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RESUMO

As ligas a base de cobalto cromo (Co-Cr) sdo conhecidas e amplamente utilizadas em aplicagdes
médicas devido a sua bioinércia, resisténcia a corrosao e excelentes propriedades mecanicas.
No entanto, a demanda por materiais com propriedades superiores tem impulsionado a
investigacdo de novas composi¢gdes, como a adigdo de tantalo (Ta), conhecido por sua
bioatividade e proliferacao celular. Pensando nisto, este trabalho desenvolveu e caracterizou
uma nova série de ligas Co72-x)Cres)Tax) (x =0, 3, 6 ¢ 9 % m/m) para aplicagdes biomédicas.
As ligas foram sintetizadas por fusdo em forno a arco voltaico e analisadas por técnicas de
Difracao de Raios X (DRX), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de
Raios X por Dispersdo em Energia (EDS), Microdureza Vickers, Microscopia de Forca
Atomica (AFM), Polarizacdo Potenciodinamica (PDP) e Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS). As amostras foram submetidas a modifica¢do de superficie via
anodizagdo, além de medidas de molhabilidade, imersao em fluido corporal simulado,
viabilidade celular e teste in vivo. Os resultados revelaram que a adi¢cdo de Ta promoveu:
formagdo dos alétropos do Co (¢Co e aCo) e de uma fase extra TaCo; (a partir de 3 % m/m);
microestrutura do tipo dendritica; aumento da Microdureza em ~ 77% na amostra com 9 % m/m
(466 HVO0,5); aumento na diferen¢a de potencial local entre a matriz Co-Cr (¢Co e aCo) e a fase
extra (TaCoz) em ~ 1500% na amostra com 9 % m/m (687 mV); e, aumento da hidrofilicidade
em ~ 7% na amostra com 9 % m/m (71 °). A combinagdo das técnicas de AFM, PDP e EIS
revelou a matriz com natureza anddica e a fase extra com natureza catédica (maior nobreza). A
anodizagdo gerou nanoestruturas (~40-50 nm), poros (~ 0,8 um) e viabilidade celular (> 100%).
A liga com 6 % m/m se destacou para aplicagdes em contato com tecido 6sseo, apresentando a
maior nucleacdo espontanea de fosfato de calcio (~1,3 pum), enquanto acom 9 % m/m
anodizada exibiu hidrofobicidade (0 ~ 94°), ideal para superficies antiaderentes. A nivel
macroscopico, a liga com 9 % m/m exibiu um perfil de resisténcia a corrosdo semelhante as
amostras comumente utilizadas na 4rea biomédica (taxa de corrosio ~ 10 mm/ano), além de
apresentar biocompatibilidade in vivo sem efeitos adversos. Concluiu-se que o Ta modula as
propriedades das ligas Co-Cr, sendo as composi¢des 6 € 9 % m/m as mais promissoras para
aplicacdes especificas, combinando bioatividade, resisténcia mecanica e biocompatibilidade.

Palavras-chave: Co-Cr-Ta, Biomateriais, Nanoestruturagdao, Corrosao, Biocompatibilidade.
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ABSTRACT

Cobalt-chromium (Co-Cr) alloys are widely recognized in the medical field for their
bioinertness, corrosion resistance, and excellent mechanical properties. However, the
continuous demand for materials with superior properties has driven investigations into novel
compositions. One promising way involves the addition of tantalum (Ta), a material known for
its bioactivity and ability to promote cell proliferation. This work developed and characterized
a new series of Co72x)Creg)Taw) (x =0, 3, 6, and 9 % w/w) for biomedical applications. The
alloys were synthesized by arc-melting and analyzed by X-ray Diffraction (XRD), Scanning
Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS), Vickers
Microhardness, Atomic Force Microscopy (AFM), Potentiodynamic Polarization (PDP) and
Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS). Furthermore, the samples underwent surface
modification via anodization, followed by wettability measurements, immersion in simulated
body fluid, and in vivo testing to assess their biological response. The results revealed that the
addition of Ta promoted: formation of Co allotropes (¢Co and aCo) and an extra TaCo, phase
(from 3 % w/w); dendritic microstructure; increase in microhardness by ~ 77% in the sample
with 9 % w/w (466 HV0.5); increase in the local potential difference between the Co-Cr matrix
(¢Co and aCo) and the extra phase (TaCo2) by ~ 1500% in the sample with 9 % w/w (687 mV);
and, increase in hydrophilicity by ~ 7% in the sample with 9 % w/w (71 °). The combination of
AFM, PDP and EIS techniques revealed the matrix with an anodic nature and the extra phase
with a cathodic nature (higher nobility). Anodization generated nanostructures (~40-50 nm),
pores (~0.8 um), and cellular viability (> 100%). The 6 % w/w alloy excelled in spontaneous
calcium phosphate nucleation (~ 1.3 pm), indicating high bone-contact potential, while the
anodized 9 % w/w exhibited hydrophobicity (0 ~ 94 ©), ideal for non-adherent applications. At
the macroscopic level, the 9% w/w alloy exhibited a corrosion resistance profile similar to
samples commonly used in the biomedical field (corrosion rate ~10* mm/year), in addition to
presenting in vivo biocompatibility without adverse effects. Our findings indicate that Ta
modulates the properties of Co-Cr alloys, with the 6 and 9% w/w compositions being the most
promising for specific applications, combining bioactivity, mechanical strength, and
biocompatibility.

Keywords: Co-Cr-Ta, Biomaterials, Nanostructuring, Corrosion, Biocompatibility.
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1. INTRODUCAO

A Ciéncia dos Materiais desempenha um papel essencial no avango da sociedade, ao
possibilitar a producdo, manipulagdo e otimizagdo de materiais que atendam as demandas
tecnologicas, industriais e cotidianas. Uma contribui¢do fundamental ¢ a investigagcdo da
relacdo entre a microestrutura e as propriedades macroscopicas dos materiais. Em particular, as
ligas metalicas', objeto de estudo deste trabalho, sio uma classe de materiais aplicada em 4areas
como construgao [2], transporte [3], seguranca [4] e saude [5—7]. No campo da saude, os metais
e suas ligas tém exercido um papel predominante como biomateriais® estruturais devido as suas
propriedades mecanicas superiores, como, por exemplo, a durabilidade e a resisténcia a fadiga
[9], que os tornam ideais para diversas aplicagdes, como as ortopédicas [10], as dentarias [11]
e as cardiovasculares [12], dominando o mercado global de biomateriais [13].

Os materiais metalicos que apresentam biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo, em
ambientes fisiologicos, devem garantir o seu uso seguro como biomateriais por no minimo 30
anos [14]. Um dos principais desafios no desenvolvimento de biomateriais metalicos ¢ obter
materiais com multiplas funcionalidades [15]. Para isto, diversas abordagens tém sido
propostas, tais como tratamentos e revestimentos de superficie [16-20], variacdo na
composi¢do quimica conferindo as ligas propriedades superiores aos metais de partida [21,22],
design direcionado, controle das propriedades para alcangar respostas biologicas especificas
[18], além da tentativa de compreensdo de biointerfaces [23].

A principal aplicagdo dos metais e suas ligas na area biomédica estd na ortopedia, um
setor que enfrenta uma demanda mundial crescente [24,25], devido ao envelhecimento
populacional, ao avango tecnoldgico e ao acesso a saude. Esse fenomeno ¢ particularmente
evidente no campo das artroplastias’, onde proje¢des indicam que as demandas por artroplastias
totais do quadril e do joelho primarias, nos Estados Unidos, devem aumentar até 2030 em 174%
e 673%, respectivamente, enquanto que as demandas por cirurgias de revisao do quadril e do
joelho até 2030 devem crescer em 137% e em 601% [27]. Estudos realizados anteriormente em
paises como Estados Unidos, Suica, Alemanha, Coreia do Sul, Espanha e México, j4 haviam
demonstrado essa tendéncia de aumento [28,29]. No Brasil, embora os dados oficiais sejam
escassos, a realidade clinica acompanha esta tendéncia de crescimento [30]. Outros segmentos

da ortopedia também registram crescimento, como em cirurgia de coluna, fixacao de fraturas e

! Materiais compostos de dois ou mais elementos em que o metal é o principal componente [1]
2 Dispositivos, de origem sintética ou natural, que entram em contato com sistemas biologicos [8]
3 Cirurgia que substitui uma articulagdo doente por uma nova articulagdo [26]



uso de enxertos 0sseos [31-33]. Diante deste cenario, ¢ fundamental o desenvolvimento de
novas ligas com propriedades superiores.

Dentre os metais e ligas aplicados como implantes e préteses, os mais comuns sao: 0
aco inoxidavel, titanio (Ti) e ligas a base cobalto-cromo (Co-Cr) [9]. As ligas de Co-Cr sdo
conhecidas por sua bioinércia, ou seja, a capacidade de permanecerem estaveis no corpo
humano sem causar reacdes adversas significativas [9,34]. No entanto, a demanda por materiais
com propriedades superiores tem impulsionado a investigacdo de novas composigdes destas
ligas. A adi¢do de um elemento liga como o tantalo (Ta), conhecido por apresentar bioatividade
[35,36] e proliferagdo celular [37,38], pode resultar em alteragcdes importantes no material.
Além disso, a modificagdo da superficie de uma liga de Co-Cr dopada com Ta pode resultar em
mudangas morfologicas, fisicas e quimicas mais adequadas para crescimento de fosfato de
calcio e viabilidade celular. Nessa direcao, o desenvolvimento deste trabalho visou contribuir
com a inovagao dentro da Ciéncia dos Materiais desde a concepgdo de uma nova série de ligas
metalicas Coz2-xCres)Tax) (x =0, 3, 6 € 9 % m/m?), a investigacdo de propriedades estrutural,
mecanica, elétrica, até testes in vitro € in vivo.

Este trabalho esta organizado em seis capitulos, que incluem desde os fundamentos
teoricos até os resultados experimentais e suas implicagdes, conforme descritos a seguir: a
Introdugdo (Se¢do 1) apresenta o contexto geral do trabalho, destacando a relevancia dos metais
e suas ligas no campo dos biomateriais, bem como os desafios; os Objetivos da pesquisa (Se¢ao
2); a Revisdo Bibliografica (Se¢do 3) apresenta um levantamento abrangente dos conceitos
teodricos e o estado da arte referente aos biomateriais metalicos, as caracteristicas de superficie
essenciais na otimizacao da interagcdo entre o material e o sistema bioldgico, a corrosdao em
materiais metalicos e a Microscopia de For¢a com Sonda Kelvin como uma ferramenta
poderosa no estudo de materiais metalicos; a Metodologia (Se¢do 4) descreve os detalhes dos
procedimentos experimentais abordados na pesquisa; os Resultados e Discussdao (Secdo 5)
descrevem e discute os resultados obtidos ao longo da pesquisa, abordando as propriedades de
bulk e de superficie das ligas, sem e com modificacao de superficie; por fim, a Conclusdo e
Perspectivas (Se¢do 6) pontua as consideragdes finais a partir dos resultados obtidos e as

possibilidades de pesquisas futuras.

* Concentragdo massa/massa ou porcentagem em massa



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo produzir e avaliar novas ligas biocompativeis a base de

Co-Cr-Ta para aplicagdo como implantes na drea médica. De forma especifica, objetivou-se:

e Sintetizar as ligas Co72-x)Creg)Tax) (x =0, 3, 6 € 9 % m/m) utilizando a técnica de fusdo em
forno a arco voltaico;

e C(Caracterizar as ligas, de forma avangada, por meio das técnicas de difragdo de raios X,
espectroscopia Raman, molhabilidade, microdureza Vickers, polarizagdo potenciodinamica,
espectroscopia de impedancia eletroquimica, microscopia eletronica de varredura,
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia e microscopia de forca atomica;

e Modificar a superficie das amostras através de ensaio eletroquimico por anodizagao;

e Realizar testes de biocompatibilidade in vitro por meio de experimentos de imersao em
fluido corporal simulado e citocompatibilidade;

e Realizar teste in vivo para a amostra com melhor biocompatibilidade;

e Correlacionar as modificacdes na composicdo e na superficie das amostras com as suas

propriedades estrutural, mecanica, elétrica e biocompativel.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais metalicos

A expansdao da industria metalirgica e uso de materiais metalicos como implantes
médicos ocorreu em um periodo de desenvolvimento tecnologico. O desenvolvimento destes
implantes metalicos se deu pela necessidade de reparo dsseo, pelo uso em dispositivos
ortopédicos incluindo temporarios e implantes permanentes, além do emprego em odontologia
e ortodontia (Figura 1). Na projecdao de um biomaterial metélico, seguro e com longo tempo de
vida, devem ser levados em considera¢do caracteristicas essenciais, mas nao restringidas a:
excelente biocompatibilidade; alta resisténcia a corrosdo; propriedades mecanicas adequadas;

alta resisténcia ao desgaste; e, osseointegracdo (no caso de proteses Osseas) [39].
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Figura 1. Aplicacdes de biomateriais metalicos no corpo humano: odontologico, cardiovascular e ortopédico.

Fonte: elaborado pelo autor com base em imagens de dominio publico.

A fim de ter um consenso sobre os conceitos utilizados na area de biomateriais, foram
realizadas conferéncias em 1985 em Chester, Reino Unido ¢ em 2018 em Chengdu, China,

ambas confirmando a defini¢cdo de biocompatibilidade como "a capacidade de um material de
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desempenhar suas fungdes desejadas com relacdo a um terapia médica, de induzir uma resposta
apropriada do hospedeiro em uma aplicagdo especifica e de interagir com sistemas vivos sem
ter qualquer risco de lesdo, toxicidade ou rejeigao pelo sistema imunologico e efeitos locais ou
sist€émicos indesejaveis ou inapropriados” [40]. Trata-se portanto de um termo amplo que
envolve varios contextos para cada tipo de material, como a influéncia de topografia e
composi¢do quimica na osseointegragdo de implantes dentérios [41], a estabilizacdo de ions
metalicos ao serem liberados em fluidos corporais [42], a capacidade do material causar danos
ou destruigdo as células [43] e respostas inflamatodrias [44], dentre outros.

A principal limitacdo dos materiais metalicos esta na liberagao de ions metalicos toxicos
devido ao processo de corrosdo e a resisténcia a isto determinara o sucesso a longo prazo do
biomaterial. Conforme o local em que o implante ¢ inserido experimenta diferentes condigdes
de corrosao devido a presenca de ions cloreto, de proteinas, flutua¢des de for¢a idnica, variagdes
de pH [39,45] e outros, tornando o corpo humano um ambiente agressivo para o implante com
uma variedade de reagdes indesejadas, como hipersensibilidade, falha estrutural e a liberagao
de ions toxicos. Idealmente, o biomaterial metalico deve apresentar resisténcia a corrosdo em
condigdes adversas e permanecer atuando com liberacao de ions metalicos em nivel satisfatorio
por um longo periodo (mais de 30 anos) em condi¢des fisioldgicas normais (estado em que o
corpo humano funciona de maneira equilibrada e saudavel) [39].

Enquanto isto, as propriedades mecanicas destacam os metais dos demais materiais,
fazendo-os serem escolhidos para aplicacdes que os demais ndo podem atuar, como
componentes de suporte de carga. Fatores que influenciam as propriedades mecanicas das ligas
metalicas envolvem a composi¢ao quimica e impurezas de liga [46] e variacOes nas condigdes
de processamento [47]. Diversas propriedades mecanicas podem ser avaliadas como densidade,
ductilidade, tenacidade a fratura, dureza, resisténcia a fadiga e modulo de Young,
proporcionando aplicacdes especificas dependendo da resposta obtida [8,45]. Por exemplo, em
substituicdo de quadril ¢ importante conhecer a resposta do implante a cargas ciclicas
proporcionais ao peso do paciente [48] e o desempenho de fadiga de entalhe controlado por
tensao [15].

No caso da aplicacdo dos metais como implantes Osseos ¢ vantajoso que haja a
osseointegracdo. Este processo ¢ definido como a conexao estrutural e funcional direta entre o
0sso vivo e a superficie do implante de suporte de carga [49]. Fatores que melhoram a
osseointegra¢do incluem a composicdo quimica [50], topografia [51], tratamentos [20] e

revestimentos de superficie [52], potencial de cicatrizacdo dssea [53], dentre outros. A exemplo,



o elemento metélico Ta ¢ utilizado em aplicagdes que requerem o contato com o osso devido a
possibilidade de formagao 6ssea sobre a sua superficie quando ¢ submetido a tratamento de
superficie [54] e quando apresenta porosidade [55].

Os requisitos de biocompatibilidade e corrosdao levam a utilizacdo de um reduzido
numero de metais como implantes cirargicos. Os materiais metalicos rotineiramente aplicados
como biomateriais metalicos incluem os agos inoxidaveis [56], Ti [57] e ligas a base de Co-Cr
[58]. Estes, quando aplicados como suporte de carga, fornecem satisfatoriamente resisténcia a
corrosdo, forca e resisténcia a fratura a longo prazo (substituicdo de juntas) ou a curto prazo
(fixacdo de fratura) [59]. Outros metais t€ém sido pesquisados recentemente, como ligas de
magnésio (Mg) [60], de niquel-titanio (Ni-Ti) [61], de zirconio-nidbio (Zr-Nb) [62] e de Ta [63].

Dentre as aplicagdes mais comuns dos biomateriais metalicos estdo as que necessitam
de capacidade de carga, mas recentemente novas perspectivas tém sido desenvolvidas. No caso
de aplicacao ortopédica, faz-se necessario longevidade, regeneragdo de tecidos, reconstrugao
eficaz de defeitos d6sscos e risco minimizado de infec¢des [64]. Além destas tendéncias em
pesquisas, outras tém se desenvolvido: técnicas avangadas de manufatura aditiva’® a fim de obter
biomateriais com propriedades e desempenho favoraveis; superficies biofuncionalizadas com
o intuito de melhorar a regeneracdo 0ssea e minimizar infecgdes; substitutos 6sseos metalicos
biodegradaveis; e desenvolvimento de biomateriais metalicos em combinacdo a materiais

ceramicos ou poliméricos.

3.1.1 Ligas metalicas a base de cobalto-cromo

O cobalto metalico foi inicialmente usado no inicio dos anos 1900 para aplicagdes
industriais, mas para aplicagdo como implante nao era eficiente devido as baixas ductilidade e
resisténcia a corrosdo. Devido a isso, em 1907 e 1903, Elwood Haynes inventou as ligas a base
de Co-Cr com resisténcia a corrosao aprimorada, permitindo em 1930 o seu uso como implantes
e dispositivos médicos quando uma liga de Co-Cr-Mo (Vitallium) foi utilizada em fungdes
dentarias. Em 1950 e 1960 foi alcangado um avango significativo para esta classe de ligas com
a utilizacdo da liga Co-Cr-Mo fundida em substitui¢des totais de quadril artificiais. As normas
da Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM, do inglés American Society for Testing

and Materials) para estas ligas foram desenvolvidas a partir das décadas de 1960 a 1990 para

5> Aborda tecnologias que permitem a criagdo de objetos a partir de um modelo virtual [65]



aplicacdes em dispositivos médicos e a partir de 2000 para fabricagdo de stents®. Ainda na
década de 1980 iniciaram-se os estudos com manufatura aditiva, havendo crescimento
consideravel na década de 2000 com a fabricagdo de dispositivos para diversas aplicagdes [67].
As ligas a base de Co-Cr mais utilizadas para implantes e dispositivos médicos atendem aos
seguintes padroes ASTM: CoCrg)Moe) (ASTM F75) [68], CoCre0Ws)Niao) (ASTM F90)
[69], CoCr@28) Mo com alto teor de carbono (C), nitrogénio (N) e sem niquel (Ni) (ASTM
F1537) [70] € CoNigs)CreoMoqo) (ASTM F562) [71] (Tabela 1).

Suas propriedades sdao fortemente influenciadas por mudancas na composi¢do € no
método de sintese. A exemplo, a liga ASTM F75, fundida, apresenta alta resisténcia a corrosao
e sua microestrutura ¢ composta pelas estruturas hexagonal (€Co) e cubica (aCo). Enquanto
isso, na liga ASTM F1537, processada termodinamicamente, a microestrutura ¢ composta por
graos mais endurecidos e fase hexagonal compacta induzida por cisalhamento. Além disso,
devido estas diferencas, a ASTM F1537 pode apresentar resisténcia a fadiga e o dobro do

modulo de Young quando comparada a ASTM F75 [22,67].

Tabela 1. Composicdes quimicas de ligas a base de Co-Cr mais utilizadas no setor biomédico. Fonte: [22,67].

Composicao (% m/m)

Elemento ASTMF75  ASTM F1537  ASTMF90  ASTM F562
Cobalto (Co) Balanceado

Cromo (Cr) 27,00 -30,00 26,00 — 30,00 19,00 — 21,00 19,00 — 21,00
Molibdénio (Mo) 5,00 — 7,00 5,00 - 7,00 - 9,00 - 10,50
Manganés (Mn) 1,00 max. 1,00 max. 1,00 — 2,00 0,15 max.
Silicio (Si) 1,00 max. 1,00 max. 0,40 max. 0,15 max.
Ferro (Fe) 0,75 max. 0,75 max. 3,00 max. 1,00 max.
Tungsténio (W) 0,20 max. — 14,00 — 16,00 —
Niquel (Ni) 0,50 max. 1,00 max. 9,00 -11,00 33,00 - 37,00
Carbono (C) 0,35 max. 0,15-0,35 0,05-0,15 0,25 max.
Nitrogénio (N) 0,25 max. 0,25 max. — —

As ligas a base de Co-Cr sdao aplicadas como dispositivos médicos devido a sua
biocompatibilidade [72—74], resisténcia a corrosdo e ao desgaste [75,76] e excelentes
propriedades mecanicas [39], e como proteses dentarias, devido a sua resisténcia a fadiga e
capacidade de retengdo [77,78]. Estas propriedades estdo associadas a natureza cristalografica

do Co, ao fortalecimento da solugao solida com elementos como Cr, Mo ¢ W, a formacgao de

6 Dispositivos em forma de tubos minisculos com malha expansivel, que mantém as artérias abertas [66)]



carbonetos metélicos e a formagdo de 6xido de superficie atribuida pelo Cr (Cr203) [79]. No
entanto, algumas questdes devem ser superadas, como valores divergentes do médulo de Young
destas ligas quando comparadas com a matriz 6ssea, dificuldade de usinabilidade, auséncia de
bioatividade e liberacdao de ions metalicos toxicos devido a corrosao [39,80—82].

Na ultima década, as pesquisas em ligas a base de Co-Cr t€ém envolvido a aplicagdo de
diferentes técnicas de sintese, variagdo na composicao quimica e funcionalizagdo da superficie.
Maior liberacao de ions metélicos foi observada para amostras fundidas e fresadas quando
comparadas a outras técnicas, como sinterizada a laser [83]. A adi¢do de elementos a liga de
Co-Cr como o Ta promove resisténcia a corrosdo quando oxidada ao ar [84], crescimento de
hidroxiapatita (HA) quando tratada termoquimicamente [85] e cobre (Cu) diminui o desgaste e
aumenta resisténcia a corrosdo [86]. Além disso, revestimentos de superficie como de grafeno
[17] e de didxido de titanio (Ti0z) [16] promovem aumento da biocompatibilidade da liga de
Co-Cr-Mo.

3.1.2 Elemento quimico tantalo

O elemento Ta, utilizado neste trabalho em adicdo a liga de Co-Cr, teve seu primeiro
relato de uso em sistemas biologicos em 1940 [87], ao ser utilizado como placas para
dispositivos de fixagdo de fratura e como fio para suturas de pele. Ao longo dos anos, também
tem sido aplicado em implantes ortopédicos que exigem crescimento O0sseo e altas cargas
fisiologicas (fusdes espinhais, artroplastia de quadril e joelho e como substituto dsseo) [36].
Além disso, tem sido adicionado em outros materiais como metais [85,88], ceramicas [89] e
polimeros [90] para melhorar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. As pesquisas
mostram o Ta e seus derivados com ampla perspectiva para aplicagdes médicas [63,91].

Este ¢ um elemento de destaque no setor biomédico devido a sua combinagdo tnica de
propriedades: alta resisténcia mecanica e a corrosao [92,93], biocompatibilidade, proliferacao
celular [37,38] e bioatividade in vitro [35,54] e in vivo [36,94]. A superioridade do Ta quanto a
resisténcia a corrosdo € proveniente da formacao de uma camada de 6xido de Ta (Ta20Os) que
protege o metal de ataques corrosivos [95]. O Ta ja foi utilizado em ligas de Co-Cr a fim de
melhorar suas propriedades, como bioatividade [85] e resisténcia a corrosdao quando inserido
como elemento de liga [84] e como revestimento de superficie [96]. Dentre outras
caracteristicas, ¢ um elemento que facilmente ¢ identificado em radiografias devido a sua

radiopacidade [97] e ndo apresenta magnetismo [98].



3.2 Caracteristicas de superficie

As propriedades de superficie dos materiais como rugosidade, assimetria, curtose,
energia de superficie e molhabilidade sdo cruciais para otimizar a interacao do material com o
sistema biologico [99-102]. Esta otimizacao surge devido a influéncia direta desses parametros
em processos como a disseminacdo celular, adesdo, diferenciacdo osteoblastica,
osseointegracao e expressao génica [103], aperfeicoando a biocompatibilidade dos materiais
em estudo. Portanto, a caracterizagdo e a compreensdo dessas caracteristicas sao

imprescindiveis para o projeto de biomateriais, conforme detalhado a seguir.
3.2.1 Medidas de forma

A rugosidade (Figura 2) ¢ uma medida da aspereza da superficie, quantificada pelos
parametros de rugosidade média (R,) e rugosidade média quadratica (R,) [104,105]. A R, é dada
pelo desvio médio aritmético dos dados de altura da superficie da linha média de um
determinado perfil (Equagdo 1). A linha média ¢ definida como o melhor ajuste com éareas iguais
do perfil acima e abaixo dela. Enquanto isso, o R, calcula o desvio padrao da distribuicao dos
dados de altura (Equacao 2) [106]. O parametro R, ndo ¢ sensivel as pequenas variagdes de
altura em relagdo a linha média como o parametro R,, tornando esse ultimo a melhor escolha

na detec¢ao de rugosidade da superficie. A R, € definida por:
1 (L ~
Ry =7 Jo Iy ldx, Equagio 1

onde L ¢ o numero de pontos de altura, y ¢ o valor da altura acima da linha média a uma distancia

x da origem. Ja a Rq pode ser definida por:

1L ~
R, = \/Z Jo y()]%dx, Equagdo 2

onde as variaveis sao as mesmas do parametro R,, mas agora com o desvio quadratico médio

da raiz do perfil.
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Figura 2. Rugosidades média (Ra) e média quadratica (Rq) obtidas a partir da técnica de Microscopia de
Forca Atomica para uma amostra de Co-Cr com modificacio de superficie: (a) R, e Ry do perfil de linha (L)

retirado do (b) mapa de altura. Fonte: elaborado pelo autor.

A rugosidade superficial ¢ um parametro importante para proliferagdo celular na
superficie de biomateriais. Diversos desafios surgem ao considerar as discussdes atuais sobre a
influéncia da rugosidade na resposta celular, como a necessidade de avaliar mais de dois tipos
de células e mais de uma funcionalidade delas (adesdo celular, migragdo, proliferacdo e
diferenciagdo), efeito a curto e longo prazo, valor critico de rugosidade e efeitos sinérgicos com
outras propriedades fisicas e quimicas [107]. A exemplo, Yoda ef al., (2014) mostraram que o
nivel minimo de rugosidade que afetava a atividade inicial de adesdo bacteriana era diferente
conforme o tipo de biomaterial usado [99]. Além destas consideracdes, para uma analise mais
completa da superficie, ¢ necessario obter outros parametros estatisticos, a fim de que outras
informacdes significativas ndo sejam perdidas [106], como a distribuicdo de probabilidade das
alturas e a distribuicao espacial de picos e vales.

O parametro assimetria (Ry) indica se a superficie ¢ descrita principalmente por picos
ou vales (Equacdo 3), como mostrado na Figura 3, onde a distribuicdo de altura com valor
negativo descreve uma superficie principalmente de vales (Figura 3-a,d), enquanto a de valor
positivo uma superficie principalmente de picos (Figura 3-b,e). Em caso de distribuicao
simétrica de alturas ao redor da linha média o Ry serd igual a zero (Figura 3-c,f). A assimetria

¢ dada por:

11 (L ~
Ry = P Jy y()Pdx, Equagdo 3
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onde R, ¢ a rugosidade média quadratica, L € o nimero de pontos de altura, y € o valor da altura
acima da linha média a uma distancia x da origem.

Outro pardmetro importante de superficie € a curtose (Rk.), que descreve o achatamento
da curva da distribuicao de probabilidades, neste caso de alturas (Equacao 4). Uma distribui¢do
de probabilidade normal tem assimetria zero e curtose 3,0, portanto se a curtose for maior que
3 a distribuicdo de alturas ¢ pontiaguda (Figura 3-a,b,d,e), se menor que 3 ¢ achatada (Figura

3-c,f) [106]. A curtose ¢ dada por:
11 (L 4 ~
Ry = R fo [y(x)]*dx, Equagdo 4

onde as variaveis sdo as mesmas do parametro Ry, mas agora com os termos Ry e y(x) elevados

a quarta poténcia.

Ry:-24 Ryi::256 £
R 42 Ry 7.3 Z
Altura Altura =
(d) () (H)
R, <0 Ry >0 Ry =0
R 553 Ry, >3 R, <3
f‘\
S0 /
S f
= /
S |
Altura I / )
| —— BN, ’ LLLLLLEL \
0 30 60 90 120150 0 50 100150200250 0 4 8 12 16 20

Altura (nm) Altura (nm) Altura (nm)

Figura 3. Topografias de grades de calibracao utilizadas na Microscopia de For¢a Atomica caracterizadas
por assimetria (Rsx) e curtose (Rku): presenca principal de (a) vales, (b) picos e (c) picos e vales simetricamente.

Distribuigdo de alturas das topografias (d, e) pontiagudas e (f) achatada. Fonte: elaborado pelo autor.
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3.2.2 Energia de superficie

A energia de superficie esta relacionada a quantidade de forgas intermoleculares
presentes na superficie do material, isto €, a energia em excesso na superficie comparada ao
bulk. Essa energia surge, pois, as moléculas na interface solido-ar ndo estdo coordenadas
completamente por outras moléculas semelhantes a ela como estdo no interior do bulk,
resultando em um excesso de energia (Figura 4). Portanto, ela é responséavel por determinar a
quantidade de forca atrativa ou repulsiva que a superficie pode exercer sobre outros materiais
[63]. Ela apresenta relacdo direta com a intensidade das interagdes no interior do bulk e com o
nivel de exposi¢do da superficie. Assim, a energia da superficie serd maior quando as interagdes
no bulk forem mais intensas ou quando houver maior exposicao da superficie [108]. Por isto,
os metais geralmente possuem energia de superficie significativamente maior do que os

polimeros, por exemplo.

. Php Db PP e > 42 )
Superficie +— oSS SEESEESERSRMIas Tl

Yoo Vo Yo" Yoo ! %
~ .'. _7. _'. _’.'_'.'_'.I'_'.'_ﬂ -
. X o :

Interior/
bulk

Forcas desequilibradas
+—> na superficie

Forcas balanceadas
> no interior
0 Atomo de sodio (Na)

( ) Atomo de cloro (CI)

Figura 4. Liga¢des balanceadas no interior (bulk) e desbalanceadas na superficie de um cristal de cloreto de

sodio (NaCl). Fonte: elaborado pelo autor.

Em termos quantitativos, a energia de superficie pode ser definida como o trabalho

adicional por unidade de area de aumento em uma superficie, conforme Equagdo 5 [109]:

y = AA—VSV, Equacao 5
onde y ¢ a energia de superficie, AW ¢ o trabalho adicional e AS ¢ o aumento da éarea de

superficie. Para metais simples, Zhang et al. [109] mostraram que o termo AW da Equacao 5

representa o numero de ligagdes pendentes e a energia de ligacdo, enquanto o termo AS
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representa o comprimento da ligagdo dos 4tomos e o relaxamento da estrutura’. Para ligas
metalicas, que sdo sistemas mais complexos, outros parametros devem ser levados em
consideragdo, como a possivel presenca de defeitos [110].

Diversos fatores podem influenciar a energia de superficie, como estrutura cristalina
[111,112], composicdo quimica [113,114], carga de superficie [115,116] e morfologia
[117,118]. No contexto dos biomateriais, a influéncia da energia de superficie ¢ avaliada em
diferentes situagoes: Sista ef al. (2011) observaram que em ligas a base de Ti a adesao de células
osteoblasticas foram superiores ao adicionar zirconio (Zr) quando comparada as ligas pura de
Ti ou com adig@o de nidbio (Nb), devido a maior energia de superficie na liga de TiZr [100]; a
proliferacdo celular diminuiu em menos da metade em materiais poliméricos quando
comparados as ligas metdlicas que possuem maior energia de superficie [101]; aumento da
deposicao de fosfato de calcio com o aumento da energia de superficie, promovendo nucleagao

mais rapida de HA em fluido corporal simulado (do inglés Simulated Body Fluid - SBF) [119].

3.2.3 Molhabilidade

A molhabilidade pode ser definida como a atragdo interfacial entre um liquido e outro
liquido ou so6lido, ou seja, a tendéncia de um liquido se espalhar por uma superficie especifica
[120]. Este ¢ um parametro que pode ser influenciado por caracteristicas como rugosidade,
quimica da superficie, condi¢des de temperatura e pressdo, propriedades do liquido e do
substrato, e outros [120,121].

Em geral, utiliza-se o angulo de contato (0)® para medir a molhabilidade, em que
superficies com boa molhabilidade sdo chamadas de hidrofilicas (8 <90°) e aquelas com baixa
molhabilidade de hidrofobicas (0 > 90°) [122] (Figura 5). A energia de superficie e a
molhabilidade dos materiais estdo relacionadas, visto que materiais com alta energia de
superficie (como vidros e metais) tendem a ser hidrofilicos ao promover adesao de liquidos
polares, reduzindo assim a energia livre, enquanto os com baixa energia de superficie (como

polimeros e materiais organicos) tendem a ser hidrofobicos [118].

7 Processo pelo qual os atomos ou moléculas de um material se rearranjam espontaneamente para minimizar a
energia total do sistema.

¢ £ uma medida do angulo formado entre a superficie de um sélido e a linha tangente a uma gota de liquido na
superficie desse solido [122]
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Gas 8, = Angulo de contato
Liquido Y1z = Tensdo de interface entre liquido e gas
= Tensao de interface entre soélido e gas

Solido vs1 = Tensdo de interface entre sélido e liquido
(a) Hidrofébica (b)  Hidrofilica (¢) Completamente molhada
©, > 90°) (0, < 90°) (0, = 0°)
}’i(}
Y:
sl

Figura 5. Molhamento de diferentes superficies sélidas imersas em um gas: os angulos de contato das gotas
depositadas descrevem as superficies como (a) hidrofébica (8 > 90°), (b) hidrofilica (8 < 90°) e (c) completamente

molhada (6 = 0°) . Fonte: elaborado pelo autor.

A equacdo fundamental da molhabilidade (Equagao 6) foi proposta por Thomas Young
em 1805, com base na suposi¢ao de uma superficie solida ideal e a gota como uma entidade

consistente [123]:

Ysg—Vsi ~
cos 9, = == Equacgdo 6
Y Yig

onde y € a tensdo superficial, 8, € o &ngulo de contato de equilibrio do sistema € 0s termos g,
Yst € Yig sdo as tensdes de interface entre solido e gas, solido e liquido, e liquido e gas,
respectivamente.

Os termos energia de superficie e tensdo superficial possuem o mesmo principio fisico,
o de desequilibrio de forcas na superficie, mas sao descritos de formas diferentes se o material
mencionado for um liquido (tensdo superficial; for¢a por unidade de comprimento atuando
tangencialmente a superficie de um liquido) ou um solido (energia de superficie; energia
necessaria para criar uma superficie) [124]. Embora a tensao superficial de liquidos possa ser
medida por métodos como tensiometria por anel ou gota pendente, a determinacdo direta da
energia de superficie dos so6lidos ¢ mais complexa devido a imobilidade molecular na sua
superficie. Diante disso, a equacdo fundamental da molhabilidade (Equagdao 6) fornece um
método indireto para determinar a energia de superficie dos so6lidos [125].

A descricdo das caracteristicas de superficie dos biomateriais, como rugosidade,
assimetria, curtose, energia de superficie e molhabilidade, ¢ fundamental no desenvolvimento

de novos materiais para aplicagdes médicas. Além disso, em ambientes fisiologicos que sdo
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dindmicos e agressivos, essas caracteristicas de superficie podem influenciar diretamente
a resisténcia a corrosao de materiais metalicos utilizados em implantes e dispositivos [85,126—
128]. Assim, o estudo dos mecanismos de corrosao em meios bioldgicos torna-se essencial para

aliar a otimizagao de superficie a durabilidade dos materiais metalicos.

3.3 Corrosao em materiais metalicos

A corrosao ¢ definida como a deterioragdo de um material, geralmente metalico, por
acdo quimica ou eletroquimica do meio, associada ou ndo a esfor¢os mecanicos. O material
pode ser submetido a diversas alteragcdes que o tornam inadequado para o uso em consequéncia
do processo de corrosdo, como o desgaste e as variagdes quimicas e estruturais [129]. A
corrosao por a¢do quimica ocorre de forma direta entre o metal e o agente quimico (ex.: ataque
por acidos; oxidacdo a alta temperatura), enquanto a corrosdo eletroquimica ¢ comum em
ambientes imidos ou aquosos (ex.: corrosdo atmosférica; corrosdo galvanica) [1,129].

No processo eletroquimico ocorre uma reagao quimica chamada de oxidagao, na qual
ha a transferéncia de elétrons de uma espécie quimica para outra, fazendo com que os metais
percam elétrons (e™). A Equacao 7 exemplifica uma rea¢ao de oxidacdo de um metal M com
namero de valéncia n, que se torna um ion carregado positivamente (M™*) ao perder seus n
elétrons de valéncia (ne™). Os elétrons gerados sdo transferidos para a outra espécie quimica,
tornando-se parte dela. Esta reacdo ¢ chamada de reducdo. As Equagdes 8 e 9 descrevem a
redugdo de uma espécie quimica, de forma que sua natureza dependera da solugdo a qual o
metal estd exposto, como fons de hidrogénio (H*; Equacdo 8) e ions metalicos (M™*; Equacdo
9). O local onde ocorre a oxidagdo ¢ chamado de anodo e onde ocorre a reducao ¢ chamado de

catodo [1].

M - M™ +ne-, Equagdo 7
2H* + 2e™ - H,, Equagdo 8
M™ +ne” - M. Equagdo 9

No processo eletroquimico, uma diferenca de potencial ¢ estabelecida quando o metal

¢ imerso em uma solugdo eletrolitica. Esta diferenga de potencial apresenta naturezas elétrica e
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quimica. Se dois metais distintos estiveram imersos em uma mesma solu¢do, ¢ possivel que os
potenciais elétricos sejam diferentes e, portanto, haja transferéncia espontanea de elétrons ao
serem ligados por um condutor metalico. Quando materiais metalicos de potenciais elétricos
diversos estdo em contato, a corrosdao do material metalico que funciona como anodo € mais
acentuada que a corrosao isolada desse material sob a agdo do mesmo meio corrosivo [129].

A corrosdo metalica pode ser classificada de acordo com suas formas de manifestacao:
uniforme, intergranular, por pites °, sob tensdo, em frestas, galvanica, por corrosdo seletiva e
corrosdo-erosao [1,130—134]. A corrosao uniforme ocorre por toda a extensao da superficie de
forma equivalente, podendo gerar depdsitos ou incrustagdes (Figura 6-a) [1,130]. A corrosao
intergranular acontece nos contornos de graos das ligas, com dissolucao nesses limites (Figura
6-b) [1,130]. A corrosdo por pites acontece de forma localizada, com o surgimento de buracos
sobre a superficie em direc¢do ao interior do material (Figura 6-c) [1,130]. A corrosao sob tensao
decorre da combina¢do de um ambiente corrosivo ¢ de uma tensdo de tragdo, promovendo
trincas (Figura 6-d) [1,130]. A corrosdo em frestas resulta das diferencas de concentracao de
ions ou gases na solucdo eletrolitica sobre o metal, manifestando-se na forma de fendas e
rachaduras (Figura 6-e) [1,131]. A corrosdo galvanica acontece quando dois metais ou ligas
imersos em um eletrélito sdo conectados eletricamente, fazendo com que a regido mais nobre
sofra redug¢do e a menos nobre oxide/corroa (Figura 6-f) [1,132]. A corrosdo seletiva ocorre
quando um elemento ou constituinte de uma liga em solucdo solida ¢ removido
preferencialmente durante o processo de corrosdo (Figura 6-g) [1,133]. Por fim, a corrosdo por
erosdo resulta da combinagdo de um ataque quimico e da abrasdo ou desgaste mecéanico

ocasionado pelo movimento de um fluido, gerando ranhuras e ondulagdes (Figura 6-h) [1,134].

9 A corrosio localizada em metais, especialmente em agos inoxidaveis, pode ocorrer sob a forma de corrosdo por
pites (do inglés pitting corrosion), caracterizada pela formagao de cavidades profundas e localizadas na superficie
metalica.
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Figura 6. Tipos de corrosdo baseados em suas formas de manifestagio: (a) uniforme, (b) intergranular, (c) por

pites, (d) sob tensdo, (¢) em frestas, (f) galvanica, (g) seletiva e (h) por erosdo. Fonte: [130—134].

Com base nisso, a resisténcia a corrosdo dos metais e suas ligas ¢ um requisito
fundamental para sua biocompatibilidade e consequentemente uso como biomaterial [14]. Este
processo ocorre nas ligas quando inseridas no sistema bioldgico, segundo as condigdes fisicas
e quimicas diferentes das condi¢gdes ambientais, que envolvem, por exemplo, diferentes valores
de pH e concentragdo de oxigénio, ions aquosos, solugdo salina (geralmente em condicdes
normais 9 g/L NaCl), aminoacidos e proteinas soliveis, tornando o meio um ambiente agressivo
para o implante [39,45]. As consequéncias da corrosdo destes materiais metalicos no sistema
bioldgico envolvem liberagdo de espécies toxicas, afrouxamento e falha do implante, alteragdo
do pH do fluido corporal, resposta alérgica, e outros [135].

As ligas de Ti, ligas de Co-Cr e agos inoxidaveis sao usados geralmente como implantes
devido as suas propriedades mecanicas e alta resisténcia a corrosdo segundo a formagdo de
filmes passivos na superficie [136]. Esses filmes promovem prote¢do aos metais e suas ligas
contra a corrosdo geral em ambiente agressivo, como TiO: para ligas de Ti [137], Cr203 para
ligas de Co-Cr [138] e Cr203 e o0xido de ferro III (Fe2O3) para o aco inoxidéavel [139].

As ligas a base do Co-Cr possuem um desempenho geral satisfatorio, mas a liberacao
de ions metalicos causada por corrosao e por movimento mecanico tem sido alvo de estudos
[83,140,141]. Alguns topicos desses estudos estdo relacionados ao fato da corrente de corrosao
da liga se mostrar maior em pH &4cido do que em pH neutro (em soro e em solugdes tampao
inorganicas) [140], e a liberagdo de ions, que ¢ influenciada pela combinagcdo de materiais e

técnica de fabricacdo [83,141]. Diante disso, avancar com pesquisas em relacdo ao efeito da
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liberagdo de ions metalicos, bem como potencializar as superficies metélicas, ¢ de interesse no
desenvolvimento destes materiais amplamente utilizados no setor biomédico.

Diversas abordagens sdo aplicadas aos metais e ligas a fim de melhorar a resisténcia a
corrosao, como a adi¢do de novos elementos liga e tratamentos/revestimentos de superficie
[63,96]. O elemento Ta tem sido alvo de grandes pesquisas por suas excelentes propriedades
mecanica e biologica, dentre as quais destaca-se a sua melhor resisténcia a corrosdo em relagao
ao Co e ao Cr [63]. Além disso, um estudo mostrou que o revestimento de Ta em liga Co-Cr
melhorou a resisténcia a corrosdo da liga a base de Co [96].

Uma abordagem promissora para tratamento de superficies metalicas ¢ a anodizagado
(Figura 7): processo de oxidacado eletroquimica da superficie a fim de melhorar a resisténcia a
corrosdo além de propriedades de superficie como biocompatibilidade, osseointegracdo e
molhabilidade [142,143]. Neste método, sdo formados 6xidos metalicos em formas tipicas de
nanotubos ou nanoporos na superficie de materiais metalicos (Figura 7-a-f). Além destes,
existem morfologias nano e micrométricas atipicas que podem ser causadas devido a condigdes
de anodizacdo nao otimizadas ou pelo fato de serem realizadas em metais ndo passivaveis'
[145]. Exemplos de estruturas atipicas sdo micro/nanofios [146], microestruturas labirinticas
[147] e microcones [148] (Figura 7-g-i). Este tipo de morfologia tipica (nanotubos) tem
potencializado superficie de ligas de Ti com maior deposicao de célcio por osteoblastos [149] e

em ligas de Co-Cr-Mo ao melhorar a osseointegracao [150].

10 Metal passivavel apresenta alta resisténcia a passagem de corrente segundo a formagdo de um 6xido do metal,
fazendo-o atuar como catodo [144]
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Figura 7. Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura de substratos metalicos com estruturas
tipicas (a - f) e atipicas (g - i) formadas por anodizacio: (a) Ferro, (b) Galio, (¢c) Hafnio, (d) Nidbio, (¢) Tantalo,
(f) Zirconio, (g) Hidréxido de cobre (I1), (h) Trioxido de molibdénio e (i) Pentdxido de nidbio. Fonte: [145].

A investigacao da corrosdo em micro € nanoescala requer uma caracterizagao precisa da
superficie da liga em termos de composicao e potencial eletroquimico. Empregar a combinagao
de técnicas como Microscopia de Forca com Sonda Kelvin (do inglés Kelvin Probe Force
Microscopy - KPFM), Polarizacao Potenciodinamica (do inglés Potentiodynamic polarization
- PDP) e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (do inglés Electrochemical Impedance
Spectroscopy - EIS) tem fornecido excelentes informagdes sobre a corrosdo de ligas e nobreza
local na microestrutura. A partir da andlise de dados extraidos dessas técnicas, ¢ possivel
relacionar, por exemplo, a resisténcia a polarizacao e o potencial [151] e a taxa de corrosao com
a diferenca de potencial [152]. E essencial avaliar se as relagdes entre o potencial por KPFM e
os parametros eletroquimicos por meio de ensaios com PDP e EIS sdo diretas ou inversas, uma

vez que o metal pode se comportar de forma diferente no ar e em uma solugao especifica [153].
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3.4 Analise de superficie em resolucio nanométrica

Para acessar a escala nanométrica e realizar a caracterizagao da superficie nesse nivel,
uma das técnicas mais poderosas ¢ a Microscopia de Forga Atomica (do inglés Atomic Force
Microscopy - AFM). Trata-se de uma técnica experimental baseada na caracterizagdo de
materiais por meio da deteccdo das forgas interatdomicas produzidas entre uma sonda e a
superficie da amostra. A sonda ¢ composta por um cantiléver flexivel ao qual esta fixada uma
ponta que escaneia a amostra. Durante a varredura, linha por linha, um laser incide sobre o
cantiléver e ¢ refletido até um fotodetector sensivel as deflexdes provocadas no cantiléver
devido as interagdes entre a ponta e a amostra. Esta deteccdo permite associar um valor de altura
a cada posicao x, y e z da superficie da amostra e, assim, gerar a imagem topografica [154,155].

Além disso, o AFM permite quantificar a forga de interagdo em um procedimento
chamado de espectroscopia de forca. Nesse método, durante a aproximagdo e a retracdo da
sonda, a deflexdo do cantiléver é obtida em funcdo do deslocamento vertical do scanner
piezoelétrico!!, o que resulta em uma curva de deflexdo do cantiléver versus deslocamento do
scanner. Conhecendo a sonda utilizada na medigao, ¢ possivel converter essa informagao em
uma curva de forga versus distdncia sonda-amostra aplicando a lei de Hooke, conforme a

Equagdo 10 [155]:

F = —kAx, Equacdo 10

onde F ¢ a forca, k ¢ a constante de mola do cantiléver ¢ o Ax a deflexao do cantiléver.

As forgas identificadas durante a interacdo entre a sonda do AFM e a superficie da
amostra podem ser atrativas ou repulsivas, dependendo da distancia entre elas. Se a distancia
for grande o suficiente, a forca resultante ¢ atrativa, dominada pelas for¢as de van der Waals.
Para pequenas distancias, a forca resultante ¢ repulsiva devido a sobreposi¢do das nuvens
eletronicas da sonda e da amostra, efeito regido pelo principio de exclusdo de Pauli. Estas
interacdes podem ser modeladas pelo potencial de Lennard-Jones (Equacao 11), que descreve
a energia de interagdo entre dois 4tomos ou moléculas neutras em fun¢do da distancia. O termo
que representa as forcas de repulsdo (proporcional a r''?) diminui rapidamente com a distancia,

enquanto o termo atrativo (proporcional a r®) diminui de forma mais gradual [156,157].

' Componente do AFM responsavel pelo movimento da ponta ou da amostra nos eixos x, y e z durante a varredura.
A escolha para movimentar a ponta ou a amostra dependera do equipamento em uso.
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V(r) = 4e [(%)12 - (3)6], Equacdo 11

r

onde V' ¢ o potencial intermolecular, » ¢ a distancia entre os dois 4&tomos ou moléculas, € ¢ a
profundidade do pogo deste potencial e ¢ € a posicao do ponto de equilibrio (V =0).

Esses dois regimes (atrativo e repulsivo) sdao claramente observados na curva de forga
obtida durante uma medida de AFM. A Figura 8 mostra uma representacdo esquematica de um
grafico da curva de for¢a versus distancia sonda-amostra (Figura 8-A) comparado as posigoes
relativas da sonda e da amostra (Figura 8-B). Durante a aproximacao (linha verde na Figura 8),
a curva comec¢a em uma regido sem contato, onde a forga ¢ praticamente nula, indicando que a
ponta esta longe da superficie (Figura 8-1-a). A medida que a sonda se aproxima, forgas de longo
alcance, podem surgir antes do contato fisico. Quando a ponta toca a superficie, a curva exibe
uma inclinagdo abrupta onde as forgas de atracdo préximas a superficie puxam a ponta para
baixo (Figura 8-11-b). Deste ponto em diante, a sonda aplica forca a superficie da amostra até
atingir a forca méxima (pico de for¢a, Figura 8-111). Ao pressionar a superficie, o cantiléver se
curva para cima (Figura 8-c). Na retragdo (linha azul na Figura 8), a sonda comeca a subir até
que as forgas estejam em equilibrio com as forcas da superficie (Figura 8-1V), nesta regido o
cantiléver se curva para baixo (Figura 8-d). A partir desse ponto, a sonda encontra forgas de
resisténcia para separa-la da superficie. O cantiléver sofre uma deflexdo negativa até que a forga
que rompe o contato exceda as forgas da superficie (fendmeno de adesdo), perdendo o contato
com a amostra. O ponto em que a forca de adesdo entre a sonda e a amostra ¢ maxima
corresponde ao ponto de deflexdo minima da curva forga (Figura 8-V-e). Ap6s o descolamento,
a sonda esta na regido sem contato (Figura 8-f), a curva retorna a linha de base, completando o

ciclo da curva de forga versus deslocamento (Figura 8-VI).
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Figura 8. Curva de forca versus distincia sonda-amostra (A) comparado as posicdes relativas da sonda e da
amostra. As linhas verde e azul representam as curvas de aproximagdo e retracdo, respectivamente. Fonte:

elaborado pelo autor.

A técnica de AFM possui diversas variagdes, cada uma com um mecanismo de
funcionamento especifico que permite gerar diferentes informagdes, todas baseadas na
interacao de uma sonda com a amostra. As informagdes podem incluir dados mecanicos, com
o modo Propriedades Nanomecanicas Quantitativas (do inglés PeakForce Tapping Quantitative
Nanomechanics - QNM) [85,158]; dados magnéticos, com a Microscopia de Forga Magnética
(do inglés Magnetic Force Microscopy - MFM) [159,160]; propriedades tribologicas, com a
Microscopia de Forga Lateral (do inglés Lateral Force Microscopy - LFM) [161,162]; e o
potencial de superficie, com o KPFM [163,164].

3.4.1 Mapeamento do potencial de superficie

Na técnica de KPFM, uma diferenca de potencial ¢ aplicada entre a sonda e a superficie
da amostra, gerando mapas de potencial de superficie — propriedade intrinseca do material que
define a for¢a motriz do metal ou liga para participar de reagdes quimicas e/ou eletroquimicas
[165]. A abordagem emprega uma sonda condutora para escanear a superficie do material,
conforme descrito pela Figura 9. Dois metais distintos possuem niveis de Fermi (EF) diferentes,
que geram uma diferenca de potencial entre os dois metais (Vcpp) quando colocados em contato

elétrico (Figura 9-a-b). Nesse momento, os elétrons sdo deslocados do metal com maior Er para
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o de menor Er (Figura 9-b). O termo Vcpp é dependente da funcio trabalho (®)'? de cada um
dos metais, conforme a Equagdo 12. A técnica de KPFM fornece uma tensdao de compensagao
(Vaplicada) até que as cargas superficiais desaparecem, neutralizando o Vcpp e, portanto, obtendo
o seu valor (Figura 9-c). Este dado ¢ obtido ajustando a tensdo até que a forga elétrica sentida

pelo cantiléver seja anulada [153,166].
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Figura 9. Aparato experimental da Microscopia de For¢ca com Sonda Kelvin (KPFM) e das bandas de
energia de dois metais distintos (ponta e amostra): interagcdo entra a ponta e a amostra (a) ao serem colocados
em contato elétrico, (b) quando os niveis de Fermi (Ef) se igualam e (¢) o momento em que o KPFM aplica uma
tensdo (Vaplicada) de mesma magnitude da diferenca de potencial de contato (Vcpp) entre amostra e a ponta. A

fun¢do trabalho é dada pela diferencga entre as energias do nivel de vacuo (Evac) € do Er. Fonte: adaptado de [153].

Verp = i ¢2, Equagdo 12

e

onde Vcpp € a diferenga de potencial de contato entre a amostra e a ponta, e ¢ a carga elementar,
@, e @, sdo as fungdes trabalho da amostra e da ponta, respectivamente.

A fim de obter a informacao topografica e o potencial correspondente da amostra, o
procedimento ¢ realizado em duas passagens (Figura 10). A topografia ¢ medida pelo modo

Tapping (contato intermitente) na primeira passagem (Figura 10-a), e em seguida, pelo modo

12 Energia minima necessaria para remover um elétron de uma estrutura solida, calculada pela diferenga entre as
energias do nivel de vacuo (Evac) e do nivel de Fermi (Er) do sistema.
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Lift (levantamento da sonda) a sonda é elevada a uma determinada altura'? (Figura 10-b) para
medir o potencial na segunda passagem (Figura 10-c) ajustando a tensdo conforme explicado
na Figura 9. As duas medig¢des sdo intercaladas, com cada linha medida duas vezes.

O KPFM ¢ uma técnica eficaz para avaliar a nobreza local de microestruturas de ligas
metalicas multifasicas [164,167,168]. A nobreza dos metais esta relacionada a sua tendéncia de
participar de reagdes quimicas quando expostos a determinado ambiente [169], sendo
influenciada pela fungao trabalho do metal e, consequentemente, pelo potencial [153]. A Figura
10 mostra um exemplo das informag¢des que podem ser obtidas por KPFM em uma amostra de
Co-Cr-Ta: topografia (Figura 10-a), potencial de superficie correspondente (Figura 10-b), perfis
de linhas extraidos dos mapas (Figura 10-c) e mapa 3D com altura e potencial mesclados
(Figura 10-d). Os diferentes contrastes no potencial sugerem a distribuicdo de elementos ou
estruturas sem influéncia topografica, bem como regides com nobrezas eletroquimicas distintas
(Veep = 0,65 V). Pesquisas realizadas em ligas de Mg [170], aco inoxidavel [164], Ti [171] e
zinco (Zn) [172] demonstraram a eficiéncia do KPFM, especialmente quando associado a outras

técnicas na investigacdo da microestrutura e corrosdo dos metais e suas ligas.

63 nm
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Figura 10. Microscopia de For¢ca com sonda Kelvin: Representagdo da varredura: (a) detecgdo da topografia,
(b) elevagdo da sonda e (c) detecg¢do do potencial. Dados de uma amostra de Co-Cr-Ta (tratados com o software
Gwyddion): (d) topografia em 2D, (e) potencial em 2D, (f) posicdes dos perfis de altura (linha preta) e de potencial

(linha verde) e (g) potencial mesclado a topografia em 3D. Fonte: elaborado pelo autor.

13 LSH - altura de elevagdo de varrimento, do inglés Lift Scan Height
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4. METODOLOGIA

4.1 Sintese das ligas metalicas

Os metais utilizados na sintese, suas respectivas marcas e purezas, foram o Co (Sigma-
Aldrich, 99,5%), Cr (Sigma-Aldrich, 99,995%) e Ta (Alfa Aesar, 99,95%). A série de ligas
metalicas Co72-x)Creg)Tax) (x =0, 3, 6 ¢ 9 % m/m) foi sintetizada por fusdo em forno a arco
voltaico, no Laboratorio de Materiais Metalicos situado na Universidade Federal do Maranhao
— Campus Imperatriz. As massas de cada metal foram medidas em balanga analitica (Shimadzu,
AUW220D) conforme a porcentagem em massa para a produgdo de cada liga. Apds afericao,
os metais foram inseridos no forno a arco voltaico para serem fundidos em atmosfera controlada
com gas argonio. Durante o processo de fusdo as ligas foram viradas e refundidas trés vezes
para garantir boa homogeneidade. Apds a fusdo, as ligas resfriadas foram seladas em tubos de
quartzo com atmosfera inerte de argénio. Em seguida, foram submetidas a tratamento térmico
em forno tipo mufla (Jung, J200), aquecendo-as a 1000 °C a uma taxa de 5 °C/min e mantidas
a essa temperatura por 48 h, seguidas de resfriamento répido.

Como resultado da sintese, foram obtidas as amostras na forma de botdes (Figura 11)
nomeadas de acordo com a composi¢ao: Co72)Cr2g) (0 % m/m Ta), Co9)Cres)Tag) (3 % m/m
Ta), Coe)CresyTae) (6 % m/m Ta) e Coe3)CresyTaog) (9 % m/m Ta). Para viabilizar as
caracterizagoes que requerem superficies planas, os botdes foram cortados transversalmente em
uma maquina de corte (Nitrocut) utilizando um disco diamantado. As fatias foram submetidas
a lixamento manual em uma politriz (Pantec, Polipan-u) com lixas de carbeto de silicio com
granulometria 800, 1200, 2400, 3000 e, em seguida, polidas com pastas de diamante de 6, 3, 1
e 0,25 um, cada uma por 2-3 minutos a fim de obter uma superficie livre de arranhdes e marcas
profundas. A cada troca de lixa ou pasta a amostra foi lavada com élcool isopropilico. Ao final
do processo, as amostras foram lavadas em banho ultrassénico em acetona e em alcool

isopropilico por 10 min cada para remover contaminantes da superficie.

CogyCrosy  CogoCrogTag, CoenCregTag  CoesCrogTag

E 1 —
‘Ylsﬁo lateral Visao superior 1cm

Figura 11. Ligas metilicas obtidas por fusio em forno a arco voltaico. Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 Testes eletroquimicos
4.2.1 Preparagdo

Para a caracterizagdo e modificacdo de superficie das amostras, foram empregadas
diferentes técnicas. Inicialmente, o preparo metalografico foi realizado para revelar a
microestrutura resultante da sintese por fusao em forno a arco voltaico e para avaliar os efeitos
da adi¢do de Ta na matriz Co-Cr. Posteriormente, modifica¢des de superficie foram induzidas
por meio do processo de anodizagdo, com intuito de formar nanoestruturas porosas. Para a
execugao destes processos, utilizou-se uma célula eletroquimica de dois elétrodos (Figura 12),
na qual a amostra atuou como anodo (eletrodo de trabalho), conectada ao polo positivo de uma
fonte de energia elétrica (Instrutherm, FA-3005), enquanto um contra-eletrodo de platina,
devido a sua estabilidade quimica e alta resisténcia a polarizagdo, atuou como catodo conectado

ao polo negativo da fonte.

Platina

Fonte de energia

o Y
== 99
| Le—

n — Amostra

D, Agitagdo

magnética

Figura 12. Aparato experimental para processo eletroquimico das amostras: célula eletroquimica constituida

por dois eletrodos, o anodo (amostra) e o catodo (folha de platina), imersos em um eletrdlito sob agitacdo

magnética e conectados a uma fonte de alimentagdo de corrente continua. Fonte: elaborado pelo autor.

Para garantir o contato elétrico e o suporte fisico das amostras (no formato de fatias
planas) com o sistema, foi necessario desenvolver um eletrodo-suporte personalizado. Utilizou-
se plataformas de software de modelagem 3D, o Autodesk Fusion 360 para desenhar o modelo
(Figura 13-a) e o UltiMaker Cura 5.4.0 a fim de preparar o arquivo para impressao (Figura 13-
b). A impressao do eletrodo (Figura 13-c) foi realizada em uma impressora 3D (Creality, Ender
3 S1) com filamento de polidcido lactico (PLA). Os parametros de impressao utilizados foram:
densidade de preenchimento 100% (para garantir resisténcia mecanica e vedacdo contra
fluidos), temperatura de impressao 220°C, temperatura da mesa 60°C (para melhor adesdo do

material) e velocidade de impressdao 150 mm/s. O resultado do eletrodo impresso € apresentado
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na Figura 13-d. Os arquivos *.stl (pronto para impressio) '* e * step (editavel) !° do eletrodo-
suporte foram disponibilizados no Thingiverse, uma plataforma digital de codigo aberto que
busca compartilhar arquivos de impressao 3D [173]. O projeto foi intitulado de “Eletrodo para

Célula Eletroquimica — Suporte de Amostras 3D” [174].

(b)

Figura 13. Projeto de impressdo 3D de um eletrodo de suporte para amostra: (a) interface grafica do software
Autodesk Fusion, (b) interface grafica do software Ultimaker Cura 5.4.0, (c) eletrodo sendo impresso ¢ (d) eletrodo

impresso em PLA com a impressora 3D. Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Metalografia

A solugdo utilizada para o teste de metalografia foi preparada com 48,1 % v/v de
etilenoglicol (C2HeO2, moderador da taxa de corrosdo), 48,1 % v/v de agua destilada (meio
condutor) e 3,7 % v/v de acido sulftirico (H2SO4, agente corrosivo). Foi aplicada uma tensdo de
50 V ao sistema (Figura 12), sob agitagdo magnética por 1 min. Estas propor¢des e parametros
foram aplicados a fim de obter um ataque uniforme e controlado. Apods o teste, as amostras
foram submetidas a lavagem sequencial em banho ultrassonico com acetona (para remogao de
contaminantes organicos) e em alcool isopropilico (para eliminar residuos polares e promover

secagem rapida), cada etapa por 10 min.

14 Formato de arquivo para transmissio de dados geométricos usados em impressdo 3D (Linguagem Padrio de
Triangulos, do inglés Standard Triangle Language).

15 Formato de arquivo usado para compartilhar modelos 3D entre diferentes softwares de modelagem digital
(Padrao para Troca de Dados de Produto, do inglés Standard for the Exchange of Product Data).
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4.2.3 Anodizac¢do

A solu¢do utilizada para o processo de anodizagdo foi composta por 92,81 % v/v de
agua destilada (meio condutor), 5,23 % v/v de H2SO4 (agente corrosivo) e 1,96 % v/v de acido
fluoridrico (HF, agente corrosivo), mantida sob agitacao durante o procedimento para garantir
a homogeneidade do meio. A célula eletroquimica (Figura 12) foi configurada com a amostra
e o contra-eletrodo posicionados a uma distdncia de 2 cm, para garantir campo elétrico
homogéneo. A area de exposicdo das amostras ¢ do contra-eletrodo foi de 0,39 ¢ 2 cm?,
respectivamente.

Inicialmente, foram realizados testes dos parametros de anodiza¢ao apenas na amostra
de Co72)Cr28), aplicando uma tensao de 2 V e variando os parametros de tempo (20, 40 e 60 s),
da superficie da amostra e da solugdo eletrolitica. Estes dois ultimos parametros definiram o
procedimento metodoldgico em rota 1, onde a amostra e a solu¢do foram reutilizadas em cada
tempo (anodizagao sequencial), e na rota 2, onde a amostra foi polida novamente e uma solugao
nova foi preparada a cada tempo (Tabela 2). Apds a andlise dos resultados, todas as amostras
da série de ligas foram submetidas a anodiza¢do, com uma tensdo de 2 V por 20 s. Apds os
testes, as amostras foram lavadas em banho ultrassonico com acetona e em alcool isopropilico,

cada etapa por 10 min.

Tabela 2. Parametros utilizados para a anodizag@o da amostra Co(72)Crs).

Tensao (V) )
Tempo (S) 20 40 60
luca 2 luca 4
Rota 1 - Solugdo de 20 s Solucdo de 40 s

Amostrade 20 s

Amostra de 40 s

. . Solucao nova
Inicio . - -
Amostra polida

Solugao nova
Amostra polida

Solucao nova

Rota 2 - :
ota Amostra polida

4.3 Molhabilidade

A molhabilidade das superficies das amostras, sem e com modificagdo, foi determinada
por meio do angulo de contato, medido utilizando o método da gota séssil e o algoritmo de
analise de contornos ativos DropSnake [175]. Uma gota de agua destilada de 3 pL foi depositada

com uma micropipeta perpendicularmente a superficie das amostras e o perfil da gota foi
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registrado apds 3 min com o uso de um microscépio digital USB. A partir das imagens geradas,
o angulo de contato foi medido utilizando o método DropSnake com auxilio do software Imagel
(Figura 14). Foram realizadas 10 medidas para as amostras polidas e anodizadas, com gotas
posicionadas aleatoriamente sobre a superficie. O experimento foi realizado em condig¢des

ambiente, com temperatura de 25 °C e umidade de 50 %.

Software Image J

Amostra «—at e
/
r
ATTTTPREREERES.
e I

Figura 14. Aparato experimental para medicio de molhabilidade: medicdo do dngulo de contato do liquido

sobre a amostra com auxilio de um microscopio digital USB e do software Image J. Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Imersao em Fluido Corporal Simulado

Avaliou-se o crescimento de fosfato de célcio na superficie das amostras sem
modificacdo de superficie por meio da imersdao SBF. O fluido foi preparado conforme protocolo
estabelecido na literatura [176,177]. As amostras foram imersas em SBF dentro de tubos Falcon,
durante 28 dias em banho-maria com temperatura controlada a 36,5 °C e pH medido
diariamente. Apos a imersdo, as amostras foram cuidadosamente enxaguadas com agua
deionizada para remover os sais residuais e, em seguida, secas ao ar a temperatura ambiente (25

°C) antes da caracterizagdo subsequente.

4.5 Citocompatibilidade

A citocompatibilidade das amostras foi avaliada mediante a exposicdo direta a
fibroblastos murinos (linhagem 1.929), seguida de quantificacdo da viabilidade celular baseada

no ensaio MTT', de acordo com a norma ISO 10993-528. A linhagem 1.929 foi selecionada

por ser amplamente adotada como linhagem celular de referéncia para o rastreio do potencial

16 Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio): ensaio colorimétrico
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citotoxico de materiais para dispositivos médicos, incluindo ligas metalicas [178,179]. As
células 1929 foram fornecidas e cultivadas pelo Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa
com Células-Tronco (NUPCelt), oriundas do banco de células do Laboratorio de Cultivo
Celular (LABCelT), ambos da Universidade Federal do Piaui, em Teresina — PI.

Para o cultivo de células 1929, foi utilizado o DMEM!’, suplementado com 1% de
solucdo de penicilina e estreptomicina'®, 1% de aminoécidos ndo essenciais!® e 15% de soro
fetal bovino®’. Para a tripsiniza¢do das células 1929, utilizou-se a Trypsin EDTA phenol red?!.
Como solugdo de lavagem, utilizou-se tampdo fosfato 1x, pH 7,2 (PBS??).

Resumidamente, as células 1929 foram submetidas ao descongelamento rapido
mediante a imersao controlada do criotubo em banho-maria a 37 °C por 60 s. Imediatamente, a
suspensdo celular foi transferida para um meio de cultura completo pré-aquecido a 37 °C e
submetida a centrifugacdo a 1200 RPM para remover o DMSO? residual. O processo foi
imediatamente seguido pela avalia¢do da viabilidade celular por meio do teste de exclusdo pelo
azul de Tripan. Para tal, uma aliquota de 10 puL da suspensdo celular foi misturada com uma
solug¢do de azul de Tripan, na propor¢ao de 1:1, em hemocitdmetro. A contagem celular foi
realizada, onde foram enumeradas as células nao viaveis e as células viaveis. A partir desses

dados, a porcentagem de viabilidade celular foi calculada mediante a Equagao 13.

Numero de células viaveis

Viabilidade celular (%) = % 100, Equagao 13

Nuamero total de células

As células foram ressuspendidas no meio de cultura completo até uma concentragdo de
2,2 x 10° células viaveis/mL e 2 mL da suspensio celular foi colocado em pocos de cultivo de
uma placa de seis pogos (4,9 x 10* células/cm?). O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas
e as células mantidas incubadas em estufa®* sob as condicdes de 37 °C, 5% de CO? e 95% de
umidade, até alcangarem confluéncia de 80%. A tripsinizagdo foi realizada acrescendo-se

Tripsina-EDTA a cada pogo de cultivo. Os pogos tripsinizados foram incubados a 37 °C por 10

17 Meio de Eagle modificado por Dulbecco, do inglés Eagle’s minimal essential

18 Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catalogo 15140122, 10.000U/mL, v.100mL

19 Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catalogo 11140050, 100x, v.100mL

20 Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo 10500064, v.500mL

21 Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catilogo 25200056, 0,25%, v.500mL

22 Solugdo tampdo de fosfato, do inglés Phosphate-Buffered Saline — PBS (Gibco™, Thermo Fisher Scientific
Inc, catalogo 70013032, 10x, v.500mL)

23 Dimetilsulféxido: solvente organico com propriedades anti-inflamatorias e analgésicas

24 Thermo Fisher Scientific Inc, jacket water, série 310
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min, lavados com PBS e repicados na proporcao 1:2 em garrafas de cultivo de 25 cm?, mantidos
incubados em estufa de CO? a 37 °C, 5% de CO? e 95% de umidade.

Para a anélise, extratos dos materiais foram preparados a partir de fragmentos (uma
unidade de cada amostra) das amostras, os quais foram incluidos individualmente em 1 mL de
meio suplementado (DMEM?, 10% soro fetal bovino?®, 1% antibidtico —
penicilina/estreptomicina®’) e mantidos por 24 h em incubadora a 37 °C e 5% de CO?%. Apos
esse periodo, os extratos obtidos foram incluidos em placas de 96 pocos (cada grupo
experimental testado em triplicata) contendo cultura de fibroblastos murinos L929. Para
validacdo do ensaio, foram estabelecidos um controle negativo, composto apenas pelo meio
suplementado, e um controle positivo, composto por 90% do meio suplementado ¢ 10% de
DMSO. As células em contato com os extratos (grupos experimentais, controles positivo e
negativo) foram mantidas incubadas a 37°C e 5% de CO? por 24 ¢ 48 h.

Entdo, os meios de cultivo e extratos foram removidos, os pogos foram enxaguados com
PBS e, posteriormente, 100 puL de solu¢do de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados a cada
poco. Apos 4 horas de incubagdo, a solugdo foi removida e os cristais de formazano foram
dissolvidos com 100 pL. de DMSO. A absorbancia foi medida a 570 nm usando um leitor de
microplacas (Biotek Elx 800). A viabilidade celular foi calculada através da Equacdo 14, onde
A¢ representa a absorbancia dos grupos de tratamento e A. representa a absorbancia do grupo

de controle.
Viabilidade celular (%) = % X 100, Equagao 14

4.6 Ensaio in vivo

A formagdo de edema, migragdo de leucocitos e medicao de citocinas foram realizadas
no Laboratorio de Nanorradiofarmacia e Radiofarmacia do Instituto de Energia Nuclear,
localizado no Rio de Janeiro - RJ. Camundongos machos C57BL/6 (20-30 g) (n=6) foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 h com temperatura controlada com comida e dgua ad

libitum®®. Para avaliar o efeito in vivo, a amostra de Co3)Cres)Tawo) foi desintegrada e

2> DMEM high glucose, Capricorn, ref: 150763

26 BNB, ref: 150023

27 Capricorn, ref:150772

2 O estudo em animais foi conduzido seguindo as diretrizes éticas da International Association for the Study of
Pain e aprovado pelo Institutional Animal Care and Use Internal Review Board (licenca n. CEUA LW-43/14)
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administrada intra-articularmente (i.a.) até a concentragdo final de 25 uLL em animais saudéaveis
ou com inflamagdo articular induzida por Zymosan ». A inflamacao articular foi induzida por
injecdo i.a. de Zymosan (500 pg/cavidade) que foi diluida em solugdo salina estéril para um
volume final de 25 uL. Os animais de controle receberam, i.a., injec¢cdes de volumes iguais de
solugdo salina estéril. O inchago da articulac¢ao do joelho foi avaliado medindo-se os diametros
transversais de cada articulagdo do joelho usando paquimetros digitais (Digmatic Caliper,
Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japao).

Os valores da espessura articular do joelho foram expressos em milimetros como a
diferenga do diametro articular do joelho antes e apds a inducdo da inflamagao articular. Apos
24 h da inducdo da inflamagao articular, os camundongos foram eutanasiados com excesso de
anestésico (pentobarbital sodico 3 % - Hypnol). As cavidades sinoviais do joelho foram lavadas
com 300 uL de PBS contendo EDTA (10 mM). As contagens totais de leucdcitos ' foram
realizadas em um contador automatico de particulas (Coulter Z2, Beckman Coulter Inc., Brea,
CA, EUA). As contagens celulares diferenciais foram realizadas sob microscopia de luz
(1000x) usando esfregagos de cytospin (Cytospin 3, Shandon Inc., Pittsburgh, PA, EUA)
corados de acordo com o método de May-Grunwald-Giemsa. As contagens foram relatadas
como numero de células por cavidade (x10°).

Os niveis de IL-18 e IL-6 * foram quantificados nas lavagens da articula¢ao do joelho
48 h apods a injecdo de Zymosan. O ensaio imunoenzimatico sanduiche (do inglés Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA)* foi realizado usando protocolos fornecidos pelos
fabricantes (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Os resultados sdo expressos em
picograma por mililitro (pg/mL). Os resultados sdo apresentados como média * (erro padrao)
SE e foram analisados estatisticamente por meio de andlise de variancia (Analysis of variance
- ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls-Student. Todos os testes foram realizados no
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Valores de p** < 0,05 foram

considerados significativos.

29 Reagente formado por paredes de levedura, utilizado para simular inflamagéo artritica

30 Acido etileno diamino Tetra-Acético (do inglés Ethylenediaminetetraacetic — EDTA)

31 Grupo de células que protege o organismo contra infecgdes

32 Tipos de interleucinas produzidas por células do sistema imunologico, regulam a resposta imune do organismo
33 Teste de laboratorio que detecta a presenga de substincias especificas em amostras bioldgicas

34 Probabilidade de observar uma estatistica de interesse igual ou mais extrema que a observada nos dados
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4.7 Técnicas de caracterizacio

4.7.1 Difragdo de Raios X

Os padroes de difragdo de raios X das amostras foram obtidos em amostras em formato
bulk a temperatura ambiente. O difratdmetro (D8 Advance, Bruker) com radiacdo Cu Ka (A=
1,5406 A), tensdo 40 kV, corrente de 40 mA e detector linear (LynxEye) foi utilizado para
obtencao do difratograma no intervalo (20) de 20 a 100°, em passo angular de 0,02° e tempo de
contagem 1 s por passo. As medidas foram realizadas em quatro angulos azimutais, 0, 40, 90 e
140°, em vista das possiveis orientagdes preferenciais presentes nas amostras em bulk. Entre os
difratogramas obtidos, selecionou-se aquele que apresentava o maior nimero de picos
cristalograficos para analise. A base de dados cristalograficos Inorganic Crystal Structure

Database (ICSD) foi utilizada para identificacdo das estruturas cristalinas.

4.7.2 Espectroscopia Raman

Os espectros vibracionais das amostras foram registrados a temperatura ambiente
utilizando um Espectrometro Raman (Horiba, T64000), equipado com um laser de
comprimento de onda de 532 nm. As medidas foram realizadas na faixa espectral de 70 a 1500

cm’!, com tempo de aquisi¢do de 30 s e 3 acumulagdes por ponto.

4.7.3 Microdureza Vickers

A resisténcia das amostras a deformagao plastica localizada foi avaliada por meio do
ensaio de Microdureza Vickers. Utilizou-se um microdurometro (Shimadzu, HMV-2T)
equipado com um penetrador de diamante piramidal de base quadrada. O valor de dureza
Vickers (HV) foi calculado conforme a Equagdo 15, que determina o quociente entre a carga
aplicada (F - kgf) e a drea de impressdo (d*> — mm?). Para cada amostra, foram realizadas 10
indentagdes em regides espacadas (o dobro da diagonal de indentagdo), aplicando-se uma carga
de 0,5 kgf (que corresponde a 4,9 N) com um tempo de permanéncia de 15 s. A média e o
desvio padrao amostral (SD) foram calculados a partir do conjunto de dados. As diferencas
entre as médias foram analisadas estatisticamente por meio da ANOVA, seguida de teste Tukey,

considerando valores de p < 0,05 significativos.
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1,8544

HV = =

X 100, Equacao 15

4.7.4 Polariza¢do Potenciodinamica e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

O comportamento corrosivo das amostras foi avaliado através de medigoes
eletroquimicas utilizando um potenciostato/galvanostato (Autolab, PGSTAT30). Para o
preparo da amostra, foi embutida em resina ep6xi, lixada e polida. Para evitar que as solugdes
aquosas utilizadas nos testes de corrosao penetrassem nos poros da resina e causassem corrosao
em fresta, a amostra foi revestida com esmalte, deixando uma area exposta média de 0,32 cm?
para os testes. A coleta de dados e medi¢dao da taxa de corrosdo foi facilitada pelo sofiware
Nova 2.1.4. a 25°C.

Para os testes de Polarizagdo potenciodinamica (PDP) e Espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS), uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos foi empregada. O
eletrodo de platina serviu como contraeletrodo, enquanto um eletrodo de prata/cloreto de prata
(Ag(s)/AgCl(s), KCI saturado) foi usado como eletrodo de referéncia. As amostras atuaram
como eletrodo de trabalho. Foram utilizados dois eletrolitos, solugao fisioldgica (9 g/L NaCl) e
SBF, a fim de simularem a concentracao ionica do plasma sanguineo. Antes de cada teste, as
amostras foram imersas no eletrélito por aproximadamente 30 minutos para estabilizagdo no
potencial de circuito aberto (OCP). Nos testes de PDP, a faixa de varredura de tensdo comegou
de -0,1V a +2,0V em relacao ao OCP, com uma taxa de varredura de 1 mV/s. Os testes foram
concluidos quando a densidade de corrente ultrapassou 1 mA/cm?. Para os testes EIS, uma
varredura de frequéncia foi realizada usando 51 pontos de dados cobrindo uma faixa de

frequéncia de 50 kHz a 10 mHz. Foi utilizada uma onda senoidal com amplitude de 15 mV.

4.7.5 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Raios X por Dispersdo em

Energia

As informacdes sobre a morfologia e composi¢do quimica das amostras foram obtidas
por Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia de raios X por dispersao em
energia (EDS). Com o MEV (Evo, Zeiss), imagens com ampliagdes de até¢ 30k vezes foram
obtidas utilizando os detectores de elétrons secundérios e retroespalhados, enquanto com o EDS
(Bruker, XFlash 410M), adquiriu-se a distribuicdo dos elementos quimicos na superficie. A

quantificagdo da porcentagem da fase extra em relagdo a matriz das amostras foi realizada
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através da analise de contraste das imagens de MEV (trés imagens por amostra) utilizando o

software Imagel, seguindo a metodologia da binarizagdo e segmentagdo por limiar (threshold).

4.7.6 Microscopia de For¢a Atomica

Os dados foram obtidos com um AFM (Bruker, Multimode 8) equipado com uma
controladora Nanoscope V. As medidas foram realizadas em dois modos operacionais distintos:
o modo de Propriedades Nanomecanicas Quantitativas (QNM) para obter informagodes de
rugosidade, assimetria e area, e 0 modo Microscopia de For¢a com Sonda Kelvin (KPFM) para
detecgdo do potencial de superficie e fungao trabalho. No modo QNM, a sonda oscila e toca a
superficie de forma intermitente durante a varredura. A cada contato, registra a interagdo entre
a ponta e a amostra por meio de uma curva de forga (Figura 8), a partir da qual sdo extraidas
caracteristicas mecanicas da superficie do material [180]. No modo KPFM, a medi¢do ocorre
em dois passos. Primeiro, a topografia é detectada em contato intermitente. Em seguida, a sonda
¢ elevada e, durante um segundo passo sobre a mesma linha, um potencial elétrico oscilante ¢
aplicado entre a ponta e a amostra. Um circuito de feedback ajusta um potencial continuo para
anular as forgas eletrostaticas; este potencial ¢ uma medida direta da diferenga de potencial de
contato (Figura 9), que esta relacionada a func¢ao trabalho da superficie do material [153,166].

No modo QNM, utilizou-se uma sonda de Si (Bruker, Scanasyst Air) com constante de
mola de 0,4 N/m, enquanto no modo KPFM empregou-se uma sonda de Si (Bruker, PFQNE-
AL) com constante de mola 0,8 N/m e altura de elevacao de 70 nm. Os mapas foram adquiridos
com resolugdo de 256 x 256 pixels e frequéncia de varredura de 1 KHz. O pré-processamento
dos dados (remoc¢ao de fundo polinomial e o alinhamento de linhas) foi realizado no software
Gwyddion. A conversdo dos dados brutos de potencial em fungdo trabalho sdo detalhados no
Apéndice A. Todas as medigdes foram conduzidas em condi¢des ambientais controladas, com

temperatura em 25 °C e umidade relativa em 50 %, aproximadamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo apresenta e discute os resultados das amostras da série de ligas metélicas
Com2-xCreg)Tax) (x=0, 3, 6 € 9 % m/m), organizados em trés topicos: 5.1 Propriedades de bulk
e de superficie das ligas, incluindo andlise estrutural (cristalina e microestrutural), microdureza,
potencial de superficie, corrosdo em fluido corporal, nucleacdo de fosfato de calcio e resposta
inflamatoéria; 5.2 Modificagdo de superficie da liga Co72)Cres) por anodizagao, contendo a
analise estrutural e morfoldgica de superficie; e 5.3 Caracterizacao de superficie da série de
ligas anodizadas, abrangendo andlise estrutural (cristalina e microestrutural), morfologica,
molhabilidade e viabilidade celular. A discussdo correlaciona as propriedades fisicas, quimicas

e bioldgicas para potencial aplicacdo biomédica das ligas com e sem modificacdo de superficie.

5.1 Propriedades de bulk e de superficie das ligas

5.1.1 Estrutura cristalina

A andlise da estrutura cristalina das amostras obtida por DRX (Figura 15) mostrou que
a composi¢do quimica e a condi¢ao de resfriamento escolhidos propiciaram a formacgao de um
sistema heterogéneo. A estrutura ¢ descrita pelas fases eéCo com estrutura hexagonal compacta
e grupo espacial P6zsmmc (ICSD n° 44990) [181], aCo com estrutura cubica de face centrada e
grupo espacial Fm-3m (ICSD n° 53805) [182] e TaCo> com estrutura hexagonal compacta e
grupo espacial P6smmc (ICSD n°® 625333) [183]. Observa-se que a fase TaCo; surge a medida
em que hd o aumento da concentragdo de Ta na amostra a base de Co-Cr, segundo o surgimento
de picos desta fase a partir da amostra Co6)Cr28)Ta) € aumento na intensidade de picos nas
regides de fases €Co e aCo.

Os difratogramas da série de amostras (Figura 15) e os diagramas de fases dos sistemas
Co-Cr e Co-Ta [184] indicam que o Cr entra em solu¢do so6lida na rede do Co, enquanto o Ta
forma uma nova fase por estar acima do limite de solubilidade dos al6tropos do Co. A presenca
simultanea das fases ¢Co e aCo sugere que o resfriamento ndo foi rapido o suficiente para
suprimir completamente a transformacao alotropica do Co, resultando em uma microestrutura
com os dois alotropos. Enquanto isso, a fase TaCo> € um composto intermetalico chamado de
fase de Laves (estequiometria AB») que se forma quando a razdo entre os raios atomicos se

encontra na faixa de 1,05 e 1,67 [185], neste caso de 1,1. Estudo prévio [85] mostrou que
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concentragdes de Ta acima de 4 % m/m em ligas a base de Co-Cr-W induzem a precipitag¢ao da

fase Laves aqui observada.
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Figura 15. Padrdes de difracfo de raios X das amostras sem modificacio de superficie: os graficos com barras

representam as fases cristalograficas €Co, aCo e TaCo, presentes nas amostras Co72)Crs), Co9)CresTas),

Co66)Crs)Tae) € Coe3)Cres)Ta). O simbolo de tridngulo representa os picos da fase TaCo,.

5.1.2 Microestrutura

A analise da microestrutura usando MEV (Figura 16), mostra um padrdo com alto
contraste que surge a medida que o Ta ¢ inserido na matriz de Co-Cr. Efeitos de composicdo e
topografia ndo sdo esperados no contraste observado na imagem de MEV, sugere-se neste caso
a influéncia da diferenca de tensdo na superficie da liga devido a sensibilidade que a emissao
de elétrons secundarios possui em relagcdo este parametro [186]. Na subsecao 5.1.4 este tema
sera abordado por meio da analise do potencial por KPFM. Mapas composicionais e espectros
EDS (Figura 17) indicam que as regides de alto contraste sdo ricas em Co e Ta e as de baixo
contraste ricas em Co e Cr com alguma porg¢ao de Ta.
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(a) C0(72)Cf(28) (b) C0(69)Cr (28)Ta(3)

(€) CoreCriagyTae) (d) Cog3Criogy Ta,

Figura 16. Micrografia eletrénica de varredura: (a) Co72)Crs), (b) Co9)Creg)Tag), (¢) CowsCres)Tae) € (d)

Co63)Crs)Tage) (magnificacdo de 2 kx, detector de elétrons secundarios).
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Figura 17. Informacdes morfologica e elementar da superficie: micrografia obtida por MEV, mapas

composicionais e pontos 1-8 descritos pelo EDS de (a) Co72)Crs), (b) Coo)Crs)Tam), (¢) CowsCres)Tae) e (d)

Co63)Crs)Tag) (magnificacdo de 12 kx, detector de elétrons secundarios).
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Esta ¢ uma microestrutura que apresenta desvio da distribui¢cao uniforme dos elementos
quimicos da liga, gerando a separacdo dos elementos em diferentes regides no estado soélido,
tipica de ligas fundidas [187], nomeada de dendritica. Neste trabalho, a matriz metalica como
regido interdendritica ¢ formada majoritariamente pelos elementos Co e Cr, portanto contém os
alotropos do Co (eCo e aCo), enquanto as regides dendriticas sdo ricas em Co e Ta, o que revela
que sdo constituidas pela fase de Laves (TaCoz). Embora o DRX tenha detectado a fase TaCo»
apenas a partir da amostra Cowe)CresyTaes, o MEV/EDS indica sua presenca ja em
Co69)CresyTag). A porcentagem da fase TaCo, foi calculada em relagdo a matriz Co-Cr (eCo e

aCo) utilizando o software ImagelJ (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de fase TaCo, em relagdo a matriz Co-Cr (¢Co e aCo).

Amostra Fase Porcentagem da fase (média + SE)
Co72)Cr(2s) R
Coe9)Cres Taa) 1,3+ 0,4

TaCoz
Coe6)Cr28)Tas) 3,7+ 0,4
Co3)Cres)Tag) 12,9 + 0,7

A porcentagem da fase TaCo:. aumentou significativamente com o teor de Ta nas
amostras, passando de 1,3 % (Co9)CresyTas)) para 12,9% (Coe3)Cres)Ta)). Esta tendéncia
nao-linear e baixos erros padrao (< 0,7%), estdo condizentes com a baixa solubilidade do Ta na
matriz de Co-Cr. A auséncia de picos de TaCo2 no DRX da liga Co9)Cr2s)Ta3), apesar da sua
deteccao por MEV/EDS (1,3%), acontece possivelmente devido a sua baixa porcentagem na
amostra, abaixo do limite de detec¢ao do DRX (~2% em volume) [188].

Espera-se que a segregacao tenha ocorrido desta maneira devido a dois motivos: (1)
limite de solubilidade dos elementos Cr e Ta nos alotropos do Co, conforme visto no DRX
(Figura 15); (i1) diferencas nas temperaturas de fusdo dos elementos (Co: 1.495 °C, Cr: 1.907
°C e Ta: 3020 °C), sendo o Ta o de maior ponto de fusdo cristalizando nos estagios iniciais da
solidificacdo. Esta tltima causa foi utilizada em outras pesquisas [189—191] para explicar a
segregacao de elementos com ponto de fusdo mais alto em ligas metélicas fundidas. A exemplo
no setor biomédico, a liga Co-Cr-Mo (F75), regulamentada pela ASTM e amplamente utilizada

como implante ortopédico, apresenta este tipo de estrutura dendritica [192].
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5.1.3 Microdureza Vickers

A resisténcia a deformacao plastica localizada para a série de amostras foi obtida por
Microdureza Vickers (Figura 18). Observa-se que a Microdureza aumentou a medida que o Ta
foi inserido na matriz Co-Cr, com valores médios e desvios padrdes de 263 £ 20 (Co(72)Cr(2s)),
305 £ 18 (Cow9)CresyTag)), 353 £ 19 (Cows)CresyTae)) e 466 £27 HVO0,5 (Co3)Cres)Ta)). O
comportamento desta propriedade obedece a uma fungao polinomial (y =267 + 5x + 2x? R? =
0,99) para a dureza em fungdo da concentracao de Ta. Outras ligas a base de Co utilizadas no
setor biomédico, como F75 e F90, apresentam microdureza em uma faixa de 300 a 400 HV [8].

O alto valor de dureza ¢ um indicio da presenca de diferentes elementos liga e de
estruturas cristalinas compactas e distintas na liga, enquanto a tendéncia de aumento esta de
acordo com o aumento do composto intermetalico TaCo» (Tabela 3). Este tipo de estrutura,
fases de Laves, ¢ comumente utilizado no refor¢o de materiais estruturais [193]. Além disso,
foi observado que um aumento na dureza pode elevar a resisténcia ao desgaste do material
metalico [194], resposta significativa para materiais que entram em contato com solugdes

agressivas, como fluido corporal.

525
] Lo d

500 4 Fit polinomial

1 y=267+ 5x +2x2 T

~ 4754 Rr2= 0.99

225 I I I I
ComyCros  CounCranTan  CogCraoglag  CogyCroglag,

Figura 18. Resisténcia a deformacio plastica localizada por Microdureza Vickers: As esferas informam o
valor médio, a linha vermelha indica o ajuste polinomial, enquanto as barras sdo os desvios padrdes para as
amostras Co(72)Cr(s), Co9)Cr2s)Tag), Cowes)CrisyTae) € Coe3)Cres)Taw). As médias que ndo partilham uma letra

sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

41



5.1.4 Potencial de superficie e seu efeito na corrosdo

A distribui¢do do potencial nas superficies das amostras foi obtida por KPFM (Figura
19). Os mapas de altura (Figura 19-a-d) revelam superficies em escala nanométrica com a
presenga de resquicios de particulas da pasta utilizada no polimento, enquanto os mapas de
potencial (Figura 19-e-h) mostram que a distribui¢do ndo tem relagdo com as topografias das
amostras e sim com a morfologia identificada inicialmente por MEV (Figura 16). As posi¢des
dos perfis de linha (Figura 19-i-1) indicam as regides com a presenca da fase TaCo> e a diferenca
de potencial relativa (AP1.;) entre estas regides e a matriz Co-Cr. As diferencas estrutural e

composicional entre fases adjacentes originam diferengas de potencial local.
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Figura 19. Topografia, potencial e posicdo do perfil: (a) Co72Cres), (b) CowCres)Tag), (c) Cows)CresyTag) €
(d) Coe3)Cres Tao).
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Os resultados mostram uma relacdo direta das imagens de MEV no modo de elétrons
secundarios com a mudanga de potencial por KPFM para todas as amostras. Na amostra
Co2)Cr28), que apresenta distribuicdo uniforme dos elementos (Figura 20-a), o mapa de
potencial também ¢ uniforme (Figura 20-b). Em contraste, a amostra Co3)Creg)Ta), a
segregacao de fases ¢ refletida tanto no contraste heterogéneo do MEV (Figura 20-c) quanto no
mapa de KPFM (Figura 20-d). Esta relagdo foi possivel devido a sensibilidade da emissao dos
elétrons secundarios aos potenciais elétricos locais. Um condutor emite mais elétrons
secundarios, resultando em um contraste de luz. Quando com tensao positiva, o condutor emite
menos elétrons resultando em um contraste escuro, enquanto com tensdo negativa emite mais

elétrons gerando regides com contrastes claros [186,195].

(@) C0(72)Cr(28)

20mV

-460 mV

Imagem de MEV 10 um Potencial 10 pm

( SR AR d
©) CogyCragTag s | @

500 mV

-400 mV

Imagem de MEV 10 um Potencial 10 pm
Figura 20. Comparacio entre morfologia e o potencial da superficie das amostras Co2Cres) e
Co63)Cres)Taw): (a-c) Imagens de MEV no modo SE e (b-d) mapas de potencial por KPFM, com varreduras de

50 x 50 um. Estas imagens ndo correspondem as mesmas regides, mas sim as mesmas amostras.

Observa-se que as diferencas de potenciais relativos (AP.2) entre a fase TaCo» e a matriz
Co-Cr medidas para os mapas da Figura 19 aumentam a medida que o Ta precipita na estrutura.
Estas diferengas correspondem a regides caracterizadas pela segregacdo dos elementos

quimicos da liga. A fim de conhecer a tendéncia deste dado ao longo das superficies das
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amostras, 30 regides como estas foram medidas e obteve-se um valor médio da diferenga dos
potenciais locais para cada amostra (Figura 21). Para a amostra Co;72)Cr(2g8) foram medidas
regides aleatorias devido a sua homogeneidade. Vé-se que a AP aumentou a medida em que o
Ta foi inserido na matriz Co-Cr, com valores médios e desvios padrdes de 43 £ 27 (Co72)Cr2s)),
99 + 31 (Co9)Cres)Tag)), 217 = 59 (Cowe)CresyTae)) e 687 £ 73 mV (Coe3)Cres)Taw). O
comportamento desta propriedade obedece a uma fungao polinomial (y =48 — 17x + 9x?, R? =
0,98) para AP em funcdo da concentra¢do de Ta. A mesma tendéncia e comportamento nao
linear foram observados para medidas de Microdureza Vickers, ambos os dados estdo

relacionados ao aumento do composto intermetalico TaCo» (Tabela 3).
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Figura 21. Diferenca de potencial entre a fase TaCo: e matriz Co-Cr. As esferas informam o valor médio, a
linha vermelha indica o ajuste polinomial, enquanto as barras sdo os desvios padrdes para as amostras Co72)Cr(2s),
Cos9)Crs)Tag), CoeeCresyTae) e Cowe3)CresyTaw). As médias que ndo partilham uma letra sdo significativamente

diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para interpretar os valores de potencial além do método de perfil de linha convencional
(Figura 19-i-1, Figura 21), foi obtida a distribui¢do da funcdo trabalho para 30 mapas de cada

amostra (Figura 22). A comparagdo entre a amostra Co2)Creg) € as demais, com adigdo
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crescente de Ta, revela novamente que a segregacao do Ta na matriz Co-Cr afetou, neste caso,
a fun¢do trabalho. Além de aumentar seu valor, tornou-se heterogénea, de modo que os ajustes
foram realizados com até trés curvas gaussianas. A excecao foi a amostra Cos)Cr28)Tac), que
apesar da segregacdo elementar apresenta distribui¢do uniforme como em Co72)Cr(2g). Isso
sugere que esta concentracdo (6 % m/m Ta) pode representar o limite para se obter uma
distribuicdo uniforme da funcdo trabalho na presenc¢a de segregacdo elementar. Espera-se que
a dispersdo dos dados esteja associada a sensibilidade da funcao trabalho a caracteristicas como

a orientagdo cristalografica, o tipo de estrutura cristalina e possiveis defeitos.
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Figura 22. Distribuiciio da funcio trabalho ajustada com func¢des Gaussianas: (a) Co(72)Cres) (R*=0,99), (b)
C0(69)Cr(2g)Ta(3) (R2 = 0,99), (C) C0(66)CI'(28)T3(6) (R2 = 0,97) & (d) C0(63)Cr(23)Ta(9) (R2 = 0,99). Os mapas de

Potencial

potenciais a direita sdo representativos de um grupo de 30 mapas para cada amostra.

Os dados de potencial obtidos por KPFM tém sido uteis no estudo de corrosao localizada

e atividades galvanicas em escala de micrometros a nanometros [153]. Variagdes no potencial
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entre intermetalicos e a matriz sdo reconhecidas como fatores criticos que influenciam o
desempenho da corrosdo [152,196]. Além disso, ¢ natural pensar que regides com menores
valores de potencial, associados a menores valores de fungao trabalho, sao regides onde uma
menor quantidade de energia pode extrair elétrons dessa superficie, sugerindo areas mais
suscetiveis a corrosdo. Essa ideia sugere que regides que apresentam potencial positivo atuam
como um catodo (matriz Co-Cr), pois sdo regides geradas a partir de cargas elétricas positivas
e tenderdo a emitir menos elétrons, como sugerido para a formacao de imagens SEM no modo
SE. O oposto ¢ observado para regides com potencial negativo, que devem atuar como anodo
(fase TaCo2) durante um processo de corrosao, pois sao geradas por cargas elétricas negativas,
emitindo mais elétrons.

A fim de avaliar esta hipotese, as amostras foram submetidas ao teste metalografico com
etilenoglicol e acido sulftrico por 1 minuto (Figura 23). Apos o teste, a superficie revelou
estruturas projetadas (altura ~ 300 nm), remontando a morfologia a fase TaCo,, enquanto a
matriz Co-Cr apresentou dissolugao seletiva (Figura 23-b-d). Além disso, com o ataque acido
observou-se a formagdo de poros assinalados pelas setas na Figura 23-e. O teor relativamente

maior de Ta nos precipitados de Laves e o menor teor na matriz Co-Cr originaram células

microgalvanicas.
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Figura 23. Efeito da metalografia com acido por 1 min na superficie: topografia em trés dimensoes de (a)
Co72)Cr2s), (b) Co(s9)CresTag), (¢) Cows)CresTae), (d) Cowrs)Cres)Taw e (e) respectivas posicdes dos perfis de

linhas azuis. As setas indicam a posi¢ao de buracos na matriz Co-Cr.
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Curiosamente, estes resultados contradizem a expectativa inicial derivada do KPFM,
que implicava corrosdo da fase TaCo> devido ao seu potencial negativo. Porém, vale ressaltar
que a literatura [197—-199] ja relatou anteriormente uma mudanga na polaridade dos potenciais,
fendmeno justificado por variagdes no ambiente de medicao. Especificamente, as medig¢des
realizadas no ar podem nao estar diretamente correlacionadas com a reatividade do material em
solugdo, como evidenciado pelos resultados deste estudo. Davis et al., [171] mostraram que fase
de maior potencial e, portanto, mais nobre, foi atacada preferencialmente durante teste de
corrosao forgado.

Assim, a natureza catddica (maior nobreza) das regides ricas na fase TaCo» foi
confirmada através de medidas de potencial (Figura 19) combinadas com medidas topograficas
pos-ataque metalografico em solucgdo acida (Figura 23). A resisténcia a corrosdo do Ta metalico
contra varios metais e ligas (por exemplo, Au < acos < Co-Cr < Ti-6Al-4V < Ti < Nidbio < Ta)
[200] ja foi relatado na literatura. Converge com as informagdes obtidas neste estudo para a fase
TaCo2 dispersa na matriz Co-Cr (fases €Co e aCo). Estudos revelam que a resisténcia a corrosao
do Ta estd associada a formacdo de uma camada de Ta»Os [93,201,202]. De forma geral,
combinou-se as imagens Opticas aos mapas topograficos e de potencial da amostra

Co63)Cr2s)Ta(9) antes e apos ataque metalografico, conforme Figura 24.

Antes da metalografia
(a) CO(ﬁS)Cr(zs)Ta(g) 4
=> Diferenca de
potencial:
| —— 687 +

73 mV
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Figura 24. Caracteristicas topografica e de potencial da amostra Co3)Cres)Tao) antes e apos metalografia

com acido por 1 min: (a,d) Imagem optica, (b,e,f,h) mapa topografico e (c,g,i) mapa de potencial.
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Antes da metalografia, a superficie ¢ definida por linhas de polimento (Figura 24-b) e
por regides de potencial positivo e negativo (Figura 24-c) ndo relacionadas a topografia. Apos
a técnica, regides de potencial negativo (TaCo2) sdo projetadas da superficie, enquanto aquelas
de potencial positivo (Co-Cr) sdao submetidas a dissolugdo (Figura 24-¢). As informacgdes
também sdo reveladas pelas imagens oticas (Figura 24-a,d), onde as fases TaCo> e Co-Cr
apresentam contrastes claros e escuros, respectivamente. Além disso, foi observada formagao
de estruturas nessas regides apos a corrosao, na forma de particulas para TaCo, (Figura 24-f) e
poros para Co-Cr (Figura 24-h), ambos com potencial uniforme (Figura 24-g,i). O surgimento

destas estruturas motivou o estudo de anodizacdo nas amostras (Subsecdes 5.2 e 5.3).

5.1.5 Corrosdo em fluido corporal

Dentre as amostras da série de ligas, selecionou-se a Cos3)Cr2g)Ta9) para analise da
corrosdo por ter a maior concentracdo de Ta e, portanto, ser a condi¢cdo mais critica da série
(maior porcentagem de fase extra e diferenga de potencial local).

O comportamento eletroquimico da amostra Co(3)Cr28)Ta(9) foi avaliado em solugdes
de NaCl e SBF por meio de curvas de Polarizagdo Potenciodinamica (PDP) e Impedancia
Eletroquimica (EIS), conforme Figura 25 e descricdo na Tabela 4. Pode-se observar que o
potencial de corrosdo (Ecorr) da amostra apresentou valor médio igual em ambos os meios (-
0,21 V), com passivacdo consideravel apenas em SBF e potencial de ruptura mais nobre (Ep)
neste meio quando comparado ao NaCl. A taxa de corrosdo que indica a velocidade de desgaste
da superficie metélica apresentou maior valor médio em SBF (2,56 x 10 mm/ano) do que em
NaCl (3,03 x 10 mm/ano), indicando que, a longo prazo, o SBF ¢é o meio mais severo, o que
pode ser atribuido a sua alta concentragao de espécies i0nicas. Imagens Opticas apos a corrosao
(Figura 25-d,e) mostram que a superficie apresentou dissolucdo seletiva, conforme previsto
pelas medidas de KPFM (Figura 19) e observado em técnica de metalografia (Figura 23).
Apesar da segregacao da liga, ambas as taxas sdo aceitdveis para implantes de biomateriais
metélicos (10 mm/ano) [203]. Notavelmente, a liga desenvolvida neste estudo apresentou um
Ecorr mais nobre (-0,21 V) quando comparada a liga Co-Cr-Mo-Ni (-0,66 V) em NaCl (9 g/L)
[204] e semelhante ao da liga Vitallium, Co-Cr-Mo, (-0,21 V) em SBF [205].

48



10" 10"
102 NaClOg/L) (a) e SBF (b)
— A -_— Al
107 ——A2 10°] ==A2
— L =A3
- 1044 A3 10
-5 -5 ]
E 10 10
< 101 104
S’
.- 10.7_ 10_7.
1074 10°1
1071 1071
10710 . . I 10710 ' ' !
04 00 04 08 12 04 00 04 0.8 12
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/Ag(Cl)
4x10°
SBF (¢)
| 0 @ 00 J?
L~ 3%107] m=A2 e 9
s - A3 @99
S Y 4
C: :
A 2x10°1 5 Q
N.E @
v1x10°4 .:P
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10°
Zg (Qem?)

Figura 25. Comportamento eletroquimico da amostra Co3)Cres)Tao) em NaCl (9 g/L) e SBF. Micrografia
otica ap0s testes eletroquimicos em (d) NaCl (9 g/L) e (e) SBF. (a, b) Curvas de polarizacdo potenciodindmica e

(c) diagrama de Nyquist, descrito pela impedancia imaginaria (Zim) versus real (Zr).

Tabela 4. Potencial de corrosao (Ecorr), corrente de corrosio (Icorr), potencial de ruptura (Ep) e taxa de corroséo

para CO(63)Cr(23)Ta(9) em NaCl e SBF.

Eletrolito L Leorr Eb Taxa de corrosio
(V vs Ag/AgCl) (A/cm?) (V vs Ag/AgCl) (mm/ano)
Al -0,22 1,28 x 10°® 0,70 3.19x 10 -5
A2 20,19 6,46 x 10 0,72 285% 10
NaCl A3 -0,21 7,06 x10 8 0,71 3,04x 107
Media -0,21 493 x10 % 0,71 3,03x10°
SD 0,02 3,18 x10 0,01 1,70 x 10 6
Al 20,20 2,10x 107 0,94 298 x 10
A2 -0,20 2,87 x 107 0,93 270 % 10
SBF A3 -0,22 7,56 x10 7 0,91 2,01x10*
Media -0,21 4,18 x10 7 0,93 2,56x 10
SD 0,01 2,96 x10 7 0,02 4,99 x 10

Observagdo: Amostras em triplicata (A1, A2 e A3); Desvio padrdo (SD).
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A técnica de EIS revelou que o arco capacitivo apresenta resisténcia aos processos de
troca de carga, pois o arco ndo foi completado, terminando em 377 kQ.cm?. Esta resisténcia ¢
compativel com a observada nos resultados de PDP em SBF. Pode-se inferir que a alta
resisténcia a corrosdo na liga Cos3)Cr2s)Ta(9) pode ser atribuida a formagao de Cr,Os3 a partir
da matriz de Co-Cr e 6xido de tantalo a partir da fase secundaria de TaCo». Estudos anteriores
destacaram a resisténcia a corrosdo conferida por 6xidos de cromo em ligas a base de Co-Cr
[206] e Oxidos de tantalo em ligas a base de Ta, como Ta>Os [202] e CrTaO4 [84].

Os resultados sugerem que a diferenca de potencial entre as fases da liga foi responsavel
pela corrosdo localizada na superficie, mas que ndo impediu que a liga apresentasse uma taxa
de corrosdo aceitavel para implantes biomédicos. Respostas benéficas a uma diferenca de
potencial foram observadas antes, de acordo com a formagao de uma pelicula passiva espessa
em uma liga metalica [207], como também observado aqui na passivacdo da superficie da
amostra em SBF. Espera-se que os constituintes da liga, Cr e Ta, tenham sido os fatores
decisivos na corrosdo semelhante a outras ligas ja estabelecidas no campo biomédico. Além
disso, como as regides ricas em TaCo, aumentam o potencial eletroquimico global da amostra,
por serem mais nobres que a matriz, e possuem porcentagem de fase maior na série de amostras
conforme o acréscimo de Ta (Tabela 3), espera-se que a Cos3)Crs)Ta9) seja a com menor taxa

de corrosao.

5.1.6 Nucleacdo de fosfato de calcio

A superficie das amostras apds imersao em SBF foi caracterizada por DRX (Figura 26)
e observou-se o surgimento de picos indicados por simbolos (3%, O e O), além das fases

presentes no bulk (¢Co, aCo e TaCo»). A andlise sugere que 0s novos picos correspondem ao
cloreto de so6dio (NaCl) com estrutura cubica e grupo espacial Fm-3m (ICSD n° 29929) [208]
e aos fosfatos de calcio conhecidos por pirofosfato de célcio (CaP207) com estrutura tetragonal
e grupo espacial P41 (ICSD n°® 14313) [209] e por hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) com
estrutura hexagonal e grupo espacial P63m (ICSD n° 24240) [210]. Embora o pico em 31,7°
(20) presente em todas as amostras seja caracteristico de cloreto de sodio, ndo se pode descartar
a possivel presenca de hidroxiapatita, uma vez que seu principal pico também ocorre préximo
a essa posicdo (~31,8°). Além disso, a possivel formacdo de pirofosfato de calcio,

principalmente na amostra Cos)Cr2s)Tae), € de interesse neste estudo em vista da sua
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relevancia bioldgica ao apresentar propriedades bioativas e ndo-toxicas [211], além de ser

considerado como precursor da hidroxiapatita durante o processo de formagao dssea [212].
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Figura 26. Padrées de difracido de raios X das amostras apdés imersio em SBF: os graficos com barras

representam as fases €Co, aCo e TaCo,, enquanto os simbolos representam as estruturas de NaCl, Ca,P,07 ¢

Calo(PO4)6(OH)2 presentes nas amostras C0(72)C1‘(23) - CO(59)CI‘(28)Ta(3) - CO(aG)CI‘(zg)Ta(G) -€ C0(63)CI'(28)T8.(9) - SBF.

A superficie da série de amostras apos imersdo em SBF caracterizada por MEV (Figura
27) apresenta a formagao de esferoides, enquanto em Cos3)Cr28)Ta(9) 0 surgimento de estruturas
compactas, ambos distribuidos de forma irregular. Nota-se que os esferoides diminuem a
medida que a concentracdo de Ta aumenta nas amostras, até a formagdo das estruturas de alto
contraste na amostra com maior concentragao de Ta (Co3)Crs)Ta()). Nas medidas de EDS,
observa-se que os esferoides tém como elementos principais o fosforo (P) e o calcio (Ca)
(Figura 28), enquanto as estruturas compactas tém os elementos sddio (Na) e cloro (Cl) (Figura
29), corroborando com o DRX que indicou a formagao de fosfato de calcio e NaCl apds imersao
das amostras em SBF. Além destas estruturas, vé-se que ha distribui¢dao dos elementos Ca e P

como um filme nucleado na superficie nos pontos 1, 3, 5 e 7 (Figura 28).
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Figura 27. Micrografia eletronica de varredura (magnificacdo de 1 kx) das amostras apés imersio em SBF:

(a) CO(72)CI‘(28) ) (b) C0(69)C1‘(28)Ta(3) ) (C) CO(GG)CI‘(zg)Ta(G) - € (d) CO(63)CI‘(28)Ta(9) - SBF.
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Figura 28. Informac¢des morfolégicas e elementares da superficie (magnificaciao de 12 kx) das amostras apds
imersao em SBF: imagem da microestrutura de superficie, mapas composicionais e pontos 1-8 descritos pelo EDS

de (a) CO(72)CI‘(28) ) (b) C0(69)CI‘(28)Ta(3) =, (C) C0(66)Cr(2g)Ta(6) - € (d) C0(63)C1‘(28)Ta(9) - SBF.
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Figura 29. Informacées morfologicas e elementares da superficie (magnificacdo de 12 kx) da amostra de
Co3)Cres)Tae) apés imersdo em SBF: imagem da microestrutura de superficie, mapas composicionais e ponto

1 descritos pelo EDS.

A partir dos espectros de EDS foi possivel extrair a razdo Ca/P do fosfato de calcio
nucleado na superficie, na forma esferoide e filme (Tabela 5), ressaltando que o equipamento
nao foi calibrado para os elementos quimicos, levando em consideragao aqui as intensidades
relativas de Ca e P. O valor médio de Ca/P ~ 1,8 ndo condiz com o esperado caso seja o
pirofosfato de célcio (Ca/P = 1) ou hidroxiapatita (Ca/P = 1,67) [213], reforcando que estas ndo

sd0 as unicas fases de fosfato de calcio nucleado durante a interagdo das amostras com o SBF.

Tabela 5. Razdo Ca/P calculada a partir dos espectros de EDS das amostras ap6s imersao em SBF.

Razao Ca/P
Amostra
Filme Esferoide Valor médio
Co(72)Cr(28) - SBF 1,84 1,83 1,835
Co9)Cres)Tag) - SBF 1,84 1,83 1,835
Co6)Crs)Tags) - SBF 1,82 1,84 1,830
Co3)Cres)Tag) - SBF 1,84 1,86 1,85

Com a técnica de AFM, foi possivel medir as espessuras dos filmes (Figura 30) em 0,98
+ 0,07 pm (Co(72)Cr(28)), 0,46 £ 0,07 um (Co69)Cr28)Ta)), 1,33 £ 0,15 pm (Coe6)Cres)Tacs)) €
0,42 £ 0,09 um (Cos3)Cres)Ta9)). Os filmes apresentaram espessura em escala micrométrica,
mais espessas em Co(72)Crs) € de Coe6)Cr2s)Ta). Esta tendéncia mostra relagdo entre a
espessura do filme com a distribuicdo da funcdo trabalho da superficie das amostras (Figura
22). Amostras com distribuicdo de fungdo trabalho homogénea e valor médio crescente
(Co2)Cr28) € Cos6)Crs)Ta)) tém aumento da espessura do filme com diferenga estatistica,
enquanto amostras com fun¢do trabalho heterogénea e valor no mesmo range (Co9)Cr28)Ta)

e Co63)Cres)Ta(9)) tém menor espessura do filme e ndo possuem diferenca estatistica.

54



Ao comparar apenas as amostras com segregacdo de elementos (Co9)Cres)Ta),
Coe6)CresyTae) e Coe3)CresyTam), a maior espessura do filme ¢ observada para a
Co6)Cr28)Tacs) que possui distribuicao uniforme da funcdo trabalho, superando a Co(72)Cri2s),
mostrando que a adi¢do de Ta a liga Co72)Cr28) em 6 % m/m foi eficiente em melhorar a
nucleacgdo de fosfato de célcio além de promover distribui¢ao uniforme de fung¢do trabalho.
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Figura 30. Espessuras dos filmes nucleados sobre as amostras ap6s imersiao em SBF por 28 dias: As esferas
informam o valor médio e as barras sdo os desvios padrdes para as amostras Co2)Creg), Co9)CregTag),
Co6)Crs)Tae) € Co3)CresyTam). As médias que ndo partilham uma letra s@o significativamente diferentes pelo

teste de Tukey (p<0,05).

5.1.7 Formagado de edema e migragdo de leucocito

Analisou-se a resposta inflamatoria causada pela amostra Cos3)CresyTa) em um
modelo de artrite induzida por Zymosan em camundongos C57BL/6. O reagente Zymosan ¢
amplamente utilizado para induzir inflamacao articular [214], caracterizada por edema local e
recrutamento de leucdcitos para a cavidade sinovial. A amostra Cos3)Cr28)Ta(9) foi escolhida
para analise por representar o extremo superior de concentracdo de Ta na série estudada,
enquanto a amostra de Co-Cr, como extremo inferior, ¢ reportada na literatura [215] como

sendo segura para uso in vivo.

55



A injecdo de Zymosan nas articulagdes do joelho de camundongos induziu a formagao
de edema significativo (Figura 31-a) e aumentou a contagem de leucocitos totais (Figura 31-b),
neutrdfilos (Figura 31-¢) e células mononucleares (Figura 31-d) em seu exsudato articular 24 h
apos o estimulo. No entanto, a administragdo intra-articular da amostra Co3)Cr28)Ta9) nao
induziu formagao significativa de edema (Figura 31-a) ou migragdo de leucocitos (Figura 31-
b-d). Quando a amostra Cos3)Cr(28)Ta(9) foi administrada em camundongos com artrite induzida
por Zymosan, também nao foram observados efeitos na formacao de edema e migracao celular
para a cavidade sinovial, demonstrando seu efeito inerte in vivo. O ensaio bioldgico em animais
ndo apresentou efeito nocivo observado nas duas condigdes analisadas, o que significa que a

amostra pode ser utilizada com seguranga.
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Figura 31. Efeito de intra-articular administracio da amostra Coe3)Cres)Tag) na formacio de edema e
migracio de leucocitos. (a) A espessura da articulagdo do joelho. As células sinoviais do joelho foram recuperadas
e analisadas em (b) leucoécitos totais, (c) neutrofilos e (d) migracao de células mononucleares. CTL sdo os animais
do grupo controle. Os dados foram apresentados como média + SE (n=6). Estatisticamente significativos (p <

0,05) sdo indicados entre os grupos estimulado e nao estimulado (*).
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5.1.8 Medicado de citocinas

Em relagdo a resposta anti-inflamatéria em nivel molecular é possivel observar uma
reducdo na IL-1[ (Figura 32). A resposta inflamatoria € caracterizada pela secre¢do de citocinas
pro-inflamatdrias, principalmente IL-13 [216], assim a redugdo de seu nivel mostra que um
processo anti-inflamatorio foi ativado [217,218]. O mesmo ¢ observado para a IL-6, importante
interleucina envolvida no sistema imunologico ¢ na inflamagdo, desempenhando um papel
critico na inflamagao cronica [219]. Portanto, a reduc¢ao dos niveis de IL-6 significa que uma

resposta anti-inflamatdria foi ativada [220,221].
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Figura 32. Comparaciao da quantificacio de interleucina de lavagens da articulacido do joelho de animais
48 h apos a injecdo de Zymosan ou administrado com a amostra Co3)Cres)Tae). (2) Quantificagdo de IL-18

e (b) a quantificagao de IL-6.

5.2 Modificacao de superficie da liga Co(72)Cr@s) por anodizacio

Baseado na formagdo de poros na amostra de Co(72)Cr(2g) ap0s teste de metalografia
(Figura 23), buscou-se analisar a influéncia dos parametros de anodizagdo na superficie desta
amostra. Foram realizados processos de anodizagdo alterando-se trés parametros: (i) o tempo
do processo eletroquimico (20, 40 e 60 s), (ii) a superficie da amostra e (iii) a solu¢do
eletrolitica. Estes dois Gltimos parametros definiram o procedimento metodologico em rota 1,
onde a amostra e a solugdao foram reutilizadas em cada tempo (anodizagdo sequencial), e rota

2, onde a amostra foi polida novamente e uma solucao nova foi preparada a cada tempo.
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5.2.1 Estrutura cristalina

O padrao de difracao de raios X para as superficies anodizadas por 20s e 60s (rotas 1 e
2) ¢ apresentado na Figura 33. Observa-se que ndo houve a formagao de fases extras além das
fases observadas no bulk (eCo e aCo)*>. Esta auséncia de picos extras pode ser atribuida a dois
motivos principais: formagao de 6xidos amorfos ou 6xidos cristalinos em volume insuficiente
para serem detectados pelo DRX. Para complementar esta analise, a Se¢do 5.3 apresenta um
estudo com a Espectroscopia Raman, o qual permitiu a identificagdo dos 6xidos de cobalto e

cromo formados na superficie da amostra Co(72)Cr(2¢) anodizada por 20s.
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Figura 33. Padroes de difracio de raios X das amostras de Co72)Crgs) polidas e anodizadas por 20s e 60s

(Rotas 1 e 2): os padrdes estdo identificados pelas fases cristalograficas €Co e aCo.

35 0O pico em 84° (20) ndo identificado na amostra anodizada por 60s na rota 2, assinalado pelo asterisco, foi
identificado para a mesma amostra em outras medidas ao variar o angulo azimutal.
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5.2.2 Morfologia da superficie

Em vista dos possiveis efeitos diversos da anodizagdo em diferentes escalas, foram
obtidas imagens com varredura de 180 pm com um microscépio 6tico (Figura 34-a-¢) e dados
de topografia com o0 AFM em varreduras de 30 (Figura 34-f-j) e 5 pum (Figura 34-k-o0).

A partir das imagens oOticas observa-se a formacdao de poros (pontos escuros) e
depressoes (circulo vermelho na Figura 34-b) em comparacao a amostra apenas polida (Figura
34-a). Estas depressoes se apresentam em maior evidéncia a medida que o tempo de anodizagdo
aumenta em ambas as rotas (Figura 34-b-f). Além disso, a anodizag¢do induziu a formacgao de
padrdes coloridos, sugerindo a ocorréncia de um fendmeno 6tico resultante da interferéncia da
luz com as micro- e/ou nanoestruturas geradas na superficie.

Para as varreduras de 30 um (Figura 34-g-1), sdo identificadas as linhas do polimento
para a amostra polida (Figura 34-g), enquanto nas demais sdo observadas as depressdes
(circulos vermelhos) e poros de didmetros e profundidades que variam de escala micro até a
escala nanométrica. Ainda nestas varreduras, na rota 1 (Figura 34-h-1), observa-se a formagao
de poros (20 e 40 s) até o surgimento de microfissuras (60 s), sugerindo a unido de poros em
maiores tempos de anodizagdo. Enquanto isso, na rota 2 (Figura 34- k-1), observa-se que as
microfissuras ndo sao obtidas quando a amostra ¢ polida e uma nova solugao ¢ utilizada. Quanto
ao diametro dos poros (Tabela 6), alcancaram escala micrométrica, aumentando em fun¢ao do
tempo de anodizagdo, no entanto, ndo apresentam periodicidade.

Para as varreduras de 5 pm (Figura 34-m-r), os poros ficam em evidéncia para todos os
mapas, exceto para o mapa de 60s na rota 1, onde € possivel observar microfissuras ao invés de
poros. Os dados demonstram que a anodizagao foi eficiente em modificar significativamente a
topografia das amostras, com a substitui¢do de marcas de polimento (Figura 34-g-m) pela
formag¢ao mais notoria e uniforme de poros no tempo de 20s (Figura 34-h-n) e de 40s rota 2

(Figura 34-k-q).
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Figura 34. Morfologia das amostras de Co(2)Crs) antes (polida) e apds anodizacfo: (a-f) imagens 6ticas das

superficies com varreduras de 180 um, topografia por AFM das superficies com varreduras de (g-1) 30 um e (m-

r) 5 pum, identificadas conforme procedimento metodologico (Rotas 1 e 2).
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Tabela 6. Diametro dos poros obtidos para a amostra de Co2)Cr2s) anodizada a 2V, a partir da analise de

varreduras de 30 pm.

Tempo (s) 20 40 60
Diametro dos poros (média + SE) (um)
Rota 1 - 0,83 + 0,03 Microfissuras
Inicio 0,72 + 0,03 - -
Rota 2 - 0,76 + 0,04 1,26 + 0,08

A superficie da amostra Co(72)Crg) apresentou a formagao de poros, porém sem o
padrdo regular tipico como observado para outros metais como o titanio [222] e zirconio [223]
(Figura 7). Apesar disso, foi possivel obter morfologias variadas, com potencial para melhorar
a biocompatibilidade da liga Co(72)Cr2s). Entre as estruturas observadas, destacam-se: os poros
vistos na amostra anodizada por 20s (0,72 £+ 0,03 um) (Figura 34-h-n), os poros na amostra
anodizada por 40s rota 2 (0,76 + 0,04 um) (Figura 34-k-q) e as microfissuras na amostra
anodizada por 60 s rota 1 (Figura 34-j-p).

A fim de auxiliar a analise da topografia, quantificou-se a rugosidade média quadratica
(Rq) e aassimetria (Rgx) a partir dos dados de AFM das amostras polidas e anodizadas, conforme
Figura 35 e descricdo na Tabela 7. Inicialmente, em ambas as varreduras, a amostra polida,
quando comparada as anodizadas, € caracterizada pelos menores valores de Rq e Ry, refletindo
uma superficie mais lisa e com vales menos destacados (linhas de polimento). Para as amostras
anodizadas, em varreduras de 30 pm (Figura 35-a,c), o Rq aumentou progressivamente com o
tempo de anodizagdo em ambas as rotas (Figura 35-a), enquanto o Rs revelou que a amostra
anodizada a 20s apresentou maior densidade de poros na superficie, com comportamento
distinto entre as rotas: diminui¢do (Rota 1) e aumento (Rota 2) da linha média em funcdo do
tempo (Figura 35-c). Enquanto isso, para as varreduras de 5 pm (Figura 35-b,d), o aumento da
rugosidade estd principalmente associado ao aumento de poros para a rota 1, enquanto a
diminui¢do de rugosidade esta associada a presenga de picos na superficie da amostra a rota 2.

Estes resultados sdo consistentes com os mapas topograficos anteriores (Figura 34).
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Figura 35. Propriedades de superficie da amostra de Co72)Crs) polidas e anodizadas: rugosidades médias

quadraticas em varreduras de (a) 30 um ¢ (b) 5 um, e assimetria em varreduras de (c) 30 um e (d) 5 um. As linhas

tracejadas em vermelho e azul indicam as rugosidades de 100 e 50 nm, respectivamente. As médias que néo

partilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 7. Dados quantitativos das propriedades de superficie: rugosidade média quadratica e assimetria para

as amostras polidas e anodizadas de Co72)Crzs) .

Polida Imicio Rotal Rota2 Rotal Rota2
Co712)Cr2s)
0s 20s 40 s 60 s
30 pm
média SE 0,6 9 2 15 50 10
quadratica Média 1,7 14 16 45 48 19
5 pm
(nm) SE 0,2 2 1 2 2 2
Média 0,0 -1,3 -0,6 -0,2 -0,6 -0,9
30 pm
SE 0,4 0,8 0,4 0,2 0,3 0,1
Assimetria
Média 0,0 -0,2 0,0 0,3 -0,6 0,2
5 pm
SE 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1
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Embora as varreduras de 30 e 5 pm representem escalas micrométricas, a modificagdo
de superficie permitiu que as amostras atingissem rugosidades nanométricas com variagdes
menores que 100 nm, exceto para a amostra com microfissuras (174 nm). Apesar da amostra
polida também apresentar valor nanométrico, as amostras com modificagdes de superficie sao
superiores por estarem associadas a formagdo de poros, destacando aqui a importancia de
avaliar as caracteristicas topograficas associadas a parametros de superficie (como rugosidade
e assimetria). Nas varreduras de 5 pm, os valores de rugosidade sdo menores que 50 nm,
apresentando poros com dimensdes inferiores, demonstrando a transi¢ao de rugosidade entre as
escalas (Figura 35-b). Quanto ao comportamento distinto entre as rotas, na rugosidade (5 um)
e na assimetria (5 ¢ 30 pm), espera-se que o processo de anodizagdo sequencial tenha
influenciado na taxa de dissolucdo da superficie.

No contexto de biomateriais, a rugosidade e morfologia de superficie em escalas nano
e submicrométrica tem demonstrado influéncia na interacdo celular. Estudo anterior [224]
mostrou que ligas de Ti com superficie tubular promoveram maior proliferagdo de fibroblastos*®
comparadas as ligas de Ti polidas, mesmo ambas apresentado rugosidade nanométrica.
Corroborando a isto, outra pesquisa [225] mostrou que a adesdo de células-tronco’’ em ligas de
Ti ocorreu em rugosidades em escala nano e submicrométrica, e, quando as caracteristicas da
superficie estavam na mesma escala do tamanho da célula, a adesdo era reduzida, sugerindo
que a rugosidade na mesma escala da célula causava estresse ao citoesqueleto celular.

No presente trabalho, exploramos possiveis aplicagdes ortopédicas que envolvem a
interacdo com células 6sseas, como os osteoblastos*®, que possuem didmetro médio de 15 a 30
um. A formagdo de estruturas porosas com rugosidade inferior a 100 nm, aqui observada,
alinha-se com as evidéncias da literatura para adesao celular satisfatoria. Baseado na andlise
dos resultados desta subsecao, selecionou-se o tempo de 20s para anodizar a série de amostras
completa (Subsecdo 5.3), uma vez que esta condi¢do proporcionou menor rugosidade (Rq = 23
+ 9 nm) e assimetria (R« = -1,3 % 0,8) indicando maior presenca de poros na amostra de

Co72)Cr(28), caracteristicas importantes para aplicacdo ortopédica [224,225].

36 Células do tecido conjuntivo (pele, tenddes, Orgdos) responsaveis pela sintese e manutengdo da matriz
extracelular.

37 Células-tronco mesenquimais (hMSCs) sdo multipotentes, diferenciando-se em tipos celulares de linhagens
mesodérmicas (como osteoblastos, condrocitos e adipocitos)

38 Células que participam da formagio do tecido 6sseo, essenciais para o desenvolvimento, crescimento e reparo
dos ossos
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5.3 Caracterizacio de superficie da série de ligas anodizadas

5.3.1 Estrutura cristalina

A anadlise estrutural por DRX (Figura 36) ndo identificou fases extras além das fases ja
observadas no bulk (¢Co, aCo e TaCoz). Picos de menor intensidade da fase eCo (asteriscos na
Figura 36) para a amostra Co9)Cr28)Ta3) anodizada, ndo foram identificados em quaisquer
angulos azimutais (0, 45, 90 e 140°), apesar de terem sido identificados na amostra sem
anodizagao (Figura 15). Inicialmente, esperava-se a formagao de 6xidos de cromo (Cr203) e de
tantalo (Ta;0s) conhecidos na literatura por formarem filmes de protecdo em superficies
metalicas contra corrosdo em ambientes agressivos [95,138]. Esta observa¢cdo motivou o estudo

por Espectroscopia Raman apresentado a seguir.
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Figura 36. Padrées de difraciao de raios X das amostras anodizadas: graficos com barras representam as fases
cristalograficas €Co, aCo e TaCo, presentes nas amostras Co(72Creg), Cow9)Cres)Tas), CowesCresyTae) €

C0(63)Cr(28)Ta(9).

Para complementar a andlise estrutural, que inicialmente ndo indicou a formagdo de

oxidos por meio da técnica de DRX, realizou-se a caracterizagdo por espectroscopia Raman
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(Figura 37). Para as amostras polidas, ndo foram observadas bandas vibracionais (Figura 37-c),
indicando auséncia de 6xidos detectaveis na superficie. Na amostra Co(72)Cr2s) anodizada,
registrou-se bandas definidas em 190 e 680 cm’!, caracteristicas de 6xido de cobalto II e III
(Co304) [226,227], em 301, 346, 543 ¢ 602 cm™' referentes ao oxido de cromo III (Cr203)
cristalino [228,229] e em 396 € 995 cm™! caracteristicas de 6xido de cromo VI (CrOs) [230,231]
(Figura 37-b).

Nas amostras anodizadas contendo Ta (Cowe9)Cres)Taz), CoweeCresyTae e
Co(63)Cres)Ta()) identificaram-se bandas em 190, 468, 514, 616 € 681 cm™ associadas ao Co3O4
[226,227] e em 550 cm™! referente a Cr,03 [228,229]. Além disso, observa-se uma banda larga
em ~ 767 cm™! tipica de 6xido de tantalo amorfo (TaxOy) [232,233] (Figura 37-a). As atribui¢des
sdo consistentes com a literatura, conforme detalhado na Tabela 8. Notavelmente, observa-se
que a medida em que o Co ¢ substituido por Ta na série de amostras (Figura 37-a), verifica-se
uma perda progressiva da definicdo das bandas dos 6xidos de cromo e cobalto, enquanto a
contribui¢do do 6xido de tantalo amorfo se torna mais visivel. Esse comportamento sugere que

o Ta interfere na cristalinidade ou na espessura da camada oxidada.
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Figura 37. Espectros Raman das amostras: (a) Co9)Cres)Tag), CowesCres)Tae) € Coe3)Cres)Taw) anodizadas;

(b) C0(72)Cl‘(zg) anodizada; (C) C0(72)Cr(23), C0(59)CI‘(28)Ta(3), Co(66)Cr(2g)Ta(6) € C0(63)Cl‘(zg)Ta(9) polidas.
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Tabela 8. Oxidos de cromo, cobalto ¢ tantalo identificados por Espectroscopia Raman para as amostras

C0(72)CI'(28), C0(69)CI‘(23)Ta(3), CO(66)CI‘(28)Ta(6) (S Co(63)Cr(2g)Ta(9) anodizadas.

Numero de onda (cm™)

Oxido Referéncia
Este trabalho Outros trabalhos
C0304 190 191, 190 [226,227]
Cr20s 301 305, 304 [228,229]
Cr20s3 346 350, 342 [228,229]
CrO3 396 385,379 [230,231]
C0304 468 473, 467 [226,227]
C0304 514 514,512 [226,227]
Cr20; 543 /550 551, 538 [228,229]
Cr20s 602 609, 596 [228,229]
C0304 616 609, 602 [226,227]
C0304 680/ 681 678, 670 [226,227]
CrO3 995 1000, 1010 [230,231]
TaxOy 767 677,707 [232,233]

5.3.2 Morfologia da superficie

As imagens obtidas por microscopia Otica das amostras anodizadas em funcdo da
concentragdo de Ta sdo apresentadas na Figura 38. Na amostra Co2)Cres) (Figura 38-a)
observa-se a presenca evidente das depressdes descritas anteriormente (Subsecdo 5.2.2), com
diametro de ~15 pm. Nota-se uma reducdo na amostra Co9)Cres)Tag) (Figura 38-b) e o
desaparecimento nas amostras de maior concentracao de Ta, Cose)Cr28)Tae) € Cos3)Crs)Ta)
(Figura 38-c-d). Associado a isto, verifica-se a corrosdo localizada da matriz Co-Cr (contraste
claro) e a projecdo da fase TaCo, (contraste escuro) nas amostras Cowee)Cres)Tae) €
Co63)CresyTa) (Figura 38-c-d), devido as diferengas de potencial local. Esses dados mostram
que a formacao destas depressdes ¢ caracteristica da liga binaria de Co(72)Cr(2s), enquanto a

inser¢do de Ta e o surgimento da segregagdo impedem sua formacao.
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(a) C0(72)Cf(28) ) CO(69)Cr(28)Ta(3)
anodizada anodizada

© CogaCros e (d) Coes Crisitag,
‘ ‘anqdivzada- % o anodizada

Figura 38. Morfologia das amostras anodizadas obtida por Microscopia ética: (a) Co2)Crs) anodizada, (b)

C0(69)CI'(28)T8(3) anodizada, (C) C0(66)CI‘(28)T3(6) anodizada e (d) C0(63)CI‘(28)Ta(9) anodizada.

A partir das imagens de MEV (Figura 39) ¢ possivel notar os detalhes da microestrutura,
representada pelas depressoes, as projecdes da fase TaCo: e os poros na matriz Co-Cr (insets).
A partir da andlise por EDS (Figura 40), identifica-se a distribuicdo localizada de Ta e

homogeénea de Co e Cr.
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(a) C0(72)Cf(28) anOdizada (b) CO('69)CI'(28)T3(3) anOdizada

(©) Cos6)Crp8yTa) anodizada (d) Cog3)Cr(28Ta ) anodizada

Figura 39. Micrografia eletrénica de varredura das amostras apoés anodizacdo: (a) Co2)Cres), (b)
C0(59)Cr(28)Ta(3), (C) C0(66)CI'(28)T3(6) € (d) C0(63)CI‘(28)T3(9) (magniﬁca@éo de 1 kx e 30 kx, detector de elétrons

retroespalhados).
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Figura 40. Informacdes morfolégica e elementar da superficie das amostras apés anodizacio: micrografia
obtida por MEV, mapas composicionais e pontos 1-8 descritos pelo EDS de (a) Co(72)Crs), (b) Cos9)Creg Tag,

(c) Cose)Creg)Tage) € (d) Co3)Crs)Ta) (magnificagdo de 12 kx, detector de elétrons secundarios).

A caracterizagdo por AFM foi realizada em varreduras de 1 pm (Figura 41, Figura 42),
uma vez que as amostras contendo Ta apresentaram superficies muito acidentadas apos a

anodizacdo, impedindo que fossem realizadas medidas com o AFM em escalas maiores (30 € 5
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um), como analisadas para a amostra Co72)Cr(2g8) anodizada (Se¢do 5.2). Aqui, as medidas de 1
um foram realizadas na regido porosa da matriz Co-Cr, entre as projecdes da fase TaCoz, como
mostrado nos insets da Figura 39. Com base na analise feita por Espectroscopia Raman, espera-
se que as caracteristicas topograficas descritas a seguir tenham influéncia dos 6xidos metalicos
nucleados devido a anodizagao.

A analise dos mapas topograficos (Figura 41) revelou que nesta escala ha a presenca de
estruturas particuladas em forma esférica, com dimensdes distintas. Enquanto a amostra
Co72)Cr28) exibiu particulas com didmetro médio de ~ 50 nm (Figura 41-a), as amostras com
adi¢do de Ta (Figura 41-b-d) apresentaram estruturas com didmetros menores que a primeira,
~ 40 nm para Co3)Cr28)Ta9) € ~ 27 nm para Cos9)Cr28)Ta3), corroborando com as respectivas
secdes transversais que evidenciaram uma reducdo das distancias entre picos e vales. A Figura

42-a ¢ a Tabela 9 mostram a variagcdo do diametro das particulas em fun¢do da composigao.
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Figura 41. Informacéiio de morfologia das amostras anodizadas: topografia ¢ perfil de linha das amostras (a)

C0(72)Cr(2s), (b) CO(69)CI‘(23)T3(3), (C) C0(66)Cl‘(zg)Ta(6) € (d) C0(63)Cr(2g)Ta(9) em varreduras de 1 pm.

A incorporag¢do de Ta modificou a cinética de formagao das nanoparticulas durante a
anodizagdo, considerando que ha parcelas de Ta na matriz Co-Cr onde as medidas foram
realizadas (Figura 40). A partir da anodizacdo da série de amostras, constatou-se a presenca de
estruturas porosas e projetadas (Figura 40) associadas a nanoparticulas (Figura 41), indicando
morfologias distintas entre as duas escalas analisadas. As nanoparticulas sdo potencialmente
relevantes em aplicacdes biomédicas, como ao promover adsor¢do de proteinas [234] e
influenciar na adesao celular [235] devido a alta &rea de superficie que proporcionam, aliado a
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outras caracteristicas como composi¢cdo quimica e morfologia [234]. J& os poros e estruturas
projetadas micrométricas podem melhorar a ancoragem mecanica de tecido [236].

Além do didmetro das particulas, foi possivel extrair dados de area de superficie (Figura
42-b), rugosidade média quadratica (Figura 42-c) e assimetria (Figura 42-d), com valores
descritos na Tabela 9. As amostras anodizadas exibiram maior area de superficie que as polidas,
devido a corrosdo expor a microestrutura subjacente, bem como formar as nanoparticulas.
Dentre as anodizadas, a d&rea aumentou com a concentracdo de Ta, possivelmente pela mudanca
no potencial local causado pela inser¢ao de Ta na matriz Co-Cr, acelerando a dissolucao de
forma mais intensa para a amostra Cos3)Cr(2s)Ta(9). Esses resultados sugerem que maior area de
superficie também pode ser observada em escalas micrométricas, corroborada com as imagens

de MEV (Figura 39).
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Figura 42. Propriedades de superficie das amostras polidas e anodizadas: (a) didmetro de particula, (b) area
de superficie, (c) rugosidade média quadratica e (d) assimetria das amostras Co(72)Cres), Co9)CregTag),
Co6)Cres)Tas) e Cowe3)CresyTao em varreduras de 1 pm. As médias que ndo partilham uma letra sdo

significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As amostras anodizadas apresentaram rugosidade superior em relagdo as polidas, bem

como variagcdes progressivas entre as composicdes apds anodizagdo (Figura 42-c). Este
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aumento esta alinhado ao aumento da area de superficie, com rugosidade < 50 nm, apresentando
possiveis implicagdes positivas para interacao celular, conforme discutido em subsecao anterior
(5.2.2). Por fim, as analises estatisticas nao revelaram diferenga significativa na assimetria geral
entre a maioria das amostras polidas e anodizadas. No entanto, a amostra Cos3)Cres)Ta()
anodizada exibiu assimetria Unica com predomindncia de picos, associados a projecao

acentuada da fase TaCo» (seta na Figura 41-d).

Tabela 9. Dados quantitativos das propriedades de superficie para as amostras polidas e anodizadas.

Co9)Cres) Coee)Cresy Coe3)Cres)

P iedad
ropriedade Co72)Cr2s8) Tag Tae) Tao)
Diametro da Méd. 49 27 45 40
particula Anod
A Méd. 1 1 1 1
Arende  polida seE 0 0 0 0
superficie
) Anod Méd. 1,2 1,3 1,3 1,5
no
(pm’) SE 0,0 0,0 0,1 0,0
Rugosidade ) Méd. 1,6 1,8 2,0 1,1
Polida
média SE 0,1 0,1 0,6 0,1
Anod
(nm) SE 0,5 0,4 2 5
] Méd. 0,2 -0,1 -0,5 -0,1
Polida
Assimetria SE 0.4 0,2 0,1 0.2
Méd. 0,2 0,4 -0,2 1,9
Anod
SE 0,1 0,2 0,2 0,5

Observagdo: abreviagdo para anodizada (Anod), média (Méd.) e erro padrdo (SE).

5.3.3 Molhabilidade

Além da morfologia, a molhabilidade de superficie ¢ essencial para prever o
comportamento do biomaterial no sistema bioldgico, uma vez que € influenciada por fatores
como composi¢cdo quimica, topografia e estrutura cristalografica e eletronica [120,121]. A
Figura 43 apresenta os angulos de contato das amostras polidas e anodizadas, cujos valores sdo
descritos na Tabela 10. As amostras polidas exibem caracteristicas hidrofilicas (8 < 90°) com

aumento da molhabilidade em funcao da concentragdo de Ta, obedecendo a uma fungao
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polinomial de segunda ordem (y = 76 — 0,35x — 0,03x?, R*=0,98) com variagdo gradual. Alids,
a dependéncia quadratica em fungdo da concentracdo de Ta também foi observada para os
resultados de porcentagem de fase, Microdureza Vickers e diferenca de potencial, como
detalhado no Apéndice B. Em contraste, as amostras anodizadas apresentam comportamento
oposto, com a diminui¢do mais acentuada da molhabilidade em fun¢do da concentragio de Ta,
ajustada por uma fungio exponencial (y = 77 + 0,47¢%3%*, R2 = 0,95). Neste grupo, apenas a

Co63)Cr28)Ta(v) anodizada tem superficie hidrofobica (6 ~ 94°).
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Figura 43. Angulo de contato da gota sobre as amostras polidas e anodizadas: as esferas informam o valor
médio e as barras sdo os desvios padrdes para as amostras Co(72)Creps), Cow9CresyTag), CowsCresyTae) €

Co63)Crs)Taw). As médias que ndo partilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p

<0,05).

Tabela 10. Dados quantitativos do angulo de contato da gota sobre as amostras polidas e anodizadas.

Co9)Crs) Coi6)Cr2s) Co63)Cres)

Propriedade Co2)Cres) Tag) Tae Tae)
Polida Média 76,2 74,6 73,4 70,9
Angulo de SD 0,9 1,0 1,0 1,0
contato (°) Média 77 81 82 94
Anod
SD 2 2 2 3

Observagdo: abreviagdo para anodizada (Anod) e desvio padrdo (SD).
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As amostras polidas apresentam variagdo composicional com o aumento de Ta/TaCo:
(Tabela 3), bem como aumento nas diferengas de potencial local (Figura 21). De acordo com a
Equagdao 6, um menor angulo de contato indica que a energia de superficie da amostra
aumentou. Portanto, sugere-se que a tendéncia de aumento da molhabilidade ¢ influenciada pela
segregacdo de TaCoz, ao gerar sitios com maior afinidade por agua, enquanto efeitos
topograficos sdo descartados em vista do mesmo preparo de superficie para todas as amostras
polidas (Figura 42). Quanto aos valores de angulo de contato caracteristicos de hidrofilicidade,
espera-se que os tipos de estrutura cristalina formados (€Co, aCo e TaCo») tenham influenciado
a molhabilidade, visto que sdo estruturas compactas e, portanto, apresentam ligacdes metalicas
fortes, resultando em energias de superficie mais altas que superam a for¢a de coesdo da gota.

De acordo com a literatura [237], superficies hidrofilicas favorecem a adsor¢do de ions
e nucleagdo de fosfatos de calcio. Embora todas as amostras deste estudo tenham se tornado
progressivamente mais hidrofilicas (Figura 43) e tenham apresentado nucleagdo de fosfato de
calcio, a espessura do filme formado (Figura 30) ndo segue a tendéncia do aumento de
hidrofilicidade. Este resultado sugere que a hidrofilicidade, unicamente, ndo ¢ um parametro
suficiente para controlar o crescimento do filme. Propde-se, portanto, que a homogeneidade das
propriedades eletronicas na interface ¢ um fator crucial. Essa hipdtese se baseia na analise da
distribui¢do uniforme da fun¢ao trabalho (Figura 22) para Co72)Cr2s) € Cos6)Cr28)Tas).

Para as amostras anodizadas, efeitos topograficos na molhabilidade ndo sdo descartados
em vista da influéncia significativa do processo de anodizac¢ao na topografia (Figura 39, Figura
41, Figura 42) em relacdo as polidas. Especificamente, a anodizagdo promoveu a corrosao
localizada da matriz Co-Cr e projecao da fase TaCo». Esta topografia resultante, com a proje¢ao
da fase extra, reduz a area de contato efetivo entre a superficie e a gota de dgua, o que explica
a diminuicdo observada da hidrofilicidade. Este fendmeno de redugdo da molhabilidade pela
diminuicdo da area efetiva ¢ documentado na literatura [238].

Enquanto isso, a molhabilidade similar das amostras Co(72)Cres) polida (6 ~76°) e
anodizada (0 ~77°) indica que a presenca de 6xidos, depressdes, poros, maior area de superficie
e rugosidade causados pela anodiza¢do foram insuficientes para modificar a hidrofilicidade.
Um efeito mais profundo, como a proje¢do da fase TaCo, observada nas demais ligas, foi

necessario para alterar significativamente o angulo de contato.
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5.3.4 Viabilidade celular

A biocompatibilidade pode ser avaliada in vitro observando o comportamento celular,
como diferenciagdo, proliferacdo e viabilidade celular [102]. Pensando nisto, investigaram-se
os efeitos da insercdo de Ta e do processo de anodizagdo nas amostras de Co-Cr-Ta na
viabilidade de fibroblastos apos 24 ¢ 48 h de contato (Figura 44). De acordo com a literatura
[179], um material s6 € considerado citotdxico quando a viabilidade celular estd abaixo de 70%
(linha vermelha na Figura 44). Em ambos os tempos de anélise, todas as amostras apresentaram
uma viabilidade celular igual ou superior a do controle negativo (100%), confirmando a

biocompatibilidade das ligas polidas e anodizadas com a linhagem celular de fibroblastos.
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Figura 44. Testes de sobrevivéncia celular apés 24 e 48 h de cultura celular nas amostras: As colunas indicam
o valor médio e as barras sdo os desvios padréo para as amostras Co2)Crg), Co9)Cres)Tag), Cos)Crs)Tae) €
Co3)Cres)Taw) . As linhas tracejadas em azul e vermelho indicam a viabilidade celular de 100 e 70 %,
respectivamente. As médias que ndo partilham uma letra sio significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p

<0,05).
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Ap6s 48 h, a viabilidade celular para as amostras polidas apresentou uma tendéncia de
aumento proporcional a concentracdo de Ta, atingindo um pico de 165% na amostra de
Co3)CregyTa). A andlise estatistica confirmou que as amostras contendo Ta, Co9)Cr28)Ta3)
e Co3)Cres)Ta(9), exibiram uma viabilidade celular significativamente superior a liga binaria
Co72)Cr(28). A amostra Cose)Crs)Ta), por sua vez, apresentou um valor intermediario, sem
diferenga significativa em relagdo aos outros dois grupos. Sugere-se que esta
biocompatibilidade melhorada se deve a heterogeneidade da fun¢ao de trabalho observada
especificamente nas amostras Co9)CresTag e Cowe3)CresyTag) (Figura 22). Tal
heterogeneidade elétrica pode imitar o microambiente natural da membrana extracelular [239—
241], potencialmente favorecendo a viabilidade celular.

Esta hipotese ¢ corroborada por Bai et al. [241], ao demonstrarem que a distribui¢ao
heterogénea do potencial de superficie promove uma maior adsor¢ao de proteinas, o que, por
sua vez, estimula as células a estenderem ativamente os seus corpos, uma resposta positiva ao
microambiente [241,242]. Em contraste, as amostras de Co72)Cr2g) € Cos6)Cr28)Tacs), embora
ainda apresentem viabilidade celular, sdo caracterizadas por um potencial de superficie mais
homogéneo e, consequentemente, estimulam uma resposta celular mais fraca. A amostra de
Cos6)Cr28)Ta(s) representa um equilibrio otimizado entre a composi¢do, a microestrutura e as
propriedades eletronicas de superficie. Isto reflete no seu comportamento celular intermediério,
corroborado pelo teste de Tukey (identificado como "ab", ndo diferindo significativamente do
Co69)Cr28)Taz)y/Cos3)Crg) Taw) ("a") e do Co72)Cres) ("b")).

As amostras anodizadas mantiveram uma alta citocompatibilidade (superiores a 100%),
estatisticamente equivalente a das amostras polidas, demonstrando que o processo nao
prejudica a resposta celular. No entanto, o efeito da anodizagdo variou conforme a composi¢ao
das amostras. Para a amostra Co2)Cres), a anodizagdo aumentou significativamente a
viabilidade celular, atribuido & mudanga topografica por meio da substitui¢do de linhas de
polimento por poros que, mesmo sem alterar a molhabilidade em escala macroscopica, criaram
um microambiente mais favoravel a viabilidade celular, conforme previsto na Secao 5.2. Para
as amostras contendo Ta, Co(9)Cr2s)Tag), Cose)Cr2s)Tacs) € Cos3)Crzs)Ta(), a hidrofilicidade
foi reduzida devido a projecdo da fase TaCoz, sem comprometer a viabilidade celular. A
aleatoriedade dos poros causada pela presenca da fase extra ndo permitiu estabelecer uma
diferenca significativa entre as amostras, sugerindo a necessidade de grupos amostrais maiores

ou de outros ensaios bioldgicos para uma conclusdo mais robusta.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As ligas metalicas de Co72-x)CresyTax) (x =0, 3, 6 € 9 % m/m) foram sintetizadas com
sucesso. A investigacao revelou que o Ta ¢ um elemento-chave para modular as propriedades
da liga ao promover: microestrutura do tipo dendritica; endurecimento significativo, com um
incremento de até¢ 77 % em relagdo a Co(72)Cr(2s); aumento de hidrofilicidade; modulagdo da
resposta eletroquimica em nanoescala, aumentando gradativamente a diferenca de potencial
entre a matriz Co-Cr (anodo) e a fase TaCo> (catodo), o que refletiu em um aumento da fungdo
trabalho; perfil de corrosdo adequado para aplicagdes biomédicas, com a liga Cos3)Cr2syTao)
exibindo uma taxa de corrosio (~ 10 mm/ano) comparavel a de biomateriais estabelecidos.

As rotas de anodizacao desenvolvidas demonstraram a viabilidade de produzir micro e
nanoestruturas de superficie, com potencial de aprimorar a biocompatibilidade. Dentre os
principais achados, destacam-se: produgdo de oOxido metdlicos; formacdo de poros
micrométricos (~ 0,8 um) e microfissuras; variacdo na densidade de poros conforme a
necessidade; estruturas porosas e rugosidade com dimensdes inferiores a 100 nm;
nanoparticulas com diametro médio de at¢ ~ 50 nm; e, redugdo da hidrofilicidade, abrindo
perspectivas para aplicagdes onde € necessaria a hidrofobicidade.

A avaliagdo da biocompatibilidade indicou que todas as amostras sdo citocompativeis
com fibroblastos. Dentre as ligas polidas, a Cows)Cres)Tae) destacou-se como a mais
promissora para aplicagdes em contato com tecido 0sseo, exibindo maior nucleacdo de fosfato
de calcio (~ 1,33 pm) e comportamento hidrofilico (8 ~ 73°) devido a alta energia de superficie.
Dentre as amostras anodizadas, a Co3)Crs)Ta(9) ressalta-se para aplicagcdes que necessitam de
hidrofobicidade, sendo a tinica da série a apresentar essa caracteristica (6 ~ 94°). Além disso,
os ensaios in vivo confirmaram a seguranga da liga Co3)Cr2s)Ta(9), inferindo-se um perfil
biocompativel para toda a série investigada.

Para investigar outros aspectos das ligas aqui desenvolvidas, tem-se como perspectivas
futuras: (1) caracterizacdo quimica dos o¢xidos formados pela anodizacdao utilizando a
Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X; (2) caracterizagdo robusta das propriedades
mecanicas, como modulo de elasticidade e resisténcia a fadiga; (3) estudo da molhabilidade
com outros liquidos e calculo da energia de superficie; (4) analise da corrosdao em nanoescala
utilizando uma cé€lula eletroquimica com a Microscopia de Forca Atdmica; (5) avaliar outras
modificac¢des de superficie, como a oxidacao controlada e o revestimento com hidroxiapatita e

oxido de tantalo.
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APENDICES

Apéndice A - Conversao dos dados brutos de potencial em fungao trabalho

A literatura cientifica atual ndo descreve uma metodologia para utilizar a op¢ao de
conversao de potencial obtido por KPFM em valores de fungdo trabalho (Set input offset),
disponivel no software Nanoscope Analysis 2.0 (Bruker) [243]. Embora essa conversao seja
tecnicamente vidvel por meio do software, sdo necessarias descrigdes detalhadas sobre sua
utilizagdo, uma vez que ha relacdo entre o potencial e as fung¢des trabalho da sonda e da amostra

(subsecdo 3.4.1). Retomando a Equagdo 12 (Sec¢ao 3), tem-se que:

D1—- D,

Vepp = P

Equagdo 12

onde Vcpp € a diferenga de potencial de contato entre a amostra e a ponta, e ¢ a carga elementar,
@, e @, sdo as fungdes trabalho da amostra e da ponta, respectivamente.

Durante a caracterizacdo das amostras desenvolvidas neste trabalho, buscou-se um
protocolo para medir a fun¢do trabalho das amostras a partir da medida de KPFM. Como etapa
de validagdo, foi realizada a conversao dos dados de potencial (Vcpp) em fungao trabalho para
uma amostra de referéncia de aluminio-silicio-ouro (Al-Si-Au), medida em ar (Figura Al). A
Figura A1 mostra os mapas de topografia (a) e de potencial (b), bem como a distribui¢ao dos

dados correspondentes (c-d).
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Figura Al. Dados da grade Al-Si-Au obtidos a partir da técnica de KPFM: mapas de (a) topografia e de (b)

potencial e distribuigdes em histograma da (c) altura e do (d) potencial.
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O histograma de altura (Figura Al-c) mostra a diferenca topografica da grade, onde o
Si ocupa a parte mais baixa, enquanto Au e Al a parte mais alta. O histograma de potencial
(Figura Al-d), por sua vez, revela distingdes nas propriedades elétricas dos trés elementos,
evidenciadas pelo ajuste de trés gaussianas. Os valores médios de Vcpp obtidos foram: 0,50 +
0,14 V (Au), 0,14 £ 0,19 V (Si) e -0,51 £ 0,12 V (Al), medidos em relagdo a ponta. Nesta
configuracdo de medicdo (ponta PFQNE-AI, ambiente atmosférico, polarizacao aplicada na
ponta), observa-se que o potencial mais positivo estd associado ao Au.

Conforme a Equacdo 12, o termo Vcpp € o parametro quantificado pelo KPFM durante
o ajuste de tensdo na medida. Considerando que a carga elementar (e) e a funcdo trabalho da
ponta (®,) sdo parametros conhecidos, a Unica variavel a ser determinada ¢ a fungdo trabalho
da amostra (®,). Para caracterizar a composi¢ao do material do apice da ponta (a regido de
maior interagdo com a amostra), realizou-se analise por EDS conforme a Figura A2. Apesar da
especificagdo do fabricante [244] indicar que a sonda PFQNE-AL ¢ composta por uma ponta
de Si em um cantiléver de nitreto de silicio (Si3N4), a medida por EDS mostrou presenga
significativa de Al no cantiléver, bem como no apice da ponta (Figura A2-c). Diante disso,

adotou-se o valor de fungao trabalho do Al para a conversao dos dados de Vcpp.

ponta

cantiléver |11
2pm Map dats 85
P=={ |5 MAG: 21 7%k WV 14KV WD:8.8mm

[\

Map data 85 2 Map data 85
SE MAG: 23.7kx HV: 14kV WD: 8.8mm ' |SE MAG: 23.7%x HV: 14kV WD: 8.8mm

Figura A2. Mapas composicionais da ponta utilizada na medida de KPFM por EDS: (a) elétrons secundarios
(SE), (b) nitrogénio (N), (c) aluminio (Al) e (d) silicio (Si).
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O software Nanoscope Analysis oferece a ferramenta Set input offset, que permite inserir
a informacao da sonda utilizada. Com base na caracteriza¢do quimica prévia da sonda (contendo
Al), executou-se os seguintes passos para conversao dos dados: (1) realizou-se a medida por
KPFM da grade padrao de Al-Si-Au; (2) inseriu-se o valor de referéncia para o Al (2,54 V) na
funcdo Set input offset; (3) salvou-se o mapa de potencial resultante; (4) exportou-se o dado
para um documento de texto; (5) processaram-se os dados em um software de andlise grafica;
e (6) converteu-se os valores de potencial (V) para fungao trabalho (eV) mediante multiplicagdo
pela carga elementar (e = 1,6x10"° C).

Os valores de fungdo trabalho (Figura A3) foram obtidos através de ajuste com trés
funcdes gaussianas, revelando: 3,66 £ 0,33 eV (Al), 4,54 + 1,44 eV (Si) € 5,37 £ 0,28 eV (Au).
Esses valores apresentam concordancia com dados reportados na literatura [245]: 3,88 eV (Al),

4,59 eV (Si) e 5,16 eV (Au), validando a metodologia aplicada.
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Figura A3. Histograma da funcio trabalho da grade Al-Si-Au obtido a partir da medida de KPFM.

O mesmo protocolo foi aplicado as amostras investigadas neste trabalho (Figura 22).
Analisando os extremos da série de amostras, Co3)Cr2g) (3,94 £ 0,28 eV) e Cos3)Crg)Tac) (I:
3,83 +£0,29eV,11: 4,15+ 0,38 eV e I1I: 4,71 + 0,62 eV) (Figura A4), observa-se que os valores
situam-se dentro da faixa reportada para os elementos puros, Co (4,52 eV e 4,85 eV), Cr (4,11
eV e 3,94 eV) e Ta (4,26 eV) [245]. Entretanto, a atribuicao especifica de cada pico de ajuste
(I, IT e III na Figura A4) aos elementos individuais ndo ¢ direta, visto que a funcdo trabalho ¢

uma propriedade influenciada por diversos parametros, como orientacdo cristalografica,
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presenga de impureza ou adsorventes, composicdo quimica local e estados eletronicos
[245,246]. Na grade de calibragdo (Al-Si-Au), ¢ possivel fazer a atribui¢do direta (Figura A3)
devido a distribuicao bem definida dos elementos, enquanto nas ligas ha a formacao de solugao
solida (matriz Co-Cr) e composto intermetalico (TaCoz) que introduzem modificagdes
eletronicas ¢ influenciam na fungao trabalho calculada.

Mediante isso, destaca-se a importancia da caracterizagdo precisa da sonda utilizada, o
controle das condi¢des ambientais durante a medida e a utilizacdo de uma amostra de referéncia

para calibragao.
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Figura A4. Histogramas da funcdo trabalho das amostras de ligas metalicas obtidos a partir da medida de

KPFM: (a) CO(72)CI‘(23) € (b) CO((,3)CI‘(23)Ta(9).
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Apéndice B - Relagao quadratica entre composi¢do e propriedades

A caracterizagdo das amostras polidas e os ajustes desses dados revelou que as
propriedades das ligas Co-Cr-Ta seguem uma dependéncia quadratica com a concentragao de
Ta, indicando efeitos sinérgicos além da simples aditividade linear. A Figura B1 mostra a
porcentagem de fase TaCoz, Microdureza Vickers, diferenca de potencial e angulo de contato
para a série de amostras em fun¢@o da concentragdo de Ta (0, 3, 6 € 9 % m/m.). A escolha do
modelo quadratico foi baseada no alto coeficiente de determinagao (R? > 0,98) (Tabela B1).

O termo quadritico dominante na dureza e na diferenca de potencial sugere que o
endurecimento e a heterogeneidade eletronica sdo governados pela formagdo de precipitados
de TaCo2, enquanto o comportamento quase linear da molhabilidade indica maior energia de
superficie com aumento da fase secundaria. Apesar do termo quadratico na porcentagem de
fase e na molhabilidade terem valor baixo, reforcam a tendéncia dessas propriedades com o
aumento de TaCog, capturando nuances que o ajuste linear ndo forneceria. O ajuste para a
porcentagem de fase indica que em baixos teores de Ta (< 2,3 % m/m), a fase secundaria nao

se forma imediatamente, sugerindo que a matriz dissolve o Ta adicionado.
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Figura B1. Comparag@o entre a porcentagem de fase TaCo, e as propriedades de Microureza Vickers, Diferenca
de potencial e Angulo de contato para as amostras Co(72)Crs), Cos9)Crs)Tac), CossCrs Tae) € Cogs)Cres Tag)
polidas. As esferas informam o valor médio, a linha vermelha indica o ajuste polinomial e as barras sdo os desvios

padroes.
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Tabela B1. Descri¢ao dos ajustes polinomiais realizados para as propriedades das amostras polidas em fungao

da concentragdo de Ta (0, 3, 6 ¢ 9 % m/m.).

Ajuste polinomial da

Propriedade das amostras Coeficiente de
propriedade (y) em func¢io da
polidas determinacio — R?
concentracao de Ta (x)

Porcentagem de fase TaCo2 (%) y =-0,46x + 0,2x? 0,98
Microdureza Vickers (HVO0,5) y =227 + 5x + 2x? 0,99
Diferenca de potencial (mV) y=48 — 17x + 9x? 0,98
Angulo de contato (°) y=76-0,35x — 0,03x? 0,98
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