168 horas de imersao na
solucao de SBF.

Figura 41: Micrografias obtidas ao MEV apés EIE para amostra A-10.

SElI  20kV x200 100pm  —
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

Fonte: Elaborado pelo autor.

A amostra A-10 macroscopicamente ndo apresentou produtos de corrosao
visiveis, porém na micrografia ao MEV (Figura 41) foram observadas formagdes
filiformes de aspecto ramificado. O aparecimento destes produtos de corrosdo condiz
com os resultados obtidos nos ensaios de polarizagao potenciodinamica e de EIE,
onde a amostra A-10 apresentou rendimento inferior quanto a resisténcia a corrosao
em comparacao as amostras A-O e A-5.

Conforme verificado nas curvas de Bode (fase) para a amostra A-10, ap6s 168
horas de imersdo em SBF a mesma apresenta fendbmeno em baixa frequéncia com
angulo préoximo a 90° associado a permeabilidade do eletrdlito através da camada
anodizada.

A Figura 42 apresenta o mapeamento por EDS da formacao filiforme observada
na amostra A-10.
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Figura 42: Mapeamento por EDS apés EIE para amostra A-10
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como resultado, o principal elemento constituinte da afloragcao é carbono. Este
tipo de produto de corrosdo ndo é muito comum em agos devido ao baixo teor de
carbono. Produtos grafiticos sdo normalmente presentes em um tipo de corrosao
seletiva denominada grafitizacao filiforme, recorrente em ferros fundidos cinzentos. A
causa mais comum se da por uma heterogeneidade qualquer inicial, provocando a
oxidagao do ferro e o grafite (carbono) permanece inalterado, formando assim uma
pilha Fe/Grafite, na qual o grafite se comporta como catodo em relagdo a matriz
metalica (COLPAERT, 2008; CONRRADO, 2003; GENTIL, 2012).

O surgimento deste tipo de produto de corroséo, pelo mecanismo descrito para
o ferro fundido cinzento pode ser possivel pelo fato da amostra A-10 ter apresentado
maior porosidade e hidrofilia no ensaio de angulo de contato e pela analise de cor,
possivelmente a camada anodizada possui maior constituicdo de 6xidos de ferro
menos aderentes. Esta alta quantidade de 6xidos de ferro permitiu a formagao de
micronucleos de carbono em estado livre sobre a superficie iniciando o crescimento
em forma de ramos continuos, conforme evidenciado nas micrografias da amostra A-
10. Também deve se considerar a presenga de carbonatos no eletrdlito de SBF, que
podem ter uma interagdao quando em forma dissociada contribuindo nas afloracbes de
carbono observadas (BROOKS; BROOKS; EHRENSBERGER, 2017).

A presenca de maior quantidade de silicio na amostra A-5 em comparagao a
amostra A-O pode ser explicada pela maior tendéncia a formacdo de oxidos que
apresentam variacédo de energia livre de Gibbs mais negativa. A Figura 43 apresenta
o Diagrama de Ellingham para formacao de 6xidos. Observa-se que o silicio € oxidado

preferencialmente ao cromo e ao ferro devido ao fato da energia livre de Gibbs de
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formacao do dioxido de silicio (SiO2) ser mais negativa que as energias livres de Gibbs
de formacéo do 6xido de cromo (Cr203) e dos 6xidos de ferro (Fe203, FesOs e FeO)
(VICENTE et al., 2017).

Figura 43: Diagrama de Ellingham de formacao de 6xidos.
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Fonte: Adaptado de Biswas (1981).

No estudo de Vicente et. al. (2017) foi realizada a analise por EDS e a
caracterizagao dos 6xidos formados na superficie do corpo de prova do ago inoxidavel
austenitico laminado (tipo 253 MA®) apds ensaios isotérmicos de oxidagdo ao ar a
1100°C. Os autores observaram em difratograma picos bem definidos de austenita e
a presenca dos oxidos protetivos SiO2 e Cr203 bem como dos 6xidos de ferro FeO,
FesO4 e Fe203. Conforme a Figura 44 mostra que, durante o processo de oxidagéo
ocorre a formacdo de uma camada de Oxido ndo protetora de oxidos de ferro e
posterior formacado de uma camada protetora mais espessa de 6xido de cromo. Mais

internamente observa-se a formacao de 6xido de silicio.
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Figura 44: Micrografia por MEV (sec¢ao transversal) e difratogramas
evidenciado a presencga de 6xido de silicio em regiao mais interna de camada
de oxidos.
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Fonte: Vicente et. al. (2017)

A Figura 45 apresenta o resultado de EDS para as amostras A-O, A-5 e A-10,
destacando os valores de silicio obtidos. Como a diferenga entre as amostras A-5 e
A-10 é somente o tempo de anodizagdo, é possivel tragar uma analogia com o
diagrama de Ellingham de formacdo de oxidos. Na amostra A-O ocorre apenas a
camada de 6xido passiva natural, no processo de anodizagao ocorre a aplicacédo de
uma energia que desloca o equilibrio termodindmico na diregcdo da formacgao de
oxidos, assim como ocorre com a temperatura responsavel pela oxidagcdo no estudo
de Vicente et. al. (2017). Quando o processo é encerrado com 5 minutos observa-se
uma maior quantidade de silicio presente na analise de EDS, conforme Figura 45,
indicando que neste momento ainda ndo ha uma presenca consideravel de 6xidos de
cromo e principalmente de ferro. A medida que o processo segue a diante e mais
energia € aplicada, o que se traduz na amostra A-10 ja € observado uma deplecao da
quantidade de silicio e maior presenca de ferro. De forma analoga, a camada mais
externa obtida por Vicente et. al. (2017) formada por 6xidos de ferro menos aderentes
e protetivos, também foram obtidos com o tempo de anodizagdo de 10 minutos neste
estudo.
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Figura 45: Varreduras obtidas por analise de EDS apés EIE.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A-10

De forma geral, a amostra A-5 apresentou os resultados mais satisfatorios,
ficando muito proxima do comportamento do ago inoxidavel original AISI 316L, que
por si sO ja € um material com excelentes propriedades de resisténcia a corrosdo. A
amostra A-5 apresentou um resultado melhor no ensaio de polarizagédo
potenciodinamica, porém no ensaio de EIE seu rendimento ficou levemente inferior
ao aco original (A-O) quanto a capacidade de regeneragdo da camada passiva.

Avaliar biomateriais quanto ao comportamento em meio corrosivo é
fundamental, pois apds a implantagdo de um dispositivo ortopédico, uma reagao
inflamatdria € iniciada tanto em resposta a invaséo devido ao procedimento, quanto a
presenga do dispositivo como um corpo estranho ao organismo. Essa reagéao resulta
na producado de espécies reativas de oxigénio por macrofagos, neutréfilos e outras
células devido a resposta infamatdria. Observa-se um aumento local da concentragao
de perdxido de hidrogénio, os neutrdéfilos produzem acido latico levando a um aumento
do pH acido na interface entre o meio em que o biomaterial esta inserido
(ANDERSON; LAMICHHANE; MANI, 2016).
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4.5 ANALISE DA TOPOGRAFIA SUPERFICIAL POR MEV-FEG

A Figura 46 apresenta as micrografias obtidas ao MEV-FEG em vista de topo
para as amostras A-O, A-5 e A-10 nas magnitudes de 10 000, 20 000 e 100 000 vezes.

Observa-se nas micrografias da Figura 46 (a,b,c) que se referem ao aco AlSI
316L original (A-O) apenas polido que ndo ha presengca de nenhuma estrutura
especifica, somente riscos alongados compativeis com o processo de lixamento,
considerando a magnificagdo das imagens, ao qual a chapa de origem das amostras
foi submetida. Estas imagens indicam que a superficie do aco é uniforme e
homogénea. As micrografias concordam com os resultados obtidos para o ago AlSI
316L sem tratamentos por Saha et. al. (2019) e Longhi (2021). A literatura indica que
existe uma formagéo de fina camada de oxido passivo natural da ordem de 1 a 3 nm
de espessura, devido a este valor muito baixo de espessura é dificil identificar
qualquer estrutura com os recursos de equipamento aqui utilizado (SAHA et al., 2019).

Na Figura 46d, observam-se também riscos na superficie da amostra, oriundos
do lixamento, o que indica que o 6xido formado apresenta espessura bastante fina.
Nas Figuras 46 (e,f) é possivel observar a formagao de estruturas com arranjo de
nanoplacas com angulos bem definidos. Porém como se esperava ndo ocorreu
formacao de poros com aberturas circunferenciais de acordo com o resultado obtido
por Burleigh et. al. (2009) utilizando eletrélito de 12,5 M de NaOH e substrato de ago
de composicdo com baixo teor de cromo. Estas diferengcas em relacdo ao estudo
realizado aqui podem explicar a morfologia diferenciada obtida nas amostras A-5 e A-
10.

De acordo com o observado na amostra A-5, a amostra A-10 (Figura 46- g,h,i)
apresentou comportamento similar, destacando-se uma sutil diferenga no
comprimento das nanoplacas resultantes, indicando um comprimento maior com
maior tempo de anodizagao.

Nas micrografias da Figura 46 (d, g h) observa-se que o crescimento das
nanoplacas ocorre de forma perpendicular a superficie dos contornos de graos. Isto
leva ao indicio que o mecanismo predominante de crescimento da camada de 6xido
ocorre por eletroestriccdo (Figura 17) em detrimento ao mecanismo de dissolugao-
precipitacdo. Se o mecanismo de dissolugdo-precipitagao fosse dominante, resultaria
em uma camada de 6xido homogénea e compacta, caracteristica de filmes tipo
barreira (BURLEIGH; SCHMUKI; VIRTANEN, 2009).
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Figura 46: Micrografias obtidas ao MEV em vista de topo das amostras nas
seguintes magnificagoes: (a,b,c) amostra A-O; (d,e,f) amostra A-5 e (g,h,i)
amostra A-10 em 10 000, 20 000 e 100 000 vezes respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Afim de avaliar melhor as estruturas obtidas, foi utilizado o software ImageJ@
como ferramenta para medi¢gao do comprimento médio das nanoplacas e dos angulos
formados entre elas. A Figura 47 apresenta as micrografias com as devidas

marcagdes das medi¢des apresentadas na Tabela 7 para a amostra A-5.
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Figura 47: Micrografias obtidas ao MEV em vista de topo da amostra A-5
(magnificagdao de 100 000 x) com as medigdes de comprimento de nanoplacas
e angulos entre nanoplacas realizadas no software ImageJ@.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 48 apresenta as micrografias com as devidas marcagbes das
medi¢cdes apresentadas na tabela 8 para a amostra A-10. A analise dos valores
ilustrados na Tabela 8 evidenciam que as nanoplacas da amostra A-10 possuem
comprimento médio maior em relagéo as obtidas na amostra A-5 indicando que com
maior tempo de anodizacao, além da espessura da camada de filme aumentar, a
formacao por eletroestriccdo parece se maximizar. Observa-se que a placa aumenta
até encontrar outra placa provocando uma obstru¢do mutua do caminho de
crescimento. Neste ponto a placa procura um novo caminho preferencial para
continuar a deposigao. Fendmeno similar foi observado por Wang et. al. (2020) na
formacao de filme espesso nanoporoso em ago AlSI 304. Os autores atribuem esta
mudanga do caminho de formagdo do poro a dissolugcdo seletiva e distribuigdo
aleatdria de espécies de Niquel presentes no substrato. Assim como neste estudo, a
mecéanica de crescimento da camada porosa em agos apresenta ainda grande
discussdo, pois devido a presenca de varios elementos de liga, muitos
comportamentos sao apresentados simultaneamente (WANG et al., 2020). Mas é
possivel inferir que a heterogeneidade nos dois casos € provocada por obstrugdes

fisicas do mecanismo de eletroestriccao.
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Figura 48: Micrografias obtidas ao MEV em vista de topo da amostra A-10
(magnificagdao de 100 000 x) com as medigdes de comprimento de nanoplacas
e angulos entre nanoplacas realizadas no software ImageJ@.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 8 apresenta o valor de angulo entre as nanoplacas aproximado de
60°, que remete ao angulo interno das estruturas hexagonais caracteristicas do o-
Cr203 obtido em analise de STM (espectroscopia de tunelamento) por Marcus e
Maurice (2000). Isto pode estar relacionado a nucleagao primordial dos éxidos na
superficie que possivelmente teve influéncia na orientagdo do crescimento em

arranjos de nanoplacas conforme observado.

Tabela 8: Resultados medi¢gdes em micrografias obtidas ao MEV-FEG em vista
de topo da amostra A-5 e A-10 (magnificagdao de 100 000 x) comprimento de
nanoplacas e angulos entre nanoplacas realizadas no software ImageJ@.

. Desvio Angulo entre  Desvio
Comprimento ~ ~
Amostra o padrao nanoplacas padrao
médio (nm) . ° A
Comprimento (°) angulo
A-5 182,66 25,85 62,99 12,39
A-10 203,63 31,05 63,55 13,92

Fonte: Elaborado pelo autor.

O possivel processo de formagao das nanoplacas da camada de 6xido obtido
é ilustrado na Figura 49, onde propbéem-se que no momento inicial, estagio |, do
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processo ocorre a dissolugdo dos ions para o eletrélito simultdneo ao processo de
adsorcao de ions hidroxila na superficie do metal, que ja possui uma fina camada
passiva de 6xido de cromo. No estagio Il inicia-se formagao de ilhas de 6xidos, por
precipitacdo e crescimento destes 0xidos por processos de dissolucao-precipitagao e

eletroestric¢ao, no estagio lll.

Figura 49: Possivel processo de formagao das nanoplacas de 6xido.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 ANALISE DA TOPOGRAFIA SUPERFICIAL POR MICROSCOPIA DE FORCA
ATOMICA (AFM)

A Figura 50 apresenta as imagens bidimensionais obtidas por microscopia de
forga atbmica (AFM) com area de 5 ym? para as amostras A-O, A-5 e A-10.

Na Figura 50 pode-se observar que a amostra A-O apresenta uma superficie
mais homogénea em relagdo as amostras A-5 e A-10. Nas 3 amostras s&o percebidos
riscos direcionais caracteristicos da preparacdo das amostras em politriz, porém
observa-se que a medida que aumenta o tempo de anodizag&o os riscos se tornam

menos profundos, sendo ocupados por pequenas particulas de éxido.
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Figura 50: Imagens 2D obtidas por microscopia de for¢ga atdmica com area de
5um? das amostras: (a) A-O; (b) A-5 e (c) A-10.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 51 apresenta as imagens tridimensionais obtidas por microscopia de
forca atdbmica (AFM) com &rea de 5 um? para as amostras A-O, A-5 e A-10. E possivel
observar uma diferenga interessante quanto a superficie de aco original, mais
uniforme e regular em relagéo as amostras anodizadas A-5 e A-10. Estes resultados
se complementam aos observados pelas micrografias ao MEV-FEG (Figura 46) sendo
que nas amostras anodizadas formaram-se pequenas estruturas nodulares de uma
camada de 6xido condizente com as nanoplacas vistas nas micrografias.

A Figura 51 também reforca a evidéncia do mecanismo proposto de
crescimento do filme de éxido. Uma vez que houve um preenchimento dos riscos de
forma homogénea e perpendicular a superficie, observa-se que quanto maior o tempo
de anodizag¢ao, maior o volume dos nédulos formados, o que vem de encontro com a
proposta da formacao de ilhas de 6xidos com crescimento por precipitacdo e
eletroestriccdo (MARCUS; MAURICE, 2000; WANG et al., 2020).
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Figura 51: Imagens 3D obtidas por microscopia de for¢ga atdmica com area de
5um? das amostras: (a) A-O; (b) A-5 e (c) A-10.

Fonte: Elaborado pelo autor.

De forma complementar foi realizada analise do tamanho médio de particulas
nas amostras A-5 e A-10, utilizando software especifico, onde se nota a
predominancia de particulas maiores de forma homogénea que corrobora com as
imagens obtidas em 3D. A Figura 52 ilustra as imagens, onde se pode observar que
mesmo no interior dos riscos a formacgao dos nédulos é proporcional aos formados na
superficie mais plana. A Tabela 9 apresenta os resultados de tamanho médio de

particulas na area analisada de 5 pm>.
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Figura 52: Analise de tamanho médio de particulas das amostras (a) A-5 e (b)
A-10.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9: Resultados medigdes de tamanho médio de particulas.

Area média Desvio
Amostra  das particulas  quadratico
(Mm?) médio
A-5 8,4 x 103 +0,3 x 103
A-10 13,9 x 103 +2,0 x 103

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 10 apresenta os parametros de rugosidade média (Ra) e desvio
quadratico meédio obtidos no ensaio de AFM. Nenhuma das amostras apresentou um
valor de rugosidade (Ra) com diferenca significativa, conforme observado, todas as
amostras apenas apresentaram microrugosidade baixa. Conforme Costa et. al.
(2014), a estabilidade primaria do implante com morfologia microrugosa foi confirmada
com taxas de sucesso relativamente mais altas, devido ao aumento da camada de
oxido disponivel, que é um dos fatores mais relevantes no processo de adeséo celular,

auxiliando assim o crescimento 6sseo diretamente na superficie.
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Tabela 10: Resultados de rugosidade média das amostras analisadas.

Desvio
Amostra Valor de Ra quadratico
(nm) o g
médio
A-O 6,7 13,2
A-5 6,0 1,1
A-10 5,1 +1,2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo muitos autores, o comportamento frente a processos corrosivos
podem ser relacionados com a rugosidade da superficie. De modo geral, quanto maior
o parametro de rugosidade da superficie de um sistema, isto €, mais rugoso, menor é
a sua resisténcia a corrosao, visto que, a rugosidade superficial aumenta a area de
contato do revestimento as solugdes responsaveis pelos ataques quimicos, no caso
de biomateriais, o fluido corpodreo, acelerando assim o processo de corrosido que
venha a acontecer e deteriorando inicialmente a superficie do substrato (BROOKS;
BROOKS; EHRENSBERGER, 2017; PARRA et al., 2006).

Todavia, para biomateriais, uma superficie lisa, sem rugosidade, nao permite
uma boa biocompatibilidade, pois a integracdo de implantes ao tecido 6sseo in vivo
esta relacionada com um aumento da rugosidade da superficie do implante, uma vez
que, os osteoblastos humanos se aderem melhor a superficies rugosas em detrimento
as lisas. A adesédo normalmente aumenta em superficies com rugosidade média (Ra)
em até 1um (ANDERSON; LAMICHHANE; MANI, 2016; PFEIFFER et al., 2003).

Algumas células possuem preferéncia por topografias asperas e outras suaves,
como é o caso dos osteoblastos ou analogas que preferem superficies mais rugosas
da ordem de 2 ym, enquanto fibroblastos, tipo de célula mais comumente encontrada
no tecido conjuntivo, possuem melhor aderéncia a superficies mais suaves da ordem
de 0,04 um (KUNZLER et al., 2007).

Neste contexto, deve-se relacionar a baixa performance da amostra A-10 nos
ensaios eletroquimicos (Figuras 31 e 32) que apesar de nao apresentar rugosidade
maior em relagdo as outras amostras, evidencia particulas maiores na analise de

tamanho de particula, nas micrografias ao MEV-FEG também apresenta nanoplacas
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maiores e também apresenta molhabilidade excessiva (Figura 30) para aplicagdo com
biomaterial. Assim, aspectos de microrugosidade sao impactantes para os resultados
globais de caracteristicas de superficies.

Busca-se um biomaterial que apresente um equilibrio entre propriedades de
resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, a amostra A-5 mais uma vez apresentou-
se promissora na boa relagdo de superficie com microrugosidade mais visivel que a

amostra de aco original (A-O) e boas propriedades de resisténcia a corroséo.

4.7 ANALISE DA COMPOSIGCAO DA CAMADA DE OXIDO POR DIFRATOMETRIA
DE RAIOS X (DRX) E ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS)

A Figura 53 apresenta o difratogramas da amostra A-O com identificagdo dos
picos observados. A amostra A-O apresenta os picos caracteristicos das fases
austenita e ferrita. Observa-se também alguns picos de baixa intensidade relativos a
formacao de alguns 6xidos superficiais provenientes da exposi¢ao ao ambiente como
oxidos de cromo, ferro e molibdénio conforme relatado na literatura (GONCALVES et
al., 2018; KLIMAS et al., 2013; SAHA et al., 2019).

A Figura 54 apresenta os difratogramas das amostras A-5 e A-10 com escala
de intensidade aumentada e identificagcdo dos picos, para uma analise dos possiveis
produtos que poderiam ser formados baseado na literatura de referéncia sobre
processo de anodizagao em acgo inoxidavel e também com eletrélito de solucéo de
hidréxido de sddio. Conforme citado anteriormente no comparativo dos difratogramas,
nao houve formacdo de picos definidos de algum éxido especifico, mas ocorreu
acentuada perda de intensidade dos picos do substrato indicando que algum material
de origem pouco cristalina ocupou este intervalo (SAHA et al., 2019).
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Figura 53: Difratograma da amostra A-O.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No difratograma da amostra A-5 também se observa o aumento de intensidade
de picos de padrao de oxido de silicio, condizentes com os resultados discutidos sobre
a formacgéo de Oxidos térmicos relacionado com o diagrama de Ellingham (Figura 43)
relacionada a Energia Livre de Gibbs mais negativa deste 6xido (VICENTE et al.,
2017). Esperava-se encontrar picos definidos de 6xidos de ferro e de cromo em ambas
amostras, porém nao foram observados, possivelmente devido a baixa espessura e
cristalinidade dos 6xidos formados. Todavia, fica visivel uma perturbacéo na regiao
dos picos dos padrbes de Fe203 e Fe3sOs4. Em estudo de anodizagdo de ago no
eletrélito 50% NaOH foram observados aumento dos picos de padrdo de magnetita a
medida que aumentava a temperatura de anodizagdo (BURLEIGH; SCHMUKI;
VIRTANEN, 2009). Para finalidade de uso como biomaterial, uma maior quantidade
de oxidos de ferro menos aderentes poderiam trazer prejuizos quanto a resisténcia a
corrosdo (BROOKS; BROOKS; EHRENSBERGER, 2017; ZIETALA et al., 2016),
como observado nos ensaios de caracterizagado eletroquimica, a amostra A-10
apresenta este comportamento.

Em estudo de Lin et. al. (2002) onde ago AISI 316L sofreu pré-tratamento
alcalino com solugdo 10M de hidréxido de sodio, foi avaliada a formagao de
hidroxiapatita em diversas temperaturas e concentragdes de SBF. O pré-tratamento
alcalino em questio foi a imersdo do aco em uma solugao 10M de hidroxido de sédio
a 60°C por 24 horas, na sequencia as amostras sao lavadas e tratadas em forno de

500 a 800°C por 1 hora. Na analise por DRX foi observada a formacao de oxido de
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cromo soédio, que se apresentou como uma solugao interessante para a baixa adesao
de hidroxiapatita, devido a baixa afinidade do ago (com ligagcdes metalicas) com a
hidroxiapatita, ou tecido ésseo (material ceramico com ligagdes covalente). O 6xido
de cromo sodio desta forma possui o papel de intercamada ou ponte entre os dois
materiais, que faria uma grande diferenga para os resultados de biocompatibilidade,
por produzir um aumento na superficie de grupos hidroxila, que agem como pontos
de nucleacao (LIN et al., 2002).

Figura 54: Difratograma das amostras (a) A-5 e (b) A-10.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Este produto de 6xido de cromo sddio seria proveniente da reacao do hidréxido
de sodio com o 6xido de cromo presente na superficie do aco AlISI 316L, conforme

reacao da equacédo 11 (LIN et al., 2002):
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8Na(OH) + Cr203 - 2NasCrO4 + 3H20 + H2 (11)

O padrado deste oxido foi comparado com os difratogramas obtidos das
amostras A-5 e A-10, pois este produto poderia também se formar pela metodologia
empregada neste estudo. Entretanto ndo foi observado pico com intensidade definido
que poderia afirmar a presencga deste 6xido conforme ilustra a Figura 54. Da mesma
forma, ndo foram observados picos definidos de 6xido de niquel, que € um elemento
de liga abundante no aco AlSI 316L, o 6xido de niquel, assim como o 6xido de cromo
atuam de forma determinante na formagao de camadas porosas em acgo AlISI 304 por
anodizagao com eletrdlito de etileno glicol e HF, devido a suas caracteristicas de
dissolugdo em periodos distintos (WANG et al., 2020).

A Figura 55 apresenta os difratogramas resumidos das amostras A-O, A-5 e A-
10. Observa-se que ocorre uma redugao da intensidade dos picos caracteristicos da
fase austenitica nas amostras anodizadas, e com o aumento do tempo de anodizagao
esta redugao aumenta, indicando que esta havendo uma formacéao de filme de 6xidos
na superficie do acgo. Efeito semelhante foi observado no estudo de Saha et. al. (2019)
no estudo de formacao de filme anddico sobre o ago AISI 304. A amostra de aco como
recebida apenas apresentou os picos caracteristicos da fase austenita (y-Fe) e da
fase ferrita (a-Fe) como se espera. Apdés a anodizagdo ocorre a reducdo da
intensidade destes picos, mas sem presencga de novos picos nitidos, o que os autores
sugerem ser relativo a natureza amorfa ou pouco cristalina dos 6xidos formados no
processo de anodizacdo. Ja apos o tratamento térmico da amostra anodizada surgem
picos visiveis de fase magnetita. Portanto, observa-se na Figura 55 que nas amostras
anodizadas a ocorréncia da formacgao de 6xidos de baixa cristalinidade, pois apenas
sdo observadas perturbagdes baixas de intensidade ao longo do difratogramas, mas
uma visivel reducéo de intensidade dos picos em relacdo a amostra original (A-O).
Este resultado também pode ser atribuido ao fato da camada de 6xido ser muito fina,
como foi revelado durante analise por MEV-FEG ( NASCIMENTO et al., 2016).
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Figura 55: Comparativo dos difratogramas das amostras A-O, A-5 e A-10.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 56 apresenta analise por EDS do ponto A na amostra A-5. Observa-
se a presenca de oxigénio e sbédio no ponto sobre uma nanoplaca, além dos

elementos presentes no substrato.

Figura 56: Micrografia por MEV da amostra A-5 com EDS do ponto A.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A presencga de sédio e oxigénio indica a formagao de um composto similar ou
analogo ao obtido no estudo de Lin et.al. (2002), tendo que se considerar que nao foi

realizado tratamento térmico no estudo atual, algumas variagcbes de estrutura
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cristalina sdo passiveis de ocorrer. Isto pode estar relacionado ao fato de nao

ocorréncia de picos de intensidade definida na analise por DRX.

Figura 57: Micrografia por MEV da amostra A-10 com EDS dos pontos 1,2 e 3.

Elemento Peso relativo (%)
1 2 3
0 22.16 19.48 16.30
500
Si 0.45 0.54 0.64
Cr 15.48 15.45 16.61
Fe 47.08 | 50.19 54.40
Ni 12.61 12.28 10.37
Mo 2.05 1.53 1.68
Total 100.00 | 100.00 | 100.00

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 57 apresenta os resultados de EDS dos pontos 1, 2 e 3 com respectivo
valor de peso relativo de cada elemento no ponto respectivo. O ponto 3 foi selecionado
como area que nao apresenta formacao de nanoplaca. Conforme o resultado indica,
nao foi detectado sodio no ponto 3. Isto leva a forte evidencia de que o sédio participa
da estrutura formadora das nanoplacas.

Os resultados obtidos nas analises de DRX e EDS nao sao conclusivos o
suficiente para afirmar a composicdo exata das nanoplacas obtidas. E muito provavel
que existem diversos Oxidos presentes neste filme devido a natureza do proprio
substrato de ago austenitico e seus processos oxidativos especificos (PENG et al.,
2019; VICENTE et al., 2017).

4.8 FORMAGCAO DE HIDROXIAPATITA

A Figura 58 apresenta as micrografias ao MEV apds ensaio de formagéao de
hidroxiapatita sobre a amostra A-5 (a) e amostra A-O (b). Optou-se em realizar o
ensaio somente com a amostra A-5 pois esta apresentou resultados mais satisfatorios
de molhabilidade e resisténcia a corrosdo em relagdo a amostra A-10 que indicam
uma melhor biofuncionalidade. Desta forma obteve-se uma comparagdo com o aco

original que é utilizado normalmente como biomaterial.
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Na Figura 58 é possivel observar que a amostra A-5 apresentou um resultado
de formagao mais homogénea e regular de recobrimento por hidroxiapatita. Este fato
pode ser atribuido ao mecanismo de crescimento da camada anddica que resulta em
uma superficie com radicais OH livres em abundéncia (MARCUS; MAURICE, 2000).

Figura 58: Micrografia ao MEV das amostras (a) A-5 e (b) A-O com
magnificagcao de 1000x apo6s ensaio de formagao de hidroxiapatita.

(a)

£

SEI 20kV. -x1,000 10pm
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

L,

20kV x1,000 10um —

SEI
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

Fonte: Elaborado pelo autor.



123

Esta caracteristica cria uma grande afinidade com os cations presentes na
solugdo de SBF como Ca?*, Na*, K* e Mg?*, iniciando uma nucleagdo mais intensa
devido ao aumento da concentragao de cations para a superficie, atraindo os anions
da solugado de SBF, principalmente o anion fosfato e desta forma aumentando a
camada de hidroxiapatita (HUYNH; NGO; GOLDEN, 2019).

Na Figura 59 estao apresentadas as micrografias ao MEV e EDS das amostras
A-5 e A-O com magnificagao de 2500x.

Figura 59: Micrografia ao MEV e EDS das amostras (a) A-5 e (b) A-O com
magnificagcao de 2500x apos ensaio de formagao de hidroxiapatita.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com estes resultados se torna claro como houve baixa cobertura de camada
de hidroxiapatita na amostra de ago original (A-O). Na Figura 59b é possivel visualizar
areas nitidas de substrato de aco AISI 316L aparentes. Os conglomerados brancos
indicados pelas setas se referem a hidroxiapatita conforme indicam os resultados de
EDS. Na amostra A-O nota-se uma dificuldade de disperséo, indicada pela nucleagao

concentrada observada. No EDS verifica-se que a intensidade de elementos do
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substrato como ferro, cromo e niquel é superior na amostra A-O em relacdo a amostra
anodizada (A-5).

A presenca de um intercomposto na camada anodizada com presenca de sddio
e cromo também pode atuar como catalisador da formagao de hidroxiapatita. Uma
conexao entre material metalico (substrato ago AISI 316L) e um material ceramico
(hidroxiapatita presente no tecido Osseo) pode ser a chave para uma
biocompatibilidade de sucesso (LIN et al., 2002).

O fator de topografia da superficie, discutido no item 4.6 deste estudo também
pode ser relacionado ao melhor resultado obtido na formac&o de hidroxiapatita na
amostra anodizada. Em estudo de eletrodeposicdo de HA sobre camada de
nanotubos anodizados de titdnio para implantes odontoldgicos, foi observado que
ocorreu uma interligagdo mecanica maior entre a camada de HA na superficie com
nanotubos mais profundos (PARCHAROEN et al., 2014).

Os trés fatores relacionados: superficie ativada com hidroxilas livres,
intercomposto de Oxido de cromo sodio e topografia podem estar operando
simultaneamente para a explicar o resultado promissor observado na formagao de HA
sobre a superficie da amostra A-5.

4.9 INCORPORAGAO DE NANOCARGAS DE PRATA NA SUPERFICIE

A Figura 60 apresenta o mapeamento por EDS da amostra A-5 apds
incorporagdo da prata. A amostra A-5 foi selecionada devido aos resultados
promissores apresentados nas caracterizagdes da superficie para uso como
biomaterial, destacando a molhabilidade e a resisténcia a corrosdo. Na Figura 60 se
observa que ocorreu uma dispersao muito favoravel das espécies de prata, de aspecto
homogéneo e regular sem areas carentes de prata visiveis. De forma analoga ao efeito
observado na formacao de hidroxiapatita sobre a superficie, a presenca de radicais
hidroxila livres (MARCUS; MAURICE, 2000) é provavel responsavel pela ligacdo dos
ions de prata a superficie. A grande dificuldade para dopagem de superficies com
prata esta relacionada ao tamanho de particulas para um efeito bactericida
satisfatorio. Quanto menor a particulas de prata, maior o efeito bactericida (KIM et al.,
2007; SIVARAJ; VIJAYALAKSHMI, 2019).
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Figura 60: Micrografia ao MEV e mapeamento por EDS da amostra A-5 apés
incorporacao da prata na superficie.

25 pm 18359 m 65535 25um _ 53

Fonte: Elaborado pelo autor.

As particulas de prata tendem a criar aglomerados que nao possuem um efeito
agudo na capacidade de penetragdo de radicais de prata nas membranas das
bactérias, afetando diretamente seu DNA. Este € um dos mecanismos propostos da
acgao bactericida da prata, que ainda nao é totalmente conhecido (FERREIRA et al.,
2019; KIM et al., 2007). De fato, observa-se na Figura 60 alguns aglomerados que
proporcionam baixa ativagao de radicais de prata livre.

Para aplicagbes em biomateriais, deseja-se uma quantidade ideal de particulas
de prata com acgado bactericida, mas que ao mesmo tempo ndo comprometa a
viabilidade celular dos osteoblastos e todos os processos envolvidos na recuperagao
do tecido 6sseo afetado (HUANG et al., 2019; PFEIFFER et al., 2003; SHEIKH et al.,
2015).

4.10 AVALIAGAO DE CITOTOXICIDADE

A Figura 61 apresenta a avaliagc&o de citotoxicidade através dos ensaios in vitro
de captagdo do Vermelho Neutro (VN) pelos lisossomos e a avaliagdo da atividade
mitocondrial pelo ensaio de redug¢ao do corante MTT.

O significado dos efeitos citotoxicos para situagdes in vivo esta relacionado
principalmente a quatro areas: 1) irritagdo e inflamacgao; 2) proliferagao celular e

hiperplasia; 3) estresse oxidativo; e 4) diminui¢ao da fungdo de um 6rgao. Todas essas
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injurias citotoxicas podem levar a uma condig¢ao patolégica se mantidas cronicamente
(ANDREOLI; GIGANTE; NUNZIATA, 2003).

Figura 61: Citotoxicidade avaliada para as amostras ago original (A-O), ago
anodizado (A-5) e ago anodizado com incorporagao de prata (A-5 + Ag).
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Tanto o ensaio de redugao do MTT quanto o da recaptagao do VN avaliam o

funcionamento de organelas celulares que € interpretado, na maioria dos estudos,

como viabilidade celular. Na Figura 61 observa-se que no ensaio VN ocorre nitida

acao danosa da amostra com prata sobre a viabilidade celular a medida que a

concentragdo do meio aumenta. A amostra de ago original (A-O) e anodizado (A-5)

apresentam resultados préximos com a mesma tendéncia. Nas trés amostras ocorre

degradagao da fungdo celular com aumento da concentracédo do meio de estudo,
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possivelmente ocorre relagao proporcional com a quantidade de ions metalicos
presentes no meio. Todavia, na amostra com prata (A-5 + Ag) este dano é mais
acentuado e ja presente em baixa concentragdo, enquanto as outras apresentam
degradagao celular a partir de 75% de concentracdo do meio. O lisossomo € a
organela terminal da via endocitica, por isso o ensaio de recaptagdo do VN reflete o
estado final da célula apds exposicdo a um agente estressante (FIGUEIRO, 2016;
SVENDSEN et al., 2004).

No ensaio de avaliacédo da atividade mitocondrial (MTT) observa-se na Figura
61 que a amostra contendo prata acompanha a mesma tendéncia de diminui¢cao da
viabilidade celular com aumento da concentragdo. ndo ha variagao significativa entre
as trés amostras. Deve-se observar que o cristal formado pelo reagente utilizado para
este ensaio possui algumas caracteristicas relevantes. Em células mortas, a
mitocdndria pode manter intacta a atividade da enzima succinato desidrogenase,
responsavel pela formacao do cristal, que pode ser erroneamente interpretada como
sobrevivéncia. Citoplasma, compartimento endolisossomal e a membrana plasmatica
podem estar associados a redugao do MTT. Estudos indicam que alguns compostos
podem aumentar ou diminuir a atividade da succinato desidrogenase sem afetar a
sobrevivéncia ou proliferagédo celular ou ainda interagir por si com o sal do MTT. Esse
ultimo pode ser particularmente importante se o complexo a ser estudado possuir
substéancias com potencial redutivo intrinseco. Além disso pode ocorrer aumento no
numero de organelas sem que ocorra proliferagao celular. Por causa dos resultados
multifacetados, ndo é recomendado usar apenas o ensaio do MTT para monitorar a
viabilidade celular, e é importante interpretar seu resultado como uma informacao
sobre o status mitocondrial (ANDREOLI; GIGANTE; NUNZIATA, 2003; FIGUEIRO,
2016; FIGUEIRO et al., 2016).

Na Figura 61 os resultados ilustrados para atividade mitocondrial possivelmente
houve a ocorréncia de um fendbmeno muito comum quando se trata de citotoxidade de
metais. Como o ensaio MTT é relativamente rapido, pode estar apresentando um
cenario inicial de dano da atividade mitocondrial, onde a agcdo dos metais de carater
redutor estdo causando um efeito de geragdo de radicais de oxigénio , que
momentaneamente favorecem a atividade metabdlica da mitocodndria, porém com o
passar do tempo e da degradagao de outras organelas, a mitocéndria também segue
para o estado de deplecdo vital (JAFARI; SIMCHI; KHAKPASH, 2010;
KRAWCZYNSKA et al., 2015; SONG et al., 2010).
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Observando os resultados das duas analises em conjunto, verifica-se que a
adicdo da prata foi responsavel pela diminuicdo da viabilidade celular, pois fica
evidente sua agao pela resposta da atividade lisossémica. Em estudo com camada de
hidroxiapatita funcionalizada com nanotubos de carbono e diversas concentragdes de
prata sobre aco AlISI 316L, observou-se que ocorreu uma diminuicdo da viabilidade
celular de osteoblastos humanos a medida que se aumentou a concentragao de prata
na camada. Os autores destacam a agao citotoxica da prata, porém ainda em niveis
aceitaveis, indicando 75% de viabilidade celular em ensaio de MTT (SIVARAJ;
VIJAYALAKSHMI, 2019).

Foi reportado por Krawcsynska et. al. (2015) efeito toxicoloégico em células do
sistema neurolégico em estudo com ratos que tiveram administragdo intravenosa de
nanoparticulas de prata. O estudo propde que o acumulo de nanoparticulas de prata
da origem a geracgao de espécies de oxigénio reativo, que sao responsaveis por danos
oxidativos e degradacdo da membrana celular.

A adicao de prata em biomateriais deve seguir a premissa de n&o gerar danos
as células e simultaneamente combater os agentes patégenos como as bactérias,
fungos e virus. Esta relac&o é ténue e sensivel (HUANG et al., 2018).

Destaca-se também que a amostra A-5 mais uma vez nao teve perda de
desempenho em relagdao ao ago original usado como biomaterial, ndo se destacou
aumento de citotoxicidade e foram obtidos valores ligeiramente mais favoraveis nas

concentracdes de 75% de meio em ambos ensaios.

4.11 AVALIAGCAO DE AGCAO BACTERICIDA E ANTIFUNGICA

A Figura 62 apresenta os resultados da acao bactericida das amostras de ago
original (A-O), ago anodizado (A-5) e ago anodizado com incorporagao de prata (A-5
+ Ag) diante de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa e agao antifungica sobre C. albicans.
Estes patdgenos foram selecionados por sua presenga recorrente em ambientes de
blocos cirdrgicos (NAKAMURA et al., 2019). Desta forma a convivéncia com 0s
dispositivos de ago utilizados em cirurgias ortopédicas que sao o ponto focal deste
estudo.

Os resultados sao apresentados em fungao de percentual do controle. Nao se
observa alteracdo na amostra com prata em relagdo as amostras de ago original e ago

anodizado como era esperado. Para as espécies bacterianas ndo se encontra um
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resultado de acéo bactericida em nenhuma das amostras, indicando que para estas

espécies o substrato se apresentou muito favoravel para crescimento bacteriano.

Figura 62: Avaliagao do crescimento de biofilme para as amostras ago original
(A-O), aco anodizado (A-5) e ago anodizado com incorporagao de prata (A-5 +
Ag) em percentual do controle negativo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apenas para a C. albicans foi observada uma inibicdo de crescimento de
biofiime em relagdo ao controle negativo. Todavia a anodizagao e incorporagéao de
prata sugere ter favorecido o crescimento de biofilme para esta espécie, pois fica
evidente que a propria superficie de ago original ja proporciona uma dificuldade para
o desenvolvimento do biofilme de C. albicans. Pesquisas revelam que tanto AgNPs
quanto ions de prata tem capacidade de causar perda intracelular de potassio na
especie C. albicans, levando a uma dissipacdo do potencial da membrana
citoplasmatica e sua desestabilizaggo (ARTUNDUAGA BONILLA et al., 2015;
VAZQUEZ-MUNOZ; AVALOS-BORJA; CASTRO-LONGORIA, 2014).

Alguns fatores podem ter contribuido para estes resultados: topografia
favoravel das superficies, presenga de nitrogénio e oxigénio na superficie,
proporcionando nutrientes ao biofilme e concentracio subinibitéria de prata.

Estudos vem demonstrando que doses sub letais de AgNPs ou AgNOs estéo
inferindo em uma maior viabilidade celular de certas bactérias como E. coli. Os autores
sugerem que o efeito hormético pode ter sido desencadeado pela presenga em baixa

dose destes conhecidos antimicrobianos. Desta forma, a presencga de baixas doses
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de agentes toxicos para as células bacterianas podem ativar mecanismos de reparo
celular contra os efeitos nocivos. Observou-se como resposta destes estudos a maior
formacéo de biofilme pelas bactérias, indicando um mecanismo de resisténcia. Os
biofilmes podem proteger as bactérias de algumas condigbes ambientais adversas,
como antibidticos e o sistema imune humano. O biofime também aumenta a
resisténcia a agao de sanitizantes fisico-quimicos (HOFFMAN et al., 2005; XIU et al.,
2012).

Em estudo de Jang et. al. (2018) verificou-se o efeito de nanotextura sobre o
aco AlSI 316L na adesao microbiana. Os autores constataram uma diminuicdo da
adesao na superficie com nanoporos ja reportada em estudos anteriores que
estimaram a interacdo das forgcas superficie-bactéria usando o calculo estendido
DVLO que demonstrou que a reducio de adesao bacteriana da superficie nanoporosa
se origina da repulsao sinérgica devido a eletrostatica, forgas repulsivas de carater
acido-base e energia livre efetiva da superficie. Com base nos calculos, os autores
reportam que o diametro de poro eficaz para inibir a adesio bacteriana é de 15 a 25
nm. A rugosidade média (Ra) também €& um paréametro importante que afeta o
comportamento da adesao bacteriana. Superficies com rugosidade média entre 1,68
e 5,18 nm apresentam resultados favoraveis de diminuicdo da adesao bacteriana.
Destaca-se também que nanoprotrusdes da superficie exibem um carater bactericida
atribuido a tens&do mecanica exercida sobre a membrana da bactéria aderida,
resultando em alongamento, ruptura e morte da membrana (ANDERSON;
LAMICHHANE; MANI, 2016; JANG et al., 2018). Foi observado nos resultados uma
melhora discreta da resposta bactericida nas amostras anodizadas (A-5) em relagao
ao aco original (A-O) nas espécies E. coli e P. aeruginosa conforme ilustra a Figura
63 onde sao apresentados os resultados de crescimento de biofilme em relacdo ao
resultado do ago original (A-O). Esta acdo pode ser relacionada a nanotopografia
obtida no processo de anodizagdo conforme discutido na Figura 51. A tabela 8 que
apresenta os valores de rugosidade média aponta para valores préximos de 5,0 nm
de acordo com os resultados encontrados por Jang et. al. Todavia a agao inibitéria

ainda foi muito insatisfatoria.
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Figura 63: Avaliagao do crescimento de biofilme para as amostras a¢o
anodizado (A-5) e ago anodizado com incorporacgao de prata (A-5 + Ag) em
percentual relativo ao ago original (A-O).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro ponto que se relaciona a baixa concentracdo de prata esta na
insuficiéncia de geragéo de oxigénio reativo que seria um dos mecanismos propostos
para degradagao do nucleo da célula bacteriana (KIM et al., 2007). A Figura 60 indica
grande presenca de prata na superficie do forma homogénea porém esta pode estar
ligada aos hidréxidos da superficie anodizada e nao sob forma de particula elementar
de Ag® ou ions livres Ag* que sdo muito mais reativos e responsaveis pela geragao de
danos celulares (KRAWCZYNSKA et al., 2015; SIVARAJ; VIJAYALAKSHMI, 2019).
Da mesma forma, a ligagao de prata na superficie com energia livre devido a presencga
de radicais hidroxila também pode ser a responsavel pela presencga consideravel de
nitrogénio na superficie, observado pelo EDS da amostra A-5+Ag. Uma vez que uma
grande quantidade de cations é atraida para a superficie, &nions nitrato provenientes
do nitrato de prata utilizado na incorporagao de prata se ligaram aos radicais livres.
Uma superficie porosa e com presencga de nitrogénio e oxigénio cria um ambiente
favoravel para o crescimento de biofime (KORA; ARUNACHALAM, 2011;
MAHAPATRO, 2015).

A superficie ativa apresenta fatores positivos como a melhora da
biofuncionalidade, evidenciada nos ensaios de molhabilidade, formagdo de
hidroxiapatita e de citotoxicidade. Porém também favorece o crescimento de espécies
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indesejadas em um procedimento cirdrgico, por exemplo. O desafio do
desenvolvimento de materiais se tange na performance idealizada entre excelente

biofuncionalidade e uma agéao eficaz contra patdgenos indesejados.



5 CONCLUSAO

Concluiu-se, com base nos resultados discutidos, que € possivel obter uma
camada nanorugosa em ago AISI 316L pelo processo de anodizagao em eletrélito de
10M NaOH. Esta camada adquire caracteristicas distintas com a variagdo do tempo
de anodizagdo, como coloragao, rugosidade e resisténcia a corrosao.

A camada anodizada em acgo inoxidavel AISI 316L contém elementos Fe, Cr,
Mo, Ni, Na, Si indicando que é formada por 6xidos variados como cromato de sodio,
magnetita, hematita, cromita, 6xidos de molibdénio, silicio e niquel.

O tempo de anodizagdo torna a camada oxidada mais rugosa, o que foi
associado a maior hidrofilicidade e maior densidade de corrente de corrosdo e menor
potencial de pit em meio SBF. Verificou-se que a camada obtida com tempo de
anodizacao de 5 minutos apresentou eficiéncia de protecio anticorrosiva quando em
contato com os fluidos corpoéreos, denotando uma boa resisténcia a corrosao, o que
consequentemente reduz a lixiviagdo de ions dissolvidos pelo corpo humano. A
camada anodizada teve bom desempenho eletroquimico, indicando uma maior
resisténcia de polarizagao e altos médulos de impedancia, ndo ocorrendo perda de
propriedades anticorrosivas em relagao ao ago original.

A formacgao da camada anodizada ocorre por um processo de formagao das
nanoplacas, em trés estagios conforme processo proposto. No momento inicial,
estagio |, do processo ocorre a dissolugdo dos ions para o eletrdlito simultdneo ao
processo de adsorgao de ions hidroxila na superficie do metal, que ja possui uma fina
camada passiva de 6xido de cromo. No estagio Il inicia-se a formacéo de ilhas de
oxidos, por precipitacdo e crescimento destes oxidos por processos de dissolugéo-
precipitacao e eletroestricgdo, no estagio lll.

Os resultados de DRX e EDS nao foram conclusivos o bastante para comprovar
a composicao dos oxidos formadores das nanoplacas, indicam que supostamente as
nanoplacas sédo formadas por 6xidos de baixa cristalinidade com presencga de cromo,
ferro, niquel e sodio.

Os resultados de formagao de hidroxiapatita na amostra A-5 mostraram que a
superficie anodizada obtida possui grande afinidade com elementos calcio e fésforo,
proporcionando uma nucleagdo volumosa de hidroxiapatita com formacao

homogénea e densa.
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A metodologia utilizada para incorporagdo de prata na superficie nao
apresentou os resultados esperados, necessitando de mais estudos para aperfeigoar
esta técnica e obter uma acéo eficaz no que diz respeito as propriedades biocidas da
superficie anodizada. Nos ensaios de agao bactericida ocorreu apenas uma leve agao
na amostra A-5 em relagdo ao acgo original em algumas espécies. As amostras com
prata apresentaram aumento do crescimento de biofilme indicando que a superficie
apresentava condigbes favoraveis como presenga de nitrogénio e oxigénio e uma
topografia salutar para o desenvolvimento das espécies.

O desempenho mais satisfatério atingido nas caracterizagdes foi apresentado
pela amostra A-5 em relacdo as propriedades de resisténcia a corrosdo e
molhabilidade, rugosidade, apresentando bons resultados para formacgédo de
hidroxiapatita, que € uma biofuncionalidade importante. Desta forma, esta camada
obtida se mostra como uma alternativa promissora para futuras aplicagcdes em areas
biomédicas, principalmente em implantes ortopédicos quando comparada ao ago
original AISI 316L utilizado atualmente para estas funcionalidades.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Avaliar a possibilidade de inserir a prata na superficie durante o processo de
anodizacao;

b) Avaliar outros métodos de incorporagédo com nanoparticulas de prata na superficie
que apresentem uma resposta mais satisfatéria quanto a acéo bactericida;

c) Avaliar a funcionalidade da superficie para outras aplicagbes como metais
hospitalares e dispositivos de instrumentagao cirurgica que carecem de propriedades

bactericidas e antifungicas.
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