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Resumo

O magnésio e as suas ligas sdo materiais metalicos interessantes para utilizagdo
em implantes médicos devido a possuirem caracteristicas como baixa densidade,
modulo de elasticidade proximo do osso e principalmente a sua capacidade de

biodegradacao.

O objetivo deste trabalho consistiu, assim, em desenvolver um novo
revestimento osteoindutor e biocompativel para melhorar o comportamento deste

material, permitindo a sua utilizacdo em implantes médicos biodegradaveis.

De modo a promover a proliferagéo celular e controlar a taxa de corroséo do
implante efetuou-se, pelos processos de eletrodeposicéo/eletroforese, a passivagao da
superficie criando um revestimento a base de fosfato de composi¢cdo quimica
semelhante a do o0sso. Além disso, funcionalizou-se a superficie com incorporacédo de

hidroxiapatite e grafeno para diminuir a taxa de degradacéo do implante biodegradavel.

Os revestimentos desenvolvidos foram caracterizados quanto a sua morfologia e
composicdo quimica por SEM (Microscopia eletrénica de varrimento), EDS
(Espetroscopia de Energia Dispersiva) e Espectroscopia de Raman e submetidos a testes

de molhabilidade e degradacdo em condicdes fisioldgicas.

Os revestimentos apresentam uma morfologia acicular, tridimensional e arbérea
e sdo constituidos por fosfato, hidroxiapatite e 6xido de grafeno. Verificou-se também
que os revestimentos tornaram a superficie mais hidrofilica e que a taxa de degradacédo
do Mg ultra puro e da liga AZ31diminui.

A formacdo destas superficies temporarias (revestimentos) em substratos de Mg
revela-se muito util clinicamente nomeadamente para aplicacdo em implantes pois ndo

apresenta efeitos clinicos adversos e evita a realizagdo de uma segunda cirurgia.

Palavras-chave: Magnésio ultra puro, Liga de magnésio AZ31, Degradacéo,
Revestimento, Fosfato, Oxido de grafeno, Nanoparticulas de hidroxiapatite



Abstract

The magnesium and its alloys are interest materials for use in medical prosthesis
due their characteristics such as low density, modulus of elasticity close to the bone and
especially its biodegradability.

The aim of this work consisted to develop an osteoinductive and biocompatible
coating to improve the behavior of this material, allowing its use in biodegradable
implants.

In order to promote cell proliferation and to control the rate of corrosion
implants, was made, by electrodeposition/electrophoresis processes, the surface
passivation by creating a phosphate-based coating similar to bone composition.
Furthermore, the surface was functionalized with graphene and hydroxyapatite for to
decrease the rate of degradation of biodegradable implants.

The developed coatings were characterized for their morphology and chemical
composition by SEM (scanning electron microscopy), EDS (Energy Dispersive
Spectroscopy), Raman spectroscopy and subjected to wetting and degradation tests
under physiological conditions.

The coatings have an acicular, arboreal and tree-dimensional morphology, and
which are consist of phosphate, hydroxyapatite and graphene oxide. It was also found
that after the coatings, the surface becomes more hydrophilic and degradation rate of the
high-purity Mg and AZ31 alloy decreases.

The formation of these temporary surfaces (coatings) on substrates of Mg proves
clinically useful particularly for use in implants because there are no adverse clinical
effects and avoids performing a second surgery.

Keywords: high-purity magnesium, AZ31 magnesium alloy, Degradation, Coating,
Phosphate, graphene oxide, hydroxyapatite nanoparticles
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Capitulo 1
1.Introducao

O magnésio é um material que tem vindo desde h&a muito tempo a ser
investigado em aplicacGes biomédicas. As suas propriedades como baixa densidade,
modulo de elasticidade proximo do o0sso, biocompatibilidade e capacidade de
biodegradacdo tornam-no um material altamente promissor para utilizar em implantes

biodegradaveis [1].

No entanto, devido a sua elevada reatividade e alta taxa de corrosdo so
recentemente se tem dado estdo a dar os primeiros passos para a sua utilizacdo em
biomédica. O interesse em utilizar o Mg e suas ligas em implantes médicos surge
essencialmente devido as limitagdes que determinados metais apresentam e a
necessidade de criar biomateriais inovadores que possam ser utilizados como implantes

biodegradaveis e com capacidade de promover o crescimento 0Sseo.

Para que o Mg e suas ligas possam ser implantados no organismo tem de ser
resolvido um dos seus principais problemas, o controlo da taxa de degradacdo. Revestir
0 magnésio torna-o mais atrativo do ponto de vista de aplicacdo e permite uma
degradacdo mais lenta com possibilidade de formar superficies biocompativeis e

funcionais.

Controlada a taxa de degradacéo, este pode ser implantado no organismo e deixa
de existir a necessidade de realizar uma segunda cirurgia, diminuindo os riscos de para

0 paciente e 0S custos.

Ao longo deste trabalho vai ser desenvolvido um revestimento osteoindutor e
biocompativel com capacidade de reduzir a taxa de degradacdo do Mg e suas ligas

permitindo a sua futura utilizacdo em implantes biodegradaveis.
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1.1. Magnésio e suas ligas usadas em aplicacdes biomédicas

O magnésio (Mg) e suas ligas tém vindo a ser investigados desde o século XIX
(1808) como potenciais materiais para uso em aplicacbes biomédicas. No entanto,
devido ao magnésio ser um metal bastante reativo e a suas taxa de corrosao em solucgdes
fisioldgicas ser elevada sé atualmente se estdo a dar 0s primeiros passos para a sua

utilizacdo em implantes biomédicos [1].

As tentativas para usar implantes de magnésio biodegradaveis comecaram logo
apos a sua descoberta por Sir Humphrey Davy, em 1808 [1]. Desde essa altura diversos
estudos foram realizados utilizando como substratos o magnésio puro e mais
recentemente algumas das suas ligas. A tabela 1.1 apresenta uma visdo geral sobre 0s
resultados obtidos para a utilizacdo do magnésio e algumas ligas em aplicacBes
biomédicas até aos anos 80 [1].

A partir destes estudos foram obtidas conclusdes importantes tais como: (1) a
corrosdo in vivo do Mg ocorre de forma mais lenta do que a corrosdo in vitro, 0S
principais responsaveis pela corrosao in vivo do Mg sdo o oxigénio, o teor de dgua dos
tecidos, o didxido de carbono, os sais dissolvidos no sangue e 0s processos quimicos
nas células, (2) a reabsorcdo total do Mg quando implantado ocorria entre os 7 e 10
meses, (3) 0 magnésio s6 poderia ser implantado sem a combinagdo com outros metais,

de modo a evitar a corrosao.

No entanto, até 1980 existiram poucos desenvolvimentos pois 0s estudos com
magnésio eram geralmente caros e as amostras dificeis de produzir, as vias de
processamento e as propriedades mecéanicas resultantes eram limitadas, e existiam
muitos problemas associados com a baixa resisténcia a corrosdo que até hoje nao se

conseguiram resolver.

Atualmente, volta novamente a estar em destaque estando a serem desenvolvidas
novas ligas e revestimentos para que este possa ser usado em implantes de magnésio

biodegradaveis [1].
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Tabela 1. 1- Historia do magnésio em aplica¢des biomédicas (adaptado de [1])

Autor

Ano

Magnésio (Liga)

Aplicacdo

Modelo

humano/animal

Huse

Payr

Lambotte

Verbrugge

McBride

Maier

Stone

Wexler

Hussl

Wilflingseder

1878

1892-1905

1906-1932

1933-1937

1938

1940

1951

1980
1981

1981

Magnésio puro

Magnésio de alta

pureza

Magnésio puro (99.7%)

Mg-AL6-Zn3-Mn0.2
Mg-Al8%

Mg-Mn3%

Mg-AL4-Mn0.3

Magnésio

Mg-Al2%-wt. Mg puro

Mg—Al2%-wt.
Mg puro (99.8%)

Mg puro (99.8%)

Fios de Mg como
ligadura
Tubos (intestino,
vasos), placas, fios e
chapas
Barras, placas e

parafusos

Chapa, banda,
parafusos e pinos

Folhas, placas, bandas,
parafusos, pinos e fios
Bandas, fios de Mg
para suturas de tecidos
e pinos fusiformes
Fios para aneurismas de
coagulacéo
Fios intravasculares
Fios para tratamento de
hemangioma
Fios para tratamento de

hemangioma

Seres humanos

Seres humanos,
porcos, coelhos e
cées
Seres humanos,
cdes, e coelhos
Seres humanos,
cdes, ratos e
coelhos
Seres humanos e
cées
Seres humanos e

coelhos

caes
Ratos

Ratos e Coelhos

Seres humanos

O crescente interesse em utilizar o magnésio e as suas ligas em implantes

biomédicos biodegradaveis deve-se em parte as desvantagens apresentadas pelos metais

atualmente mais utilizados. Metais como o titdnio, a liga a base de Ti-Al-V, aco

inoxidavel, ligas cobalto-cromio e niquel apesar de revelarem vantagens como elevada

resisténcia mecanica e biocompatibilidade, apresentam tambem bastantes desvantagens

como, libertacdo de produtos de corrosdo toxicos e de particulas. Adicionalmente os

modulos de elasticidade bastante elevados levando a efeitos de stress shielding que

causam reacOes inflamatdrias e que podem levar a necessidade de remocgéo precoce do

implante [2].
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Considerando as desvantagens apresentadas por esses materiais, 0 magnésio e as
suas ligas surgem entdo como uma alternativa promissora devido as suas caracteristicas
especificas como, baixa densidade, elevada relacdo resisténcia/peso, mddulo de
elasticidade proximo do modulo de elasticidade do o0sso, capacidade para se degradar,
baixa resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade [3]. Além disso, estudos efetuados
indicam que a corrosdo destas ligas leva a formacdo de um produto de corrosédo que é
um 6xido sollvel, ndo téxico e que € eliminado nos humanos pela urina [3].

O mddulo de elasticidade do Mg e suas ligas é de cerca de 41-45 GPa tratando-
se, também, de uma vantagem quando comparado com outros metais pois € o que tem
maodulo de elasticidade mais proximo do 0sso (3-20 GPa). Este facto permite que ocorra
uma maior transferéncia da carga aplicada para 0 Mg e faz diminuir o stress shielding

em aplicacdes ortopédicas [4].

Por outro lado, existe atualmente a necessidade de criar uma nova geragdo de
biomateriais para serem utilizados como implantes metalicos biodegradaveis e, com a
capacidade de estimular as respostas de tratamento dos tecidos lesionados, a nivel
molecular [3]. Dado que em muitos casos, 0 corpo necessita apenas da presenca
temporéaria de um implante ou de um dispositivo, 0os materiais biodegradaveis sdo uma
opcdo mais viavel do que os inertes e estaveis. O material biodegradavel ideal deve
proporcionar uma fixacdo mecanica adequada, a degradacdo completa quando ja ndo é
necessario e a substituicdo total por um novo tecido dsseo [3]. Logo, o facto do Mg e
suas ligas possuirem capacidade de se degradarem torna-os materiais promissores para

utilizar em implantes biodegradaveis.

Em relagdo as ligas de magnésio utilizadas em aplicacGes biomédicas os estudos
que tém sido apresentados tém como foco a avaliagdo da corrosdo e a sua
biocompatibilidade, e explorado ligas que contenham elementos com pouca ou
nenhuma toxicidade. Assim, os elementos de liga mais usuais sdo o Ca, Zn e Mn. O
calcio € um elemento muito usado no processamento de ligas de magnésio
biodegradaveis devido a possuir as propriedades quimicas e fisicas indicadas, e por ser
um elemento muito presente no corpo humano. O célcio (Ca) favorece a formagédo de
ligas binarias a base de magnésio com densidade semelhante ao 0sso. Sabe-se também
que 0 magnésio é necessario para a incorporacdo de calcio no o0sso, entendendo-se
portanto que a libertacdo de ides Ca®* e Mg?* pode ser benéfica para a formacio do

tecido dsseo [5]. A utilizacdo de zinco (Zn) como elemento de liga justifica-se por este
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levar & modificacdo da corrosdo das ligas de Mg, diminuindo a sua taxa de corrosao e
evitando a formagdo de bolhas de géas pela libertacdo de H, [6]. Por sua vez, 0 Mn é
também um dos elementos de liga utilizados por ser essencial para o ser humano em
pequenas quantidades e pelo facto de que quando adicionado a estas ligas melhora a sua

resisténcia a corrosdo [6, 7].

Na tabela 1.2, pode-se comparar as propriedades mecéanicas dos tecidos 6sseos
com as ligas de magnésio e titdnio mais utilizadas em aplica¢des biomédicas, bem como
com Mg puro e com a hidroxiapatite sintética [8]. Comparando o Mg puro com as
restantes ligas identificadas verifica-se que todas as ligas possuem maior resisténcia a

tracdo, maior médulo de elasticidade e maior tenséo de cedéncia [8].

Tabela 1. 2 - Propriedades mecanicas do tecido 6sseo, ligas de magnésio mais
utilizadas em aplicacGes biomédicas e hidroxiapatite sintética (adaptado de [8])

Modulo de Tensao de

. . Densidade Resisténcia & Resisténcia & L. P
Tecido/Material (g.cm?) compressdo (MPa)  tracao (MPa) Ela(sggls)ade C(el\cjlepn;)la
Osso cortical 1,8-2,0 164-240 35-283 5-23 104,9-114,3
Oss0 esponjoso 1,0-14 - 1,5-3,8 10-1570 -
(MPa)
Ti6A14V 4,43 - 830-1025 114 760-880
HAPp sintética 3,05-3,15 100-900 40-200 70-120 -
Mg 1,74 ) 86,8+2,5 41 20,9+2,3
AZ991D 1,81 160 230 45 150
AZ31 1,78 60-70 235 45 125-135
WE43 1,84 i 280 44 195
AM60B 1,78 130 220 45 -
Mg-Zn-Mn - ) 280,3+0,9 - 246,5+4,5
Mg-1CA - ’ 239,6+7,2 - 135,6+5,4

Além das ligas de magnésio referidas, atualmente, esta também a ser investigada
a utilizacdo de magnésio ultra puro em implantes biodegradaveis. No magnésio ultra
puro (MgUP) os elementos de impurezas (Fe, Ni, Cu e Co) existentes sdo todos abaixo
do seu limite de tolerancia. Quando estes elementos se encontram acima do limite de
tolerancia a taxa de corrosdo é elevada. Segundo Abidin et al, as ligas de magnésio tém
tendéncia a corroer mais depressa do que o MgUP [8, 9]. No entanto, ndo existe
consenso acerca deste resultado existindo outros autores que afirmam o contrario, ou

seja, que as ligas de magneésio apresentam menor taxa de corrosao que o MgUP [8]. Foi
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também efetuado um estudo recente do comportamento a corrosdo do MgUP in vivo e
in vitro que demonstra que ao fim de 60 dias a corrosdo in vivo é menor que a in vitro
[9]. Em relacdo a biocompatibilidade, este material ndo provocou reac6es inflamatdrias
que excedam o considerado moderado o que significa 0 MgUP é tolerado pelo

organismo e tem grande potencial para ser aplicado em implantes biodegradaveis [9].

Apesar das excelentes propriedades do Mg e suas ligas estes apresentam uma
limitacdo que € o controlo da sua taxa de corrosdo pois esta ocorre de forma muito
rapida fazendo com que o Mg se degrade muito depressa e ndo permitindo a formacao

de novo tecido 6sseo.

A répida corrosdo do Mg deve-se a solucdes de cloretos, existentes no fluido
corporal humano ou o sangue [7]. Este processo de corrosdo vai provocar alteragdes na
interface Mg/Ambiente fisiolégico como se pode ver na representacdo da figura 1.1.
Como se pode observar a corrosdo do magnésio conduz a evolucdo de hidrogénio e a
alcalinizacdo do meio [4, 7]. As bolhas de hidrogénio formadas podem acumular-se e
formar bolsas de gas junto ao implante provocando o atraso da recuperacdo da regido
onde foi feita a cirurgia e conduzindo a necrose dos tecidos [7]. Este esquema
demonstra, também, como a morfologia, microestrutura e composi¢do da superficie
podem desempenhar papeis fundamentais na eficacia dos implantes provocando
alteracdes na absorcdo de proteinas que intervém na adesdo de células desejaveis e
indesejaveis [4]. Considera-se assim que o processo de corrosdo do Mg € dindmico e
muito complexo apresentando diferengas em relagdo aos biomateriais tradicionais como

as ligas de titanio e o aco inoxidavel [4].

e (& ¢
€ € €
(€
« B ¥y
€ €
e e € e
«
[
€ < s € C
Magnésio O Bolha de Hidrogénio
[ Ambiente fisiologico Superficie do Mg
© Células

Figura 1. 1- Interface dinamica entre o magnésio e o ambiente fisioldgico durante a
degradacéo (adaptado de [4])
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Perante estes problemas a estratégia passa por tornar a velocidade de corroséo,
ou seja, a biodegradacdo do Mg mais lenta fazendo com que ides Mg?*, OH e bolhas de
H" sejam gerados mais lentamente e assim que o organismo se ajuste gradualmente e
possa eliminar os produtos da biodegradacdo [4]. Controlada a biodegradacdo do
magnésio, este pode ser implantado no organismo e deixa de existir a necessidade de
realizar uma segunda cirurgia para o remover, visto possuir a capacidade de se degradar

e assim diminui os riscos de saude do paciente e os custos [3].

Em geral, existem duas maneiras possiveis para controlar a corrosao/degradacéo

das ligas de Mg:

1. Adaptar a composi¢do e microestrutura, incluindo o tamanho do gréo e a textura do
material de base; ndo apenas tendo a liga em consideracdo, mas também através do
desenvolvimento de métodos de fabrico otimizados [3];

2. Realizar tratamentos de superficie ou aplicar revestimentos, que produzem camadas

de protecdo que podem ser de natureza ceramica, polimérica ou composita [3].

Foram estudadas varias técnicas promissoras de producdo nos altimos anos,
sendo no entanto ainda necesséria a realizacdo de uma grande investigacdo sistematica
[3]. Como as ligas de magneésio sdo um desafio devido a sua baixa solubilidade o estudo
de revestimentos torna-se importante, e uma maneira muito atrativa para diminuir a
velocidade de corrosdo e formar superficies biocompativeis e funcionais. A maioria dos
revestimentos em ligas de Mg, descritos na literatura, ainda ndo foram sujeitos a
transferéncia tecnolégica para aplicacdes médicas e ndo estdo disponiveis no sector dos
dispositivos biomédicos.

Até hoje, o magnésio e as suas ligas tém sido muito estudados no
desenvolvimento de stents cardiovasculares, de materiais de fixacdo de tecido 6sseo e

de matrizes porosas para a reparacdo do 0sso [7].

1.2. Revestimentos para ligas de magnésio

Os revestimentos, para aplicacbes biomédicas, devem possuir caracteristicas
especificas tais como, permitir a biodegradacdo a uma taxa desejada, aumentar a
biocompatibilidade, osseointegragdo e possuir bioatividade. Podem tambem ser
funcionalizados para ter a capacidade de libertar de farmacos [3].
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No desenvolvimento de novos biomateriais a base de Mg, o objetivo do
revestimento é criar uma superficie temporéria (revestimento) que se degrada
naturalmente sem produzir efeitos toxicos [4]. No entanto, as propriedades dos
revestimentos muitas vezes ndo sao suficientes no design de superficies e o substrato
deve passar também a ser considerado em conjunto com o revestimento como uma

Unica entidade [4].

Os materiais a base de magnésio revestidos podem ser inseridos em diferentes
partes do organismo, logo caracteristicas como a resisténcia mecanica e a
biocompatibilidade dos revestimentos devem ser adaptadas, consoante 0 meio em que
estdo inseridos. Como exemplo temos o caso dos stents cardiovasculares em que deve
ser assegurada a anticoagulacdo e a integridade mecanica [4]. Bem como nos

revestimentos para implantes 6sseos, que devem ser osteogénicos.

Os revestimentos podem, normalmente, dividir-se em duas classes: (1)

revestimentos de conversao e (2) revestimentos depositados [3].

Os revestimentos de conversdo sdao formados por reacdes especificas entre o
material base e o meio. Usualmente, as superficies dos substratos metalicos sdo
convertidas numa camada de éxido durante um processo quimico ou eletroquimico. Em
relacdo a superficie do metal original, a camada de 6xido vai crescer simultaneamente
para o exterior e interior desta alterando a geometria do componente. As camadas
produzidas sdo inorganicas e comportam-se como materiais ceramicos [3]. Um exemplo
deste tipo de revestimento é o tratamento da superficie com acido fluoridrico. Por este
método a taxa de corrosdo diminui devido a formacdo de uma camada protetora de

fluoreto de magnésio (MgF2) na superficie do substrato [10].

Quanto a natureza dos revestimentos depositados, estes podem ser divididos em
organicos, inorganicos ou metalicos [3]. Este trabalho ira centrar-se nos revestimentos
inorganicos, existindo varias tecnologias ou processos que permitem a deposicéo deste

tipo de revestimento, como se pode visualizar na figura 1.2.
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Eletrodeposicio

Revestimentd
por imersao

Imersdo

Biomimético

Pulverizacdo
Plasma

Figura 1. 2 - Tecnologias para a deposi¢do de revestimentos
inorganicos (adaptado de [1])

A deposicdo de revestimentos inorganicos em fase gasosa ou outros metodos
fisicos como pulverizacdo de plasma e a aplicacdo do laser ndo sdo apropriados para
componentes geometricamente complexos como implantes ou scaffolds porosos. Estes
métodos envolvem grande consumo de energia, custos elevados e, também, instalacdes

complexas [3].

Portanto, os principais processos a ter em conta para utilizacdo em implantes
médicos sdo 0s biomiméticos, o revestimento por imersdo, a eletrodeposicdo e a
eletroforese havendo no entanto outros [3]. Neste trabalho iremos focar-nos apenas na

eletrodeposicdo e eletroforese.

A eletrodeposicdo (ED) consiste num processo de deposicdo de um filme sob um
substrato, utilizando corrente elétrica e tendo como base a eletrolise. Neste processo
algumas reagBes quimicas ocorrem de forma espontanea podendo ser utilizadas para
produzir energia elétrica, enquanto outras necessitam de energia externa para ocorrerem
[11]. O resultado final deste processo vai ser a eletrodeposi¢cdo dum filme metalico no

catodo a partir dos ides do sal em solucéo e dos catides do metal dissolvido do anodo.

Por sua vez, a técnica de deposicao por eletroforese (EDP) permite a formacéo
de filmes com diferentes espessuras sobre substratos condutores. A EDP envolve
essencialmente a migragédo de particulas carregadas em direcdo a um substrato condutor

de carga oposta, no qual ocorre a deposicéo [12, 13].
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1.3. Revestimentos inorganicos a base de fosfatos

Os revestimentos tém vindo a ser amplamente investigados de modo a
aumentarem a taxa de degradacgdo, a biocompatibilidade, promoverem a proliferagéo

celular e diminuirem a producéo de particulas de desgaste.

A formacdo de revestimentos a base de fosfatos consiste entdo num dos
possiveis revestimentos que pode ser utilizado para controlar a degradacdo de varias
ligas metalicas nomeadamente o magnesio e suas ligas. Este tipo de revestimento
funciona como camada base/barreira que facilita a adesdo de proteinas e células. Para
além disso pode ser funcionalizado com nanoparticulas ou particulas sub-micrométricas
que Ihe dardo diferentes caracteristicas e aplicacdes. No entanto, revela-se de extrema
importancia a escolha da solucéo de fosfatos utilizada para formar o revestimento dado
que as solugdes de fosfatos mais usadas contém substancias perigosas. A formagéo de
revestimentos de fosfatos com solugdes ndo toxicas ja foi reportada por Ishizaki et al.
[14]. Nesse estudo os autores obtiveram um filme anticorrosivo na superficie da liga de
magnésio AZ31 utilizando uma suspensdo de H3PO, e particulas de a-TCP. Song et
al.[15] que também obteve um filme de fosfato em ligas de magnésio usando uma
suspensdo de nitrato de célcio (Ca(NOs),) e hidrogeno fosfato de aménio (NH4H,PO,)
[16, 17].

Este tipo de revestimento ¢ amplamente utilizado em aplicagdes na industria
automovel e aeronautica, no entanto, a escolha de uma solucdo de fosfatos nao tdxica

permite também a sua utilizagdo em aplicacdes biomédicas.

Outro tipo de revestimento muito estudado atualmente em implantes 6sseos € o
revestimento a base de fosfatos de célcio (Ca-P). O seu desenvolvimento deve-se a sua
excelente biocompatibilidade, ndo toxicidade, taxa de degradacdo varidvel, bioatividade
e osteoconducgéo [18]. Os revestimentos de Ca-P sdo atualmente um dos compostos
mais estudados e utilizados como biomateriais na regeneracdo de tecido dsseo. Os
revestimentos a base de calcio e fosforo sdo considerados biologicamente relevantes,
porque existem no nosso organismo incluindo nos dentes e nos 0ssos. Como se sabe, 0
0SSO € composto por uma componente inorganica, apatites bioldgicas (Ca-P) e uma
componente organica constituida principalmente por colagénio e agua [11]. Devido a

sua semelhanca com a apatite existente no tecido 6sseo e por terem a capacidade de
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diminuir a degradacdo das ligas de base e por aumentar a biocompatibilidade em
aplicacOes ortopédicas [11]. A HAp foi durante muito tempo o Unico fosfato de célcio a
ser utilizado como biomaterial na regeneracdo de tecidos Gsseos porém atualmente
existe interesse em aplicar outros fosfatos de calcio como o fosfato octacélcico (OCP) e
os fosfatos tricalcicos (TCP) [19]. Na tabela 1.3 estdo presentes os fosfatos de calcio
usados para revestimentos biomédicos [11].

Tabela 1. 3 - Fosfatos de calcio utilizados em aplicacdes biomeédicas (adaptado de:

[11])
Nome Férmula Relacao Ca/P
Fosfato de Calcio dihidratado CaHPO,.2H,0 1.0
Fosfato de Célcio anidro CaHPO, 1.0
Fosfato octacalcico CagH,(PO4)6.5H,0 1.33
Fosfato tricalcico Ca3(POy), 1.5
Fluorapatite Cayo(PO,)sF2 1.67
Hidroxiapatite Cayg(PO,)6(OH), 1.67

Resultados de estudos ja realizados comprovam que o revestimento de implantes
com fosfatos de célcio provoca o aumento da biocompatibilidade bem como o
crescimento celular na zona de implantacdo [11, 19]. Especialmente, revestimentos de
Ca-P depositados por métodos biomiméticos demonstram que além da excelente
biocompatibilidade este revestimento possui, também, capacidade para promover a

osseointegracdo [20].

O revestimento de fosfatos de célcio em ligas de magnésio esta reportado em
varios estudos [3, 11, 18, 19, 21]. Desses estudos retira-se que as ligas de magnésio
promovem e aceleram a deposicdo de célcio e fosfato. A deposicédo de fosfatos de célcio
é influenciada por fatores como: (1) relacdo Ca/P, (2) presenca de iBes inorganicos

como o Mg?*, (3) pré-tratamento de superficie e (4) tratamento apds revestimento [18].

Na tabela 1.4 resume-se as principais caracteristicas dos revestimentos de fosfato
de célcio obtidos por diferentes métodos em substratos de magnésio. E também possivel

verificar a composi¢do do revestimento obtido pelos diversos autores [3].
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Tabela 1. 4 - Revestimento de fosfatos de calcio por diferentes métodos em diferentes
substratos (adaptado de [3])

Substrato Espessura Método Camada in vitro in vivo

Conversdo quimica

Mg - Ca amorfo/Fosfato de Mg X
WE43 >20 um Ca carbonatado
amorfo/fosfato de Mg
Mg - CaeP X
AZ31 - . Ca amorfo/Fosfato de Mg X
Imerséo
Mg,AZ31 e AZ61 3-4,0 um HA/Mg(OH),, B-TCP
AZ31 10 nm < x< 3 um Ca cristalino/ Mg-HAp
Mg 200-300 nm HAp Ca-deficiente/
Mg(OH),
Eletrodeposicéo
AZ91 - ED:DCPD e B-TCP
Pés-tratamento: HAp
AZ31 10 pm ED e imersio ED:DCPD
Pds-tratamento: HAp
AZ91 10-20 pm ED:DCPD
Pds-tratamento: HAp
Sol gel
Sintese e X
Mg4Y 50 um tratamento de  B-TCP e HAp
calor

1.4. Nova geracdo de revestimentos multifuncionais
para aplicactes biomédicas

1.4.1. Funcionalizados com nanoparticulas de Hidroxiapatite

Como mencionado anteriormente, a hidroxiapatite (HAp) é o principal
componente mineral do 0sso, representa grande parte da massa dos 0ssos e dos dentes e
é um dos fosfatos de calcio que tem merecido maior destaque no revestimento de
implantes [11]. A formula quimica estequiométrica da hidroxiapatite € Caig (PO4)s
(OH),, tem razdo Ca/P igual a 1,67 sendo o fosfato de célcio mais estavel e menos
soluvel [22].
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A hidroxiapatite sintética ¢ usada em revestimentos de implantes e proteses,
porque apresenta uma grande semelhanga com a fase cristalina presente nos tecidos
0sseos, adicionalmente estimula o crescimento de tecido désseo (osteoconducdo). A
regeneracdo do tecido também ¢é induzida pela hidroxiapatite, pois a sua superficie
permite interacfes do tipo dipolo, fazendo com que moléculas de agua, proteinas e
colagénio sejam absorvidas. Além disso, entre os biomateriais cerdmicos a HAp é
caracteristica pela sua bioactividade, biocompatibilidade e bio-reabsorcao.

Podem ser considerados dois tipos de hidroxiapatite, as sintetizadas a altas
temperaturas, com boa cristalinidade e as sintetizadas a baixas temperaturas, que
apresentam baixa cristalinidade. A hidroxiapatite que precipita a baixa temperatura tem

caracteristicas idénticas ao tecido 0sseo e dentario [22].

Contudo, estdo atualmente a ser investigadas e desenvolvidas novas particulas de
HAp de modo a possuirem caracteristicas mais proximas as existentes no 0sso, pois 0s
fosfatos de célcio no osso apresentam dimensdes nanométricas. As nanoparticulas de
hidroxiapatite desenvolvidas (figura 1.3) possuem normalmente dimensdes de cerca de
50x20 nm. Adicionalmente essas nanoparticulas tém propriedades de osteoconducao,
biocompatibilidade diferentes as obtidas a uma escala superior. Devido as suas
caracteristicas podem controlar as interacbes das proteinas (absorcdo, configuracdo e
bioatividade) modelando consequentemente a adesdo de osteoblastos e a funcionalidade
a longo termo [22].

200nm |

Figura 1. 3 - Nanoparticulas de HAp

A hidroxiapatite sob a forma de nanoparticulas relne assim excelentes
caracteristicas para ser utilizada em revestimentos de implantes pois promove um bom
crescimento 0sseo devido a sua estequiometria, morfologia e pureza. Ao serem

incorporadas num revestimento as nanoparticulas de HAp promovem a passivacao da
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superficie formando um revestimento de composi¢do quimica semelhante & do 0sso [23,
24]. Consoante a funcdo a desempenhar pelas nanoparticulas de hidroxiapatite, estas
podem ser aplicadas em revestimentos sozinhas ou em conjunto com outros tipos de
materiais. A figura 1.4 apresenta um esquema que ilustra a diferenca entre um implante
biodegradavel sem revestimento e um implante biodegraddvel com revestimento de
HAp. Quando ndo existe revestimento, apesar da formacdo Ossea se iniciar a taxa de
degradacdo € muito elevada levando a formacdo de lacunas na superficie do implante
[21]. Com o revestimento de HAp existe uma reducdo da taxa de degradacdo permitindo
o0 desenvolvimento do osso formado inicialmente e a continua formacdo Ossea. Pode

entdo dizer-se que o revestimento de HAp € bioativo e biocompativel [21].

Hova
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Implante meses depois

Biodegradavel

Degradagio Implante Mistura da

______________________ Biodegradavel formagdo dssea

com os produtos
de degradagio
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Revestimento de novo 0880

Desenvolvimento do
0550 maduro

nanoparticulas de HAp I
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——
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Figura 1. 4 — Esquema que ilustra o comportamento in vivo entre um implante
biodegradavel de Mg e suas ligas. (A) Implante biodegradavel sem revestimento e (B)
implante biodegradavel com revestimento de HAp (adaptado de [21])

Estes revestimentos podem ser depositados por métodos ja mencionados
anteriormente como o plasma-spray, sol-gel, deposicéo por laser pulsado, eletroforese e
eletrodeposicdo [25]. A eletrodeposicdo e a eletroforese surgem como um processo
barato e simples, que pode ser efetuado a temperatura ambiente, e a espessura e
composi¢do quimica do revestimento de HAp podem ser controladas atraves do ajuste

dos pardmetros de eletrodeposicao/eletroforese [25].
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A partir de uma revisédo da literatura, como se pode observar na tabela 1.5,
verifica-se que existem alguns estudos realizados sobre desenvolvimento de
revestimentos de HAp mas poucos utilizando o Mg e suas ligas como substrato. Nos
estudos apresentados podemos verificar que o substrato mais utilizado é o aco

inoxidavel.

Tabela 1. 5 - Condicdes utilizadas no processo de formacéo por eletroforese de
revestimentos de hidroxiapatite

Ref  Substrato Espessura Método Camada
- Nanoparticulas de HAp (50g/) HA
[26] AZ91 82,67 £1,33 um  dispersa em metanol; P

- 1° Passo: da EDP executado a 50Vcm?

oo
-2° Passo: da EDP executado a 30Vcm?; ' IPI Ca T
[27] Aco - EDP numa solucdo de 400 ml de
inoxidavel etanol absoluto e 5g de nanoparticulas
316L de HAp; HAp
- EDP até 4 s;
[28] Aco 4-89 um - Nanoparticulas de HAp sintetizadas;
inoxidavel - A suspensdo de HAp (10 g¢/L) foi
316L preparada  em  metanol, etanol,
isopropanol e butanol por adicdo de HAp
1 g de nanoparticulas em 100 mL de
alcool;

- EPD a 20 e 60 V/cm por 30, 120, 240,
360, 480 e 600 s;

[24] Aco - Nanoparticulas de HAp sintetizadas
Inoxidavel 50um pelo método de spray plasma termal;
- Concentracdo de HAp na suspensédo a
209/l (HAp/etanol);
- EDP com densidade de corrente
aplicada controlada a 0,05-1,5 mA/cm?.

HAp, B- fosfato
tricélcico

1.4.2. Funcionalizacdo com GO

Além da hidroxiapatite existem outros materiais que séo atualmente investigados
com propriedades interessantes e que poderdo num futuro préoximo serem usados em
aplicacdes biomédicas nomeadamente em revestimentos de implantes formando
camadas funcionais que exibem biocompatibilidade e bioatividade. Um material novo

muito promissor é o grafeno. Estudos recentes demonstram que o grafeno exibe uma
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excelente integracdo em ambientes biolégicos pois estimula a adesdo de proteinas e
possui elevada reatividade melhorando as funcdes celulares [29].

O grafeno é considerado um material quimicamente inerte, tem excelente
estabilidade quimica e térmica, boa flexibilidade e impermeabilidade a moléculas
pequenas tornando-o favoravel para a formacao de camadas que protegem os metais da
oxidagdo e corrosdo em ambientes adversos [30]. Este material forma uma barreira
natural proporcionando uma separacdo fisica entre 0 metal e o ambiente fisioldgico,
tornando-se um material vantajoso a utilizar no revestimento de implantes. Varios
autores ja estudaram este tipo de revestimento em substratos de cobre e biovidro

utilizando a técnica de eletroforese para a sua formacéo [29, 30].

Além do grafeno sdo também utilizados os seus derivados como possiveis
materiais a utilizar em revestimentos, nomeadamente o 6xido de grafeno (GO) que é
também um material muito promissor. O GO € constituido por uma sé camada de 6xido
de grafite e € normalmente produzido por tratamento quimico da grafite através da sua
oxidacdo e da sua subsequente dispersdo e esfoliacdo em agua ou solventes organicos
adequados. Essa monocamada de Oxido de grafite contém grupos funcionais de

oxigenio nos planos basais e nos extremos (figura 1.5) [31].
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Oxidacio @A LEL/ e
Xidacao Redugao

Figura 1. 5 — Esquema estrutural do Grafeno e do Oxido de Grafeno (adaptado de [32])

Comparado com o grafeno, os grupos funcionais do GO podem na verdade dar
origem a defeitos na estrutura mas também favorecer a sua capacidade de dispersdao em
muitos solventes, nomeadamente na agua devido as suas propriedades hidrofilicas. Esta
propriedade € muito importante quando existe mistura do material com matrizes

ceramicas ou polimeros para tentar melhorar as suas propriedades elétricas e mecanicas.
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Por outro lado, em termos de condutividade elétrica, o O0xido de grafeno é
frequentemente descrito como um isolante elétrico, devido a quebra das ligacdes sp’.
Para recuperar a sua forma hexagonal, e assim a condutividade elétrica, tem de ser
conseguida a reducdo do 6xido de grafeno. No entanto, com a reducdo do GO grande
parte dos grupos de oxigénio sdo removidos, e este torna-se mais dificil de dispersar,

devido a sua tendéncia para criar agregados.

O GO além das propriedades ja referidas como capacidade de dispersdo e boas
propriedades elétricas possui ainda: (1) boas propriedades Opticas, (2)
biocompatibilidade, (3) propriedades antibacterianas, (4) boas propriedades mecanicas e
(4) alta flexibilidade [33].

O o6xido de grafeno pode também ser funcionalizado e as suas propriedades
radicalmente alteradas. Deste modo, pode tornar-se mais adaptavel para uma série de
aplicacdes. Este pode ser funcionalizado dependendo da aplicacdo desejada, sendo que
nos Ultimos anos tém existido um crescente interesse na funcionalizacdo do 6xido de
grafeno para aplicacbes médicas e biomédicas. Todas estas propriedades tornam as
folhas de GO muito promissoras, sendo utilizadas por varios autores, para efetuar
revestimentos apresentando bons resultados na diminui¢do das taxas de corrosdo e

funcionalizacdo de superficies [33, 34].

Para aplicacdes biomédicas, nomeadamente em implantes biodegradaveis, torna-
se interessante a funcionalizacdo de revestimentos de Oxido de grafeno com
hidroxiapatite de modo a promover o crescimento e diferenciacdo de células e reforcar a
biocompatibilidade (figura 1.6).

( | OH
on | 2 ';\OH‘-,‘:_‘.‘ t -~
| P2 2 ,
D, | 2 -
v of x*
0 ‘*\( “—\ W
\ e 3
OH T
GO Funcionalizagao RGO/MA

Figura 1. 6 — Funcionalizagdo do 6xido de grafeno (adaptado de [35])
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Segundo um estudo recente, a utilizacdo de 6xido de grafeno e hidroxiapatite em
revestimentos para implantes ndo apresenta citotoxicidade e permite reforcar a
biocompatibilidade [35]. Como se pode observar na figura 1.7, para concentragdes
elevadas das solucbes de 6xido de grafeno e O0xido de grafeno com hidroxiapatite a

viabilidade celular aumenta em relacdo ao grupo de controlo [35].
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Figura 1. 7 — Viabilidade celular em meios contendo 6xido de garfeno, éxido de
grafeno reduzido por polimerizacao de dopamina e 6xido de grafeno reduzido com HAp
(adaptado de [35])

Os revestimentos de HAp e GO em comparacdo com os revestimentos de HAp
revelam melhores propriedades mecanicas, dureza mais elevada, bem como,
elasticidade e tenacidade a fratura [34]. Considera-se entdo que a juncdo da HAp e GO
num soO revestimento pode vir a ser bastante promissora para utilizacdo em implantes

devido a conter caracteristicas préximas do tecido 6sseo.

Revestimentos de GO em Mg ndo foram encontrados na literatura, sendo
atualmente o material mais utilizado como substrato, o titdnio. Na tabela 1.6 podemos

ver as condicOes utilizadas, por diferentes autores, para efetuar os revestimentos de GO
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e HAp por eletroforese em titanio (Ti). A partir da técnica de eletroforese, em ambos os
estudos, se conseguiu obter revestimentos constituidos por HAp e GO.

Tabela 1. 6 - Condicdes utilizadas no processo de eletroforese para revestimentos de

GO
Ref  Substrato Espessura Método Camada
- EDP executada a 30V,
[33] Ti - Tempos de deposi¢do de 1 a 5 min em

solucbes HAp (3mg/ml) numa mistura

etanol-agua (70 vol.% etanol); HAF;OpSl;;?(’)SO €
- Solvente contém 0.5 mg/ml HYNa e 0-
1,5 peso% de folhas de GO;
[34] Ti puro 35,1-52,8 um - Foram preparadas 3 tipos de
suspensdes (5¢g/ml) com HAp e
2GO/HAp e 5GO/HAp contendo 0
peso%, 2 peso% e 5 peso% de plaquetas
de GO, respetivamente;
- A HAp e o GO foram colocados em HAp,GO e
fosfatos

120ml de etanol e submetidos a
ultrassons;

- pH ajustado a 3-4;

- EDP a 30 V durante 1 a 5 min com
fonte de energia a voltagem constante.

1.5. Comportamento dos revestimentos a base de fosfatos
sobre Magnésio em condicdes fisioldgicas

O comportamento dos revestimentos a base de fosfatos em magnésio em meios
fisiologicos é atualmente muito estudado. Para analisar o comportamento dos
revestimentos existem varios métodos como testes de imersdo, estudos de polarizacdo
ou espetroscopia de impedancia. Estes testes sdo realizados em condicGes fisioldgicas
(37°C), a pH 7,4 e utilizando solu¢6es simuladoras do fluido humano como a solucéo de
SBF e de Hanks. A composi¢do, concentracdo e volume de eletrélito, bem como, o
tempo do teste e outros parametros podem variar. Esta variagdo nas condicdes

experimentais torna dificil a comparacao de resultados publicados [3].

A partir de uma revisdo da literatura € possivel afirmar que a funcionalidade
alcancada pelos revestimentos a base de fosfatos provoca a reducdo da velocidade de
corrosdo, o que se pode verificar pelos valores do potencial de corrosdo obtidos através

de ensaios eletroquimicos. Os substratos de Mg com revestimento apresentam
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potenciais mais nobres (tabela 1.7). O aumento da resisténcia a corrosdo do Mg
revestido com revestimentos & base de fosfatos significa que a degradacdo do Mg se
torna mais lenta aumentando consequentemente a osteointegracdo como comprovado
em ensaios in vivo e in vitro. Além disso, alguns estudos comprovam a

biocompatibilidade e bioatividade destes revestimentos [23, 36-38].

Tabela 1. 7 — Degradacéo de diferentes substratos de Mg sem revestimento e com
revestimento a base de fosfatos (adaptado de: [3, 20, 23, 26, 37])

Solucéo Substrato  Ecorr Método de Revestimento Ecorr ap0s
fisioldgica revestimento
Hanks, AZ31 -1,60V  Eletrodeposigédo Ca-P -1,42V

37°C

SBF, 37°C  CP-Mg -1,77V  Eletrodeposi¢do HAp -1,05V

SBF, 37°C  AZ91 -1,44V  Eletroforese n-HAp -1,32V

SBF, 37°C  AZ91D -1,36 V. Eletrodeposi¢do HAp -1,30 vV

SBF, 37°C  ZK60 -1,53V  Biomimético Ca-P -1,42V

No entanto, existem estudos em que 0s revestimentos a base de fosfatos de
calcio apresentam resultados insatisfatorios, normalmente devido & formacéo de fissuras
ou ao controlo deficiente da fase de formacao dos revestimentos de fosfato de célcio. A
maioria destes estudos concentra-se apenas numa ou duas propriedades do revestimento

e ndo em todas as suas funcionalidades e propriedades em simultaneo [3].

Para uso em implantes é muito importante uma caracterizacdo completa dos
revestimentos ndo s6 quanto a taxa de corrosdo, mas também quanto a natureza quimica

da superficie, & adesdo e & morfologia [3].

Pode concluir-se entdo que o revestimento a base de fosfatos por
eletrodeposicdo/eletroforese no Mg é um método que necessita de mais estudo e
otimizacdo mas pode ser bastante eficaz e econdmico. Estes revestimentos temporarios
podem vir a ser muito Gteis clinicamente nomeadamente em implantes dado que

permitem uma optimizacao das propriedades e uma adequacao que ocorre in vivo [4].
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1.6. Objetivos e principais metas a alcangar na tese

O objetivo principal a atingir neste trabalho consistiu em desenvolver um
revestimento funcionalizado, biodegradavel e temporério que contribui para controlar a
taxa de degradacdo da liga AZ31 e do MgUP em meio fisiologico. Pretende-se também
melhorar a resposta biologica permitindo a sua posterior utilizacdo em implantes
biodegradaveis. Outro dos objetivos € produzir os revestimentos em simultaneo e num
sO passo pelo processo de eletrodeposicdo/eletroforese que € um processo simples e de

baixo custo.

Os revestimentos obtidos tém por base fosfato e foram funcionalizados com

nanoparticulas de HAp e folhas submicrométricas de 6xido de grafeno.

Posteriormente, 0s revestimentos obtidos foram caracterizados por diferentes
técnicas de caracterizacdo como SEM/TEM (Microscopia eletronica), EDS
(Espetroscopia de Energia Dispersiva), Microscopia confocal de Raman e submetidos a
medidas de angulos de contacto e degradacdo em condicdes fisioldgicas.
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Capitulo 2
2.Materiais e méetodos

2.1. Materiais

As amostras utilizadas foram cortadas de um vardo da Liga de magnésio AZ31,
bem como de um vardo de magnésio ultra puro (MgUP) com éareas entre os 0,41 a 0,71

cm?. A composicdo quimica da liga AZ31 e do MgUP estdo sumarizadas na tabela 2.1.

Tabela 2. 1 - Composicao quimica da liga AZ31 e do MgUP [39]

Composicédo Quimica (Y6peso)
Designacéao Al Zn Mn Cu Fe Ni Ca Y
AZ31 3 1 0,2
MgUP 1,3x10™ | 0,0036 | 0,00014 | 9,00x10° | 0,00012 | 1,0x10™ | 2,5x10> | <0,01

Na parte superior de cada uma destas amostras foi colado um fio de cobre,
usando cola de prata de modo a permitir o contacto elétrico. Posteriormente, estas
amostras foram montadas em resina epoxidica a fim de garantir um manuseamento e

isolamento adequados apresentando o aspeto que se pode observar na figura 2.1.

Figura 2. 1 - Exemplo de amostras montadas em resina: (A) liga AZ31, (B1) amostra
do MgUP com corte transversal e (B2) MgUP em varéo

As amostras foram também desbastadas com diferentes lixas antes da realizacéo
dos ensaios. No final da etapa de desbaste e antes da realizagdo do ensaio as amostras

foram limpas com acetona e secas com um fluxo de ar quente.
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2.2. Preparacdo das nanoparticulas de HAp

As nanoparticulas de HAp neste estudo foram preparadas usando o método
hidrotermal. Para a preparacdo da solucdo foram utilizados os seguintes reagentes: (1)
0,6M de acido citrico, (2) 0,2 M de Nitrato de célcio e (3) 0,2 M de hidrogeno fosfato
de amonia. O procedimento experimental seguido foi o descrito por C. Santos et al.[40].
Apo6s preparada a solucéo, esta foi colocada em quatro autoclaves e, posteriormente,
inserida numa estufa a 180°C durante 24 horas. Terminado esse tempo, as autoclaves
foram retiradas da estufa e a suspensdo com as particulas foi centrifugada, duas vezes,
durante 2 minutos a 10.000 rpm.

No final, as nanoparticulas obtidas foram secas num exsicador.

2.3. Eletrolitos

Para se efetuar a passivagédo e o revestimento das amostras da liga AZ31 e do
MgUP foram testados eletrolitos com composicdo e valor de pH diferentes: (1)
Hidroxido de Potassio (KOH) com concentracdo de 5 M e pH 14; (2) Fosfato de aménio
dibasico (HgN,O4P) com concentracdo de 0,06 M e pH 8; (3) Fosfato de amodnio

dibasico com Hidrdxido de potéssio de pH 10.

A fim de se avaliar o efeito da composi¢cdo do eletrélito nas caracteristicas do
revestimento foram estudadas diferentes composicdes a utilizar e, consequentemente,
diferentes valores de pH. Assim foram realizados ensaios de polarizagdo
potenciodindmica, que permitiram analisar o comportamento eletroquimico da liga de
magnésio AZ31 e do MgUP nesses eletrolitos. Apds este estudo verificou-se que a
superficie se torna passiva quando € utilizado um eletrélito com pH 10. Deste modo
selecionou-se essa composicao para efetuar os diferentes revestimentos na superficie da

liga AZ31 e do MgUP, pelo método potenciostatico.

Para formar o revestimento na superficie da liga AZ31 e do MgUP com
incorporagdo de nanoparticulas de HAp, a 100 ml da solucdo referida anteriormente, foi

adicionada 0,03 g de HAp, obtendo-se assim uma suspensao.
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Por sua vez, o revestimento com HAp e éxido de grafeno foi desenvolvido
utilizando uma solu¢do com a mesma concentracdo e quantidade de nanoparticulas da
anterior, sendo que a 100 ml desta solugéo se adicionou, também em suspensdo, 1ml de
uma solucdo aquosa contendo 4mg/ml oOxido de grafeno (GO) produzido pela
companhia Graphenea [41]. As principais caracteristicas do GO estdo descritas na
tabela 2.2 e a sua anélise elementar esta presente na tabela 2.3 para uma preparacéo de 2

g de 4 %peso de GO em agua, foram secas por vacuo a 60 °C durante a noite.

Tabela 2. 2 - Propriedades do GO [41]

Forma Dispersdo de folhas de dxido de grafeno

Dimenséo da folha | Variavel

Cor Amarelo-castanho
Odor Inodoro
Disperséo Solventes polares
Solventes Agua (250ml)

Tabela 2. 3 - Analise elementar do GO [41]

Concentracao | 4mg/ml
Carbono 49-56%
Hidrogénio 0-1%
Nitrogénio 0-1%
Enxofre 0-2%
Oxigénio 41-50%

2.4, Métodos de preparacao dos revestimentos

2.4.1. Eletrodeposicao

A eletrodeposicdo (ED) consiste num processo de deposicdo de um revestimento
sob um substrato, utilizando corrente elétrica e tendo como base a eletrolise. Neste
processo algumas reacGes quimicas ocorrem de forma espontanea podendo ser
utilizadas para produzir energia elétrica, enquanto outras necessitam de energia externa
para ocorrerem. O uso de energia elétrica para a producdo de rea¢bes quimicas designa-

se de eletroélise.
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De acordo com a Lei de Faraday para a eletrélise, a quantidade de todos o0s
elementos libertados no catodo ou no &nodo durante a eletrolise é proporcional a
quantidade de eletricidade que passa através da solucdo. A lei de Faraday é dada pela

equacao 2.1:
Q = [ Idt = mn,F (2.1)

em que a corrente | € a medida da taxa de reacdo na célula, Q é a carga a que a reacao
ocorreu, t o tempo pelo qual a carga passa, m as moles de um produto e n, 0 numero de

cargas envolvidas na reacéo.

Na figura 2.2, pode observar-se uma célula eletrolitica. Esta é constituida por
uma solucdo eletrolitica (eletrdlito) e por dois elétrodos. O elétrodo que esta ligado ao
polo positivo da fonte de tensdo € chamado de &nodo, podendo ser um material da
natureza da solucdo ou do metal a depositar, onde sera produzida a oxidacdo. Por sua
vez, o elétrodo ligado ao pdlo negativo da fonte é designado por catodo, sendo o local

onde é colocado o substrato a revestir [11, 39].

A circulacdo dos eletrdes é entdo feita do &nodo para o pélo positivo da fonte, ou
seja, 0 catodo produzindo um catido do metal da solucdo. O catido trata-se de uma
espécie idnica positiva que por efeito do campo elétrico migra para o catodo. O anido
pelo contrario é uma espécie ionica negativa que por efeito do campo elétrico migra
para o anodo. Os eletrdes, atraves do polo negativo da fonte atingem o catodo e também
as cargas positivas dos ides metalicos (catides) na solucdo, transformando estes iGes em
atomos do metal. Estes atomos sdo depois removidos da solucédo ao serem atraidos pelo

catodo.

A movimentacdo dos anifes e catides provoca uma corrente elétrica que

atravessa a solucdo, permitindo assim, o fecho do circuito elétrico.
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Figura 2. 2 - Célula eletrolitica (adaptado de [39])

O resultado final deste processo vai ser a eletrodeposicdo dum revestimento
metalico no catodo a partir dos i6es do sal em solucédo e dos catibes do metal dissolvido

do anodo.

Existem varios fatores que vao influenciar a eletrodeposicdo, nomeadamente: a
composicdo e pH do eletrolito, temperatura, o potencial aplicado entre os elétrodos, a
densidade de corrente e o tipo de corrente (pulsada ou continua). Consoante as
condicdes experimentais usadas o filme obtido pode ser cristalino ou amorfo, metalico

ou ndo metalico.

No processo de eletrodeposicdo deve ter-se ainda em consideracdo o substrato,
onde os efeitos de fragilizacdo pelo potencial de hidrogénio sdo preocupantes. Bem
como, a interface do substrato, onde a aderéncia do revestimento e a interdifuséo entre o
revestimento e o substrato sdo relevantes. Deve também ter-se em conta o revestimento,
onde fatores como a composi¢cdo e microestrutura determinam propriedades como a
tensdo, a fase de transformacéo e o crescimento do gréo. Por fim, o ultimo fator a ter em
conta é a interface com o meio, em que a interagdo do revestimento na sua aplicagdo

deve ser considerada em termos de corrosdo e/ou desgaste.

Os principais aspetos que definem a qualidade dos fatores acima mencionados

sdo a porosidade, a fragilizacdo pelo hidrogénio e a adeséo.

A porosidade pode influenciar sensivelmente a resisténcia a corrosdo, as
propriedades mecanicas, as propriedades elétricas e as caracteristicas da difusdo. No
entanto, esta pode também ser influenciada pelo substrato, a solugdo de deposicao, 0s
procedimentos operacionais e o tratamento pds-deposicéo [11, 39].
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A fragilizacdo por hidrogénio esta ligada aos procedimentos de preparacdo dos
substratos. As operacBes de ataque quimico e de limpeza por ultrassons podem
introduzir hidrogénio, na forma atémica, no substrato e originar a fragilizacdo. No
entanto, esta pode também ocorrer pelo efeito de bolhas de hidrogénio introduzido pela

eletrodeposigéo.

Para que um revestimento seja funcional no seu desempenho, a sua adesdo tem
que suportar tensdes mecanicas, esforcos estaticos e plasticos, o0 ambiente onde se insere
e de possuir resisténcia térmica. Uma boa adesdo depende da ligacdo atbmica, mddulo
de elasticidade, estado de tensdo, espessura, pureza e resisténcia a fratura da regido da
interface [39].

2.4.2. Eletroforese

A técnica de deposicdo por eletroforese (EDP) permite a formacdo de
revestimentos com diferentes espessuras sobre substratos condutores. A EDP envolve
essencialmente a migracdo de particulas carregadas em dire¢do a um substrato condutor
de carga oposta, no qual ocorre a deposicdo. Quando as particulas estdo carregadas
positivamente ocorre deposicdo sobre o catodo designada de deposicdo eletroforética
catédica enquanto que, quando estas estdo negativamente carregadas existe deposi¢cdo
sobre 0 &nodo chamada de deposicéo eletroforética anddica (figura 2.3) [12, 13].
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Figura 2. 3 - llustragdo esquematica do processo de deposicao por Eletroforese: (a)
EDP catddica e (b) EDP anddica (adaptado de [13])

Este processo foi descoberto, em 1807, por Reuss que descobriu que particulas

carregadas suspensas em agua migram numa direcdo especifica quando submetidas a
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um campo elétrico. No entanto, s6 na década de 40 é que a EDP comegou a ser utilizada
como um processo de deposicdo cerdmica. Depois de efetuados alguns ajustes nas
décadas seguintes a deposicéo por eletroforese € estabelecida como sendo um processo
de revestimento simples, de custo reduzido e flexivel. Sdo possiveis taxas de deposi¢do
rpidas na ordem dos segundos ou minutos e a espessura dos revestimentos obtidos
pode ser variada entre 1um e 500 pum, sendo possivel ter controlo de espessura e
morfologia dos revestimentos. Nestes revestimentos sdo possiveis de obter varias

formas, complexos 3D e estruturas porosas [12].

A EPD ¢ assim um processo de duas etapas. Na primeira etapa as particulas carregadas
sdo dispersas num eletrolito adequado e migram em direcdo ao elétrodo com carga
oposta sob a aplicacdo de um campo elétrico. Na segunda etapa, por sua vez, as

particulas depositam e formam uma camada relativamente densa (figura 2.4).

© Particulas carregadas
+ Catices
Anides

v
Eletrodo Suspensao Eletrodo

Figura 2. 4 - Esquema da deposic¢do por eletroforese [42]

A cinética da EDP segue a equacdo de Hamaker (2.2),

dw
- = fucAE (2.2)

em que p é a mobilidade eletroforética das particulas, ¢ é a concentracdo da suspensao,
A ¢ a area de deposicdo, E € o campo elétrico aplicado e f € o fator introduzido na
equacdo para ter em conta que nem todas as particulas enviadas para o substrato

(elétrodo) participam na formag&o do revestimento [43].

A mobilidade eletroforetica das particulas é dada pela equagéo 2.3,
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_ £o&rd
== (2.3)

em que &, é a permissividade do véacuo (8.854 x 10™* F/m), ¢, é a constante dielétrica

do meio, { é o potencial zeta das particulas e 1 ¢ a viscosidade do meio [43].

Existem entdo varios fatores que influenciam este processo tais como: (1) o tamanho
das particulas a serem depositadas, devem ser pequenas de modo a permanecerem em
suspensdo durante o processo (2) o eletrélito/solucdo utilizado para suspender as
particulas durante a deposicao eletroforética e (3) os parametros fisicos como a natureza
elétrica dos elétrodos e as condi¢Oes elétricas utilizadas (relacdo voltagem/intensidade,
tempo de deposicédo) [12, 13, 43].

Este processo apresenta varias vantagens como: (1) simplicidade, (2) custo reduzido, (3)
capacidade de ajustar o processo através da simples alteracdo de parametros como o
tempo de deposicdo e o potencial aplicado e (4) ndo existirem reacgdes

elétrodo/particulas pelo que as particulas ndo perdem a carga ao serem depositadas [13].

Segundo a literatura, esta técnica ja foi utilizada com sucesso em revestimentos de
silica, revestimentos de hidroxiapatite em substratos metélicos para aplicacdes
biomédicas, materiais luminescentes, filmes supercondutores, sensores, compdsitos de

multiplas camadas e filmes de nanotubos de carbono, entre outros [12].

Neste estudo para os ensaios eletroquimicos foi utilizada uma célula eletroquimica a
trés elétrodos que como o nome indica permitiu efetuar uma montagem (figura 2.5) de
trés elétrodos: (1) o elétrodo de trabalho (amostra); (2) o contra-elétrodo que permite a
imposicdo de um dado potencial através da passagem de corrente; (3) o elétrodo de
referéncia, elétrodo saturado de calomelanos (SCE), que permite a medicdo do potencial

da amostra.
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Figura 2. 5 - Potenciostato e célula eletroquimica com a montagem a trés elétrodos: (1)
Elétrodo de trabalho; (2) Contra-elétrodo; (3) Elétrodo de referéncia.

Todos os ensaios foram realizados utilizando o equipamento Gamry 600 como
potenciéstato que interage com o computador via USB permitindo a aquisicdo

automatica de dados.

Durante os ensaios foram realizadas curvas de polarizacdo com varrimento do
potencial no sentido positivo (anddicas) e no sentido negativo (catddicas) a uma
velocidade de 1mV/s, ou curvas potenciodindmicas e, foi também monitorizado o
potencial de circuito aberto (OCP) de modo a verificar se 0 sistema se encontrava

estavel.

O revestimento da superficie da liga de magnésio AZ31 e do MgUP foi realizado
por eletrodeposicdo/eletroforese, pelo método potenciostatico, utilizando como

eletrolito as soluces referidas anteriormente.

2.5. Técnicas de caracterizacdo do revestimento

Para caracterizar os diferentes revestimentos obtidos neste estudo foram utilizadas
diferentes técnicas de caracterizacdo com o objetivo de determinar a sua morfologia e

analisar a sua composi¢do quimica.
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2.5.1. Microscopia eletrénica de varrimento/Técnica de energia
dispersiva (SEM/EDS)

O microscopio eletrénico de varrimento (SEM) é um instrumento muito
utilizado no apoio a investigacdo cientifica. Esta técnica permite obter diversas
informacOes acerca da caracterizacdo estrutural da amostra nomeadamente a sua
morfologia externa (textura), composicdo quimica e orientacdo dos materiais que a

compdem. As amostras podem ser metais, ceramicos e compositos [44, 45].

Na maioria das aplicacdes, os dados sdo recolhidos ao longo de uma é&rea
selecionada da superficie da amostra sendo formada uma imagem 2D que mostra as
suas variacOes espaciais. As areas selecionadas podem variar entre 1 cm a 5 um de
largura que podem ser analisadas num modo de varrimento, utilizando técnicas
convencionais de SEM (amplificacdo de 20x a 30.000x, resolucédo espacial de 50 a 100
nm). Com a utilizacdo da SEM ¢ possivel também efetuar anélises de regibes (zonas
especificas) através de pontos, linhas ou areas selecionados sobre a amostra. Para uma
analise semi-quantitativa dos elementos quimicos existentes na superficie dos materiais
esta técnica estd normalmente associada a técnica de espectroscopia dispersiva de
Raios-X (EDS).

A microscopia eletronica de varrimento usada na caracterizacdo dos
revestimentos permite determinar a espessura, analisar a microestrutura, identificar
defeitos e impurezas, avaliar os estados de adesdo dos revestimentos ao substrato e

também a analise de degradacdo da superficie, como corrosao e fratura [45].

Nesta técnica, um feixe de eletrGes focado através de um sistema de lentes
eletromagnéticas é acelerado por uma tensdo que varia entre 0 a 40 kV. Este feixe
transporta quantidades significativas de energia cinética que vai ser dissipada na forma
de uma variedade de sinais produzidos pela interacdo entre os eletrGes e a matéria
(amostra) (figura 2.6). Estes sinais incluem eletrdes secundarios (ES que produzem
imagens SEM)), eletrdes retro-difundidos ( ER que permitem a distin¢do, na amostra em
analise, da presenca de regides de atomos leves e pesados), fotbes (raios X
caracteristicos , que sao utilizados para a analise elementar e continua dos raios-X), a

luz visivel (catoluminescéncia), e calor. Os eletrdes secundarios sdo utilizados para
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adquirir a morfologia e topografia de amostras enquanto os eletrdes retro-difundidos séo
usados para ilustracdo de contrastes na composi¢do de amostras multifasicas [44].

Feixe de Electries

Raiog-x Electroes Secundinios

Electroes Rectrodifundidos
Catoluminescéncia \ /J lectries Auger

_ (‘Llc‘-c”.'-“-:‘" b In.:-l:lhl;

Electries Transmitidos Electroes Difractados

Figura 2. 6 - Tipos de radiacdo emitida pela matéria quando submetida a um feixe de
eletrbes REF

A geracdo de raios-X € produzida por colisbes inelasticas dos eletrdes
incidentes com os eletrdes das orbitais discretas dos 4tomos na amostra. A medida que
0s eletrdes excitados diminuem os estados de energia, produzem raios-X que tém um
comprimento de onda fixo caracteristico de cada elemento na amostra. A andlise de
SEM ¢ considerada "ndo-destrutiva”, ou seja, 0s raios-X produzidos por interacfes de

eletrbes ndo levam a perda de massa da amostra [44, 45].

As amostras para poderem ser caracterizadas por SEM tém de apresentar boa
condutividade elétrica superficial mas quando tal ndo acontece existe a necessidade de
recobrir essas mesmas amostras, através da aplicacdo de um revestimento ultra-fino, de
Au ou C. As amostras devem também suportar o alto vacuo utilizado devido a esta
técnica utilizar um feixe de eletrdes e devem possuir estabilidade fisica e quimica, nas

condicdes de observacdo / interacdo com o feixe eletromagnético [44, 45].

Neste estudo, a morfologia e composicdo do revestimento depositado sobre a
superficie do material foram identificadas por SEM/EDS usando o equipamento JEOL
7001F-FEG-SEM com uma tenséo de aceleragdo de 15.0 e 20.0 kV (figura 2.7).
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Figura 2. 7 - Microscopio eletronico de varrimento do ICEMS/IST

2.5.2. Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) é uma técnica que permite
observar detalhes a escala atomica. O principio basico desta técnica de analise baseia-se
na transformacdo da intensidade eletronica em intensidade luminosa num alvo, sendo

posteriormente registada ou gravada [46].

Um microscopio eletronico de transmissdo consiste num feixe de eletrGes e num
conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe. O feixe e as lentes
eletromagnéticas encontram-se numa coluna em vécuo & presséo de cerca de 10 mm
Hg.

Neste equipamento os eletrdes séo libertados pelo aguecimento de um filamento
metalico em vacuo. Estes sdo depois submetidos a uma diferenca de voltagem, onde sdo
acelerados. Ao atravessarem um pequeno orificio, forma-se um feixe de eletrdes que
percorre o tubo do microscopio. J& no interior do tubo, os eletrdes passam por bobines
elétricas chamadas lentes eletromagnéticas, que os desviam de maneira analoga. A
configuracdo do microscopio é semelhante a do microscopio 6tico, no entanto o trajeto
dos eletrBes € de cima para baixo [46].
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Nesta técnica o feixe de eletrdes atravessa o material a observar, resultando a
imagem da maior ou menor absorcéo dos eletrfes ao incidirem na superficie da amostra
Ao incidir na amostra o feixe provoca a libertacdo de uma vasta gama de sinais (figura
2.8).

feixe de electrdes
altamente energético

eleciriies retro-dispersos electries secundirios
raios-X caracter{sticos
clectrdes Auger
\ _,_,—-',H luz visivel
clectroes absorbidos +——— —* pares electriio - buraco
rans-X

. Bremsstrahlung
electrdies dispersos

clasticamente electrdes dispersos
feixe directo inelasticamente

Figura 2. 8 - Gama de sinais emitidos durante a interagdo de um feixe altamente
energético de eletrdes com um material (adaptado de [46])

A imagem obtida é dada pela interacdo dos eletrbes com o material. Em relagéo
ao contraste as imagens formadas em TEM tém diferentes origens, tais como a
diferenca de espessura, de densidade ou de coeficiente de absorcdo de eletrdes
(contraste de massa), difracdo e campos elasticos de tensdo. As imagens sdo observadas

através de um ecra fluorescente e/ou registadas através de uma camara [46].

A maioria dos equipamentos utilizados no estudo de materiais (metalicos,
ceramicos e poliméricos) dispbe de uma tensdo de aceleracdo até 300 kV. Os TEM
utilizados em biologia (materiais organicos naturais) operam normalmente com tensoes

de aceleracdo mais baixas entre 60 e 80 kV.

O microscépio eletronico de transmissdo tem basicamente duas partes: (1) parte
eletronica e (2) parte do vacuo.

A parte eletronica é constituida por:

= Feixe de eletrdes, que € o tipo de radiacao utlizada;
= Filamento de tungstenio, ligado a alta voltagem (40KV a 120KV) sendo levado

a incandescéncia através de aquecimento e conduzindo a emissdo de eletrfes.
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= Lentes eletrostaticas, proporcionam a formacdo do feixe de eletrGes — canhdo de
eletrdes.

= Lentes eletromagnéticas, cilindros ocos e metalicos percorridos por uma
corrente elétrica que cria um campo magnético permitindo a deflexdo do feixe
eletronico. A focagem do feixe é conseguida através da variacdo da corrente que

passa nas lentes.
Por sua vez, a parte do vacuo no TEM é constituida por:

= Bombas rotativas e bombas de difuséo;

* Pontos na coluna onde o ar ¢ “aspirado”;
= Aparelhos de medida;

= Reservatorios;

=  Valvulas;

A Microscopia Eletronica de transmissdo foi a técnica utilizada para analisar a
morfologia das nanoparticulas de hidroxiapatite produzidas, os revestimentos e verificar
se as nanoparticulas de hidroxiapatite faziam parte da sua constituicdo. O modelo
utilizado foi um Hitachi H8100/Thermo Noran System SIX representado na figura 2.9.
E a tensdo de aceleracdo usada na observacdo das amostras foi de 200 Kv. Todas as

amostras analisadas foram dispersas em grelhas de cobre perfuradas.

Figura 2. 9 - Microscopio de transmissdo eletrénico utilizado no ICEMS/IST
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2.5.3. Microscopia confocal de Raman

A microscopia confocal de Raman € uma técnica de espectroscopia vibracional
utilizada normalmente para determinar o tipo e a quantidade de ligagdes presentes nas
estruturas moleculares de materiais organicos ou inorganicos. Esta técnica tem por base
a dispersdo inelastica de luz monocromatica podendo ser aplicada em materiais no

estado sélido, liquido ou gasoso .

Quando a luz incide na matéria podem ocorrer varios fendmenos de interacao
como a absorcdo ou dispersédo desta ou entdo néo existir qualquer tipo de interagdo. A
espetroscopia de Raman baseia-se nos fendmenos de dispersdo que ocorrem quando a
luz interage com a matéria, tais como: (1) o fendmeno de dispersdo inelastica ou
dispersdo de Raman e (2) o fendmeno de dispersao elastica ou dispersdo de Rayleigh
[47].

O fendmeno de dispersdo elastica ou de Rayleigh acorre quando a frequéncia do
fotdo disperso € armazenada apos a interacdo com a molécula, sendo o tipo de dispersao
mais comum. Por sua vez, o fendmeno de dispersdo inelastica ou de Raman ocorre
quando apds interacdo com a matéria o fotdo disperso sofre uma alteracdo. Este tipo de
fendmeno é pouco usual em relacdo ao de dispersdo elastica e encontra-se subdividido
em dois fenébmenos distintos: (1) a dispersdo de Stokes em que ap6s a incidéncia na
molécula o nivel de energia desta passa para um estado vibracional acima do inicial; (2)
a dispersao de anti-Stokes que ocorre quando ap6s o fotdo incidir na matéria existe a
passagem para um estado vibracional abaixo do inicial. Esta dispersdo ¢ um fendmeno
menos frequente devido a relacionar-se com uma reducdo do estado vibracional e ocorre
normalmente quando o material é submetido a diferentes temperaturas (figura 2.10).

" Estados
virfuais

Estados
1 r vibracionais

Stokes Rayleigh anti-Stokes
Figura 2. 10 - Dispersao de Stokes, anti-Stokes e Rayleigh (Adaptado de [48])
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No processo de espectroscopia de Raman a molécula é excitada para um nivel
vibracional virtual quando a radiagéo incide, voltando depois a descer ao seu estado
vibracional inicial ou diferente. O numero de vibragdes possiveis neste processo

depende de fatores como 0 nimero de atomos presentes e a sua geometria.

Existem dois tipos de vibracGes para uma molécula sendo estes: (1) Extensbes
que provocam variacdes no comprimento de ligacdo entre dois atomos da estrutura
podendo ser simétricas ou assimétricas. Os picos de Raman relacionados com extensdes
ocorrem para energias superiores; (2) Deformac6es sdo fendmenos de menor energia em

gue os picos de Raman ocorrem para energias inferiores.

Para se obterem os resultados desejados e ser possivel comparar os valores
obtidos com os valores tabelados ou presentes na bibliografia, o equipamento utilizado é
um espectrometro (figura 2.11). Este equipamento é constituido por: (1) uma fonte de
luz monocromatica, que regra geral é um laser. Este pode operar numa gama do
espectro entre 1064 e 180 nm; (2) um sistema 6tico de lentes e filtros; (3) um sistema de
porta amostra; (4) um espectrometro e sistema de detecdo e (5) um sistema de controlo

para analise de dados [48].

Neste equipamento como se pode observar na figura, a luz laser atravessa um
divisor de feixe incidindo na amostra, mas essa mesma luz vai atravessar o filtro sendo
eliminada a dispersdo de Rayleigh e apenas detetada e transmitida a dispersédo de

Raman.

CCD
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focagem

do fefxe
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i Microscopio
AMOSITE

Figura 2. 11 - Esquema da montagem da Espectroscopia de Raman (Adaptado de [48])
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De modo a determinar o tipo de ligacdes presentes nas estruturas moleculares
dos revestimentos obtidos e assim identificar os seus constituintes foi utilizada a

Espetroscopia de Raman.

2.5.4. Molhabilidade/Teoria do angulo de contacto

A molhabilidade de uma superficie pode ser quantificada pela medida do angulo de
contacto formado entre a fase liquida (um liquido orgénico ou inorganico) e a fase
solida (o substrato). A molhabilidade da superficie depende da energia de superficie e
influéncia o grau de contato entre o sélido e o meio, por exemplo o implante e o
ambiente fisiologico [49]. Quanto maior a molhabilidade, maior serd a interacdo da
superficie do implante com o ambiente biol6gico. Em consequéncia, a tensdo critica da

superficie pode ser usada para avaliar a energia da superficie [50].

A molhabilidade de um soélido por um liquido €é possivel determinar através de um
parametro designado angulo de contato. Quando este apresenta um valor constante para
uma determinada situacdo, é obtido o equilibrio termodindmico na interface (Aurenty et
al,1997). A equacdo de Young (2.4) estabelece a relacdo entre o angulo de contacto e as

componentes da tensao superficial:

cosO yLy =Vsy — Vsi (2.4)

em que y,, representa a tensdo superficial entre a interface liquido/vapor, ys, a tensdo
superficial da interface sélido/vapor e yg a tensdo superficial da interface
solido/liquido (figura 2.12).

Figura 2. 12 - Representacao do teste de Molhabilidade (a) antes e (b) depois da
adesdo (adaptado de [51])
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Através de técnicas experimentais e propostas tedricas é possivel entender os
mecanismos envolvidos neste processo assim como correlacionar o angulo de contacto
com a natureza da superficie. No entanto, a medicao e interpretacdo destes angulos sdo

questdes complexas.

O angulo de contato entre uma gota de um liquido e uma superficie solida vai
depender das tensoes, entre o liquido e a superficie solida em qualquer ponto da linha
que separa as fases sélidas e liquidas, bem como das tensdes entre o solido e a fase de
vapor. Por defini¢do tem-se que: quando 6 > 90°, ndo ha o molhabilidade do so6lido pelo
liquido, ou seja, o liquido ndo se espalha; quando 6 < 90°, ha molhabilidade e o liquido
espalha-se espontaneamente; quando 6 = 0° o liquido espalha-se indefinidamente

sobre 0 solido, ou seja, a molhabilidade é total (figura 2.13).

a) /
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Figura 2. 13 - Representacao do angulo de contato (a) maior do que 90°, (b) menor do
que 90° e (c) molhabilidade total (adaptado de [51])

A alteracao go angulo ge Contacto ao 10ngo ao tempo TOrnece INTOrMagoes Sonre a
molhabilidade pois permite relacionar a energia, rugosidade e heterogeneidade das

superficies [50].

Neste estudo a molhabilidade dos diferentes revestimentos foi testada pela
realizacdo de medidas do angulo de contato utilizando 0 método de gota sessile estatico,
em que e colocada uma quantidade de &gua destilada em contato com o material,
formando uma gota sobre a sua superficie [51]. Para efetuar este teste as amostras
estiveram numa camara de vacuo durante 24h sendo posteriormente medida a variagao
do valor do angulo de contacto com auxilio do software MATLAB ao longo de 30s,

durante os quais eram executas oito medidas em cada amostra.
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2.5.5. Degradacdo em condicdes fisioldgicas

Os revestimentos na liga de magnésio AZ31 e no magnésio ultra puro foram
caracterizados de modo a investigar a sua degradacao através da realizacdo de ensaios
eletroquimicos utilizando uma solucédo fisioldgica designada de SBF (Simulated Body
Fluid ou Fluido Corporal Simulado) a temperatura de 37°C e a pH 7,4. Para se garantir a
temperatura da solugdo SBF foi utilizada uma célula de parede dupla que permite a
circulacdo de agua a 37°C. Na tabela 2.4 apresenta-se composi¢do quimica desta
solucdo. Para ajustar o pH da solucdo foi utilizada uma solucdo de HCI (acido

cloridrico) com concentracdo de 1 M.

Tabela 2. 4 - Composicao da solugdo SBF em termos dos reagentes utilizados [52]

Composi¢édo do SBF (g/L)

NacCl NaHCO3 KCI KzHPO43H20 MgC|26HZO CaCIZ Nast4 (CHon)3CNH2

7.996 0.350 0.224 0.228 0.305 0.278 | 0.071 6.057

Os ensaios eletroquimicos realizados para forcar a degradacdo das amostras
foram polarizagdes potenciodindmicas com varrimento do potencial no sentido positivo

até a amostra corroer, sendo obtidas as respetivas curvas de polarizacdo deste processo.
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Capitulo 3
3.Resultados e Discussao

De modo a obter um revestimento nanoestruturado biocompativel e
osteocondutor para a liga AZ31 e para 0 MgUP que permita a biodegradacdo destes a
uma taxa controlada, foram inicialmente estudados os efeitos do potencial aplicado e da
concentracdo do eletrolito no revestimento. Ap6s verificadas as condigOes
experimentais ideais para a deposicdo foram efetuados trés tipos de revestimento —
fosfatos, fosfatos com Hap e fosfatos com Hap e grafeno - e, posteriormente, realizada a

sua caracterizagdo por diferentes técnicas.

3.1.Efeito do potencial na morfologia dos revestimentos

Utilizando como eletrélito uma solucdo de fosfatos e sabendo por ensaios de
polarizacdo potenciodindmica previamente realizados que a superficie da liga AZ31 e
do MgUP se encontra passiva até o potencial de 2 V, foram depositados durante duas
horas, pelo método potenciostatico a temperatura ambiente, varios revestimentos. Numa
primeira fase e com o objetivo de avaliar o efeito do potencial aplicado na morfologia
dos revestimentos obtidos foram aplicados diferentes potenciais (1,0 V e 1,8 V) para
uma concentracdo de 0,06 M de fosfato.

Na figura 3.1 e 3.2, estdo representadas as curvas potenciostaticas obtidas para a
liga AZ31 e para 0 MgUP com aplicacdo de 1,0 V e 1,8 V de potencial. Observa-se que,
para o potencial aplicado de 1 V tanto na liga AZ31 como no MgUP, os valores da
corrente elétrica sdo da ordem dos microamperes 0 que indica que existe um processo
de passivacdo a ocorrer na superficie. Para o potencial de 1,8 V a carga elétrica
envolvida é superior, ou seja, potenciais mais elevados correspondem a correntes com
maiores transientes e a taxas mais elevadas de reducdo das espécies quimicas no
elétrodo. Comparando a liga AZ31 com o MgUP, verifica-se que para 0 MgUP a

corrente € ligeiramente superior em ambos 0s potenciais.
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Figura 3. 1 - Curvas potenciostaticas obtidas para a liga de magnésio AZ31 a
diferentes potenciais.
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Figura 3. 2 - Curvas potenciostaticas obtidas para 0 MgUP a diferentes potenciais.

De modo a visualizar e caracterizar a morfologia do revestimento formado sobre
a superficie da liga de magnésio AZ31 e do MgUP, as amostras submetidas aos ensaios
potenciostaticos foram analisadas por microscopia electronica de varrimento (SEM).

Na figura 3.3 e 3.4, pode observar-se a morfologia dos revestimentos obtidos na
liga AZ31 e no MgUP para os diferentes potenciais aplicados (1 V e 1,8 V). Nas figuras
3.3A e Al observa-se a morfologia do revestimento depositado ao potencial de 1 V para
a liga AZ31. Verifica-se que a superficie esta completamente recoberta por estruturas
aciculares finas, ou seja, estruturas ramificadas em forma de agulha. Observa-se
também a formacdo de um revestimento espesso na superficie das amostras com um
crescimento preferencial ao longo dos defeitos (marcas de polimento) deixados na

superficie da amostra ap0s a etapa de desbaste e polimento.
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Para o potencial aplicado mais elevado de 1,8 V, (figuras 3.3B e B1), é possivel
verificar que o revestimento obtido reveste toda a superficie da amostra ndo sendo
visiveis as irregularidades deixadas pela etapa de desbaste e de polimento na superficie
como observado para o potencial mais baixo. No entanto, continuam presentes as

estruturas aciculares em forma de arbusto.

Figura 3. 3 - Imagens SEM da morfologia da liga de magnésio AZ31 aplicando: (A,Al)
potencial de 1V e (B,B1) potencial de 1,8V

Na figura 3.4, pode observar-se a morfologia do revestimento obtido para
amostras de MgUP quando aplicados os potenciais de 1,0 V e de 1,8 V. Nas figuras
3.4A e Al, para o potencial de 1,0 V observa-se que as estruturas existentes na
superficie, sdo arbdreas e cobrem a superficie, sendo no entanto visiveis algumas
irregularidades provenientes do polimento da amostra. Fazendo uma analise
comparativa das morfologias obtidas para os dois substratos em estudo (AZ31 e MgUP)
observa-se que o revestimento no MgUP se altera quando se compara com o existente
na superficie da liga AZ31 para o0 mesmo potencial. Para o potencial de 1,8 V, figuras
3.4B e B1, observa-se que o revestimento da amostra é total pois ndo existem regides
por revestir. Adicionalmente, verifica-se a presenca de estruturas ramificadas aciculares

que sdo constituidas por diversas ramificacGes principais que contém ramificacdes
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secundarias. No entanto € visivel que para potenciais superiores (1,8 V) as estruturas

ramificadas sdo de menor dimensao.

Figura 3. 4 - Imagens SEM da morfologia do MgUP aplicando: (A,Al) potencial de 1V
e (B,B1) potencial de 1,8 V

Com base na andlise morfologica verifica-se, que aplicando potenciais mais
elevados as superficies de magnésio (AZ31 e MgUP) ficam completamente recobertas e
as estruturas ramificadas depositadas sdo de menores dimensdes, pelo que se optou por

aplicar o potencial de 1,8 V durante as deposi¢des dos revestimentos.

3.2.Efeito da concentracéo do eletrolito na morfologia dos

revestimentos
Para se avaliar o efeito da concentracdo do eletrolito nas caracteristicas do

revestimento foram estudadas duas concentracdes da solucdo de fosfatos (0,06 M e 1
M) aplicando o potencial de 1.8 V. Deste modo foram obtidas as correspondentes
curvas de polarizacdo para as concentragdes em estudo, na liga AZ31 e no MgUP
(figura 3.5).
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Na figura 3.5, observa-se que para uma concentragdo de fosfatos de 0,06 M o potencial
de corrosdo (Ecorr) da liga AZ31 é de -1,04 V. Adicionalmente, é visivel um patamar de
passivacdo, para valores de densidade de corrente proximos de 10° A/cm? o que
significa que se formou um filme passivo na superficie da amostra. Para a concentracdo
de 1 M, observa-se um patamar de passivacdo semelhante com valores de densidade de
corrente da mesma ordem de grandeza mas ligeiramente inferiores. Relativamente ao
Ecorr 0 Valor € menos negativo (Ecorr de -854 mV) quando comparado com uma solucao

menos concentrada.

No caso do MgUP observa-se, na figura 3.5, que para uma concentracdo de 0,06
M de fosfatos este apresenta um Egor de -1,64 V e um patamar de passivacdo para
valores de densidade de corrente de 10 A/cm? Para a concentracéo de 1 M observa-se
0 patamar de passivacdo para valores de 10° A/cm? e um Ecorr de -1,49 V. A partir da
analise dos graficos apresentados nas figuras, observa-se também que o potencial de
corrosdo (Ecorr) da liga AZ31, para ambas as concentracdes, € mais nobre quando

comparado ao magnésio Ultra puro.

Estes resultados permitem mostrar que até potenciais proximos de 2 V a liga
AZ31 e o MgUP formam revestimentos passivos estaveis em eletrolitos com

concentracgdes de fosfatos de 0,06 e 1 M.

—0,06M fosfato (AZ31)
s (,06M fosfato (MgUF)

1M fosfato (AZ31)

1 — 1M fosfato (MgUP)

E (v v 5CE)
o
(]

o

-10 -9 -8 -7 -5 -5 -4
Log 1 (A/cm?)

Figura 3. 5 - Comportamento eletroquimico da liga AZ31 e do MgUP variando a
concentracdo de fosfato no eletrolito
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Na figura 3.6, estdo representadas as curvas potenciostaticas obtidas para a liga
AZ31 utilizando como eletrélito uma solucéo de fosfatos com duas concentragdes (0,06
M e 1 M) e aplicando o potencial de 1,8 V. Pode observar-se que os valores da corrente
elétrica para as duas concentraces em estudo sdo da ordem dos microamperes. Para a
concentracdo de 1 M a carga elétrica envolvida no processo é superior indicando que

concentragcdes mais elevadas correspondem a correntes com maiores transientes.

Para 0 MgUP (figura 3.7) o comportamento observado é semelhante ao da AZ31
no entanto verifica-se que para uma concentracdo de 0,06 M os valores de carga elétrica

envolvida sdo superiores aos obtidos para a concentracdo de 1 M, comportamento
contrario ao observado para a liga AZ31.
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0,025 -

0,02 1M Fosfato

0,015 |

Corrente {mA/fcm?)

0,005 A \

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Tempo (s)

Figura 3. 6 - Formacdo do revestimento de fosfato na liga AZ31 para diferentes
concentragdes de fosfato
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Figura 3. 7 - Formacao do revestimento de fosfato no magnésio Ultra puro para
diferentes concentracdes de fosfato
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Na figura 3.8, observa-se a morfologia dos revestimentos obtidos na liga AZ31
aplicando o potencial de 1,8 V, durante 2 h, e utilizando como eletrolito a solucéo de
fosfatos com concentracbes de 0,06 M e 1 M. Estes revestimentos podem ser
observados na figura 3.8A e Al e figura 3.8B e B1, respectivamente. Da analise
morfoldgica do revestimento formado na liga AZ31 (figuras 3.8A e Al) para a menor
concentracdo de fosfatos verifica-se que a superficie estd totalmente revestida por um
revesttimento continuo composto por estruturas aciculares finas. O aumento da
concentracdo de fosfatos no electrolito para 1M, (figura 3.8B1 e B2), permitiu também
a deposicdo de um revestimento continuo composto por estruturas tridimensionais em
forma de flor. Estruturas essas de maiores dimensfes quando comparadas com as

depositadas com concentragdes inferiores (0,06 M).

Figura 3. 8 - Imagens SEM da morfologia do revestimento na liga AZ31 utilizando um
eletrdlito com concentracgdo de: (A,Al) 0,06M e (B,B1) 1M

Por sua vez, na figura 3.9, observa-se a morfologia do revestimento obtido no
MgUP aplicando o potencial de 1,8 V durante 2h e utilizando o eletrélito de fosfato com

concentracdes de 0,06 e 1 M.

A partir da analise morfoldgica do revestimento obtido no MgUP para a

concentracdo de 0,06 M observa-se que este & constituido por multiplas estruturas
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arbdreas, ou seja, estruturas muito ramificadas (figura 3.9) e reveste totalmente a
superficie (figura 3.9A1). Para uma concentracdo mais elevada de fosfatos (1 M) o
revestimento formado reveste igualmente toda a superficie da amostra (figura 3.9B) e é
composto por estruturas tridimensionais em forma de flor (figura 3.9B1) tal como foi

verificado na liga AZ31 para as mesmas condigoes.

Figura 3. 9 - Imagens SEM da morfologia do revestimento no MgUP utilizando um
eletrolito com concentracdo de: (A,Al) 0,06M e (B,B1) 1M

A fim de avaliar a composicdo elementar dos revestimentos foram realizadas
anélises de EDS em amostras revestidas com diferentes concentragdes de fosfatos
(tabela 3.1). A partir desta analise verificou-se que os elementos constituintes do
revestimento sdao magnésio (Mg), fosfato (P), oxigénio (O) e potassio (K). Este
resultado permitiu também fazer uma andlise qualitativa da espessura do revestimento.
Dessa analise verificou-se, que ao utilizar como eletrdlito a solucdo de fosfatos com 1
M o revestimento obtido devera ser mais espesso, pois a percentagem de magnésio
detetada (contribuicdo maioritaria do substrato) foi inferior comparativamente a

concentracdo de 0,06 M. No entanto, esse aumento da espessura ndo é espectavel nas
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amostras de magnésio puro. De acordo com a analise de EDS a espessura dos dois
revestimentos depositados no MgUP devera ser muito semelhante.

Tabela 3. 1 - Anélise EDS das amostras da liga AZ31 e do MgUP para diferentes
concentracgdes de fosfatos

~ Elementos [ % at. norm]
Concentragao
de fosfatos (M) Mg P ) K
. 0,06 83,82 1,16 14,92 0,14
Liga AZ31
1 60,83 5,19 31,59 2,44
0,06 62,30 5,29 29,73 2,68
MgUP
1 60,45 5,25 31,79 2,51

3.3.Funcionalizacao dos revestimentos com HAp e GO

Ap6s uma profunda anélise das caracteristicas dos revestimentos obtidos a
1,0 e 1,8 VV e com concentracdes de fosfatos de 0,06 M e 1 M optou-se por selecionar a
concentracdo de 0,06 M e o potencial de 1,8 V, como condi¢bes experimentais de

deposicdo mais adequadas para obtencdo de revestimentos.

A morfologia do revestimento de fosfatos obtido, na liga AZ31, estd
representada nas figuras 3.10A e Al. E possivel visualizar que a superficie se encontra
totalmente coberta e que é constituido por estruturas ramificadas com crescimento em

todas as direces e com ramificacdes com cerca de 10-20 pum.

O revestimento de fosfatos obtido no MgUP, esta representado na figura 3.10B
e B1. Este apresenta uma morfologia ligeiramente diferente comparadamente ao da liga
AZ31 pois embora as estruturas crescam em todas as diregdes, as ramificagdes
principais sdo de maior dimensdo com cerca de 30 a 40 um de comprimento e as
ramificagbes secundarias sdo de menores dimensdes. Neste revestimento sdo visiveis
algumas irregularidades na superficie da amostra o que pode indicar que o revestimento

obtido é fino.
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Figura 3. 10 - Imagens SEM da morfologia do revestimento de fosfatos na liga AZ31
(A,Al) e no MgUP (B,B1)

Para uma melhor caracterizacdo morfoldgica do revestimento de fosfatos foram
efectuadas andlises de TEM (figura 3.11). Da andlise de TEM verifica-se que estas
estruturas sdo porosas e, que por sua vez, sao constituidas por um conjunto de estruturas
tubulares ramificadas. A porosidade das estruturas presentes nos revestimentos podera
ser propicia ao crescimento de células ésseas e consequentemente ajudar na regeneragao

do tecido 6sseo [53].

Figura 3. 11 - Imagem de TEM de uma das estruturas constituintes do revestimento
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Segundo a literatura as reacdes de eletrodeposicdo que levam a formacgédo do

revestimento de fosfatos na superficie do Mg sugeridas por Song et al. sdo [37]:

- Reacdes de reducéo do H,PO, edo HPO;™:
2H,P0; +2e~ - 2HPOZ™ + H, 1 (3.1)

2HPO?™ +2e~ - 2P03™ + H, 1 (3.2)

Os revestimentos de fosfatos funcionam como uma camada base que permite,
posteriormente, depositar as nanoparticulas de HAp e o 6xido de grafeno. Os novos dois
revestimentos funcionalizados formados serdo compostos por (1) fosfatos e

hidroxiapatite e (2) fosfatos com hidroxiapatite e grafeno.

Na figura 3.12 e 3.13, estdo representadas as curvas potenciostaticas da liga
AZ31 e do MgUP obtidas durante a deposicdo usando electrélitos com diferentes
composicdes. Para a liga AZ31 verifica-se (figura 3.12), que para os trés revestimentos
formados os valores da corrente elétrica sdo da ordem dos microamperes ao longo do
processo de deposicdo. No entanto, nesta liga o revestimento de fosfatos com HAp e
GO é o que apresenta valores de corrente mais elevados inicialmente e o revestimento

de fosfatos com HAp o que apresenta maiores transientes de corrente.

Para o MgUP (figura 3.13), a corrente elétrica envolvida é da ordem dos
amperes sendo estes valores sempre mais elevados quando comparados aos da liga
AZ31. O revestimento de HAp e GO é o que apresenta maiores transientes de corrente,

contudo apenas se observa na parte final da deposigé&o.
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Figura 3. 13 - Formacdo dos diferentes revestimentos no MgUP

3.3.1. Liga AZ3l

Nas figuras 3.14A e Al, esta presente o revestimento de fosfatos com HAp na
liga AZ31. Pode observar-se que este revestimento € constituido por estruturas finas
ramificadas, ou seja, aciculares tal como no revestimento sé de fosfatos mas que tendem
a crescer numa direcdo preferencial. Nestas imagens, é também, possivel observar
algumas estruturas hexagonais. De acordo com a literatura essas estruturas podem ser
fosfato de magnésio pois de acordo com Tamimi, F., et al. para valores de pH e
temperatura idénticos aos utilizados neste estudo é esperado que este se forme fosfatos
de magnésio com umas estruturas idénticas as observadas nas figuras 3.14A e Al [54].
No entanto, segundo Tamimi, F., et al. pequenas varia¢cdes nas condigdes experimentais
(pH, temperatura, ou concentracao de fosfatos) séo suficientes para obter estruturas com
morfologias muito diferentes. Observa-se também que o revestimento obtido cobre
totalmente a superficie ndo sendo visivel qualquer irregularidade que possa advir do

substrato.

O revestimento de fosfatos com HAp e grafeno depositado na liga AZ31
(figuras 3.14B e B1), é composto por estruturas ramificadas semelhantes as observadas
no revestimento de fosfatos s6 com HAp. No entanto, sdo também visiveis algumas
folhas na superficie da amostra (figura 3.14C). A presenca dessas folhas sub-
micrometricas, sdo indicativas da presenca de Oxido de grafeno no revestimento.
Segundo a literatura o 6xido de grafeno apresenta uma morfologia semelhante a descrita
[41, 55].
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Figura 3. 14 - Imagens de SEM do revestimento com fosfato e HAp (A,Al) e com
fosfato, HAp e grafeno (B, B1) na liga AZ31. Ampliacdo de uma folha de Go presente
no revestimento com fosfato, HAp e GO (C)

Na figura 3.15A pode observar-se uma das estruturas hexagonais presentes no
revestimento. Na figura 3.15B comprova-se que estas estruturas sdo correpondestes a
fosfatos pois o sinal de fosfato tem maior intensidade nesta zona. Pode também
observar-se que a amostra esta toda revestida por fosfato. Na figura 3.15C esta presente
o sinal do magnésio emitido pelo substrato, a partir da observacdo desta imagem
comprava-se que o revestimento é pouco espesso pois o substrato é detetado em toda a
superficie. Na figura 3.15D esté visivel o sinal do elemento oxigénio emitido.

Na figura 3.16 esta representada a analise EDS em que se comprova que 0S
elementos presentes no revestimento sdo 0 magnésio (Mg), o fosfato (P), o oxigénio (O)
e o potassio (K). A presenca deste Gltimo elemento, deve-se ao hidroxido de potassio
(KOH) utilizado para ajustar a solucao de fosfatos a pH10.
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Na figura 3.17A observa-se uma folhas do 6xido de grafeno presente na liga
AZ31 como referido anteriormente. Na figura 3.17 (B,C,D,E) é possivel observar os
mapas EDX dos varios elementos constituintes dos revestimentos. O sinal de carbono,
que corresponde a presenca de 6xido de grafeno, é visivel na figura 3.17B com mais
intensidade na zona da folha de GO. Este sinal deve-se também ao facto das amostras
terem sido revestidas com carbono para serem caracterizadas por SEM. Na figura 3.17C
esta representado o sinal do elemento de fosfato que é detetado em toda a superficie e
com maior intensidade em algumas zonas da folha de GO. Na figura 3.17D esta
presente o sinal do magnésio proveniente do substrato em estudo verificando-se que na
zona onde existe a folha de GO este demonstra menos intensidade. Por fim, na figura
3.17E esté representado o sinal do oxigénio.

Na figura 3.18 esta representada a analise EDS para esta mesma zona da amostra
em que se comprova que o0s elementos presentes no revestimento séo o carbono (C), o

magnésio (Mg), o fosfato (P), o oxigénio (O) e o potassio (K).
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Figura 3. 17 - Imagem SEM do revestimento de
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respetivamente (B, C,D e E)

3.3.2. MgUP

Nas figuras 3.19A e Al esta representado o revestimento de fosfatos com HAp
no MgUP. Analisando a morfologia deste revestimento observa-se que é composto por
estruturas arboreas e de maiores dimensGes em comparacdo com 0 mesmo revestimento
depositado na liga AZ31. Como se pode observar as ramificagdes principais tém um
crescimento numa dire¢do preferencial e apresentam um comprimento de = 60 pm
enquanto que as ramificacGes secundarias sdo menores, possuem tamanhos da ordem

dos 10 um. Observa-se tambem cobertura total da superficie.

A morfologia do revestimento de fosfatos com HAp e GO obtido no MgUP, esta
representada nas figuras 3.19B e B1. A superficie esta totalmente coberta por este
revestimento, no entanto, apresenta alteracbes em relacdo ao revestimento de fosfato
com HAp dado que as estruturas deixam de possuir ramificacoes secundarias (figura
3.19B). Sdo visiveis, também, na superficie da amostra alguns defeitos originados pela
etapa de desbaste e polimento o que pode significar que o revestimento obtido é mais
fino. Na figura 3.19B1 é possivel observar, também, folhas de 6xido de grafeno.
Detalhes da morfologia do GO encontra-se presente na figura 3.19C.
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Figura 3. 19 - Imagens de SEM do revestimento com fosfato e HAp (A,Al) e com
fosfato, HAp e grafeno (B, B1) no MgUP. Ampliacdo de uma folha de GO presente no
revestimento com fosfato, HAp e GO (C)

Estes revestimentos foram analisados com maior detalhe por microscopia
electronica de varrimento.Na figura 3.20 é possivel observar uma das ramificagcoes, ou
seja, uma das estruturas tubulares presentes nos revestimentos de fosfatos com HAp.
Através de imagens TEM, na figura 3.20A1 e A3 é igualmente possivel visualizar
algumas das nanoparticulas de hidroxiapatite, particulas essas que nao eram detectadas
nas analises de SEM devido ao seu tamanho muito reduzido e de ndo se encontrarem
aglomeradas. Por fim, na figura 3.20A2 e A3 € visivel que o revestimento se mantém

poroso, mas o tamanho de poros é menor.

'

Figura 3. 20- Imagens TEM de uma das estruturas ramificadas constituinte do
revestimento com nanoparticulas de hidroxiapatite (A,A1,A2, A3)
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Para comprovar que as nanoparticulas identificadas eram de hidroxiapatite, foi
feita uma analise TEM/EDS (figura 3.21) em que foi identificado o elemento célcio, o
que significa que existe hidroxiapatite no revestimento pois esta € um fosfato de calcio e

€ 0 Unico constituinte com calcio existente no eletrélito.
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Figura 3. 21- Anélise EDS do revestimento com fosfato e HAp

Na figura 3.22A esta representada uma das folhas de GO visiveis no MgUP. Nas
figuras 3.22 (B,C,D e E) € possivel observar os sinais dos diferentes elementos
detetados. Na figura 3.22B é visivel o sinal de carbono com maior intensidade na zona
da estrutura referida o que comprova que se trata de uma folha de GO. Na figura 3.22C
verifica-se que o sinal de fosfato é detetado em toda a superficie, ou seja, confirma-se
gue a amostra esta totalmente revestida por fosfato. A detecdo do sinal do magnésio esta
representada na figura 3.22D em que se verifica que o revestimento obtido é pouco
espesso pois este elemento é detetado em toda a superficie apresentando menos
intensidade nas zonas onde esta presente a folha de GO. Por fim, esta representado o

sinal de oxigénio detetado no revestimento (figura 3.22E).

Na figura 3.23 esta representada a analise EDS em que se comprova que 0S
elementos presentes no revestimento sdo o carbono (C), o magnésio (Mg), o fosfato (P),
o0 oxigenio (O) e o potassio (K).
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Figura 3. 23 - Anélise EDS do
revestimento de fosfatos com HAp e
grafeno no MgUP
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Figura 3. 22 - Imagem SEM do revestimento de
fosfatos com HAp e grafeno no MgUP (A) e mapa
EDX do carbono, fosfato, magnésio e oxigénio,
respetivamente (B, C,D e E)

O resultado da analise do revestimento com fosfato, HAp e grafeno da liga
AZ31 e do MgUP por espetroscopia de Raman de modo a comprovar a existéncia de
fosfato e grafeno esté presente na figura 3.24. A partir desta analise foram identificadas,
segundo a literatura, as bandas Raman dos fosfatos e as respetivas bandas D e G
referentes ao grafeno [56, 57] o que significa que como pretendido o revestimento é
constituido por estes elementos. Os picos de Raman caracteristicos dos fosfatos, em
ambos os substratos (AZ31 e MgUP), apresentam-se no espectro a comprimentos de
onda de 558 cm™ e 945 cm™ e, por sua vez, os picos caracteristicos do grafeno
apresentam-se a comprimentos de onda de 1344 cm™ e 1597 cm™ que representam as
bandas D e G, respetivamente. A banda D deve-se a vibragdes dos a&tomos de carbono
com ligacdes pendentes nas terminagdes planas da grafite desordenada e a banda G, por
sua vez, deve-se & vibracdo da ligacdo sp? dos atomos de carbono [35]. Verifica-se,
também, que os picos de Raman dos fosfatos estdo mais definidos na liga AZ31 e os

picos de Raman do grafeno demonstram maior intensidade no MgUP.
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Figura 3. 24 - Espetro de Raman da liga AZ31 e do MgUP revestidos com fosfatos,
HAp e grafeno

3.3.3. Molhabilidade

Neste estudo o liquido utilizado foi a agua bidestilada e os substratos a liga
AZ31 e 0 MgUP. Os testes de molhabilidade foram realizados para todos os tipos de
revestimento em ambos 0s substratos.

A figura 3.25 mostra a média dos valores do angulo de contacto medido e do
desvio padrdo obtidos para os trés tipos de revestimentos e para a liga AZ31 sem
revestimento. A liga AZ31 sem revestimento apresenta um angulo de contacto de 51°.
Os revestimentos de fosfatos, fosfatos com HAp e fosfatos com HAp e GO apresentam
angulos de contacto de 26°, 18° e 26°, respetivamente. De acordo com a literatura sabe-
se que quanto maior o angulo de contacto menor € a molhabilidade logo a liga AZ31 € a
que apresenta menor molhabilidade e o revestimento de fosfatos com HAp o0 que possui
maior molhabilidade tornando a superficie mais hidrofilica. No entanto, todos os valores
medidos revelam que existe molhabilidade da liga AZ31 e dos revestimentos por parte
da agua [50].
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Figura 3. 25 - Variacdo dos angulos de contacto da agua coma liga AZ31 sem
revestimento e com os revestimentos de fosfato, fosfato com HAp e fosfato com HAp e
grafeno

As medidas dos angulos de contacto do MgUP sem revestimento e com 0s
diferentes tipos de revestimentos estdo representadas na figura 3.26. O MgUP sem
revestimento possui um angulo de contacto com a agua de 61,5°. Os revestimentos de
fosfatos, fosfatos com HAP e fosfatos com HAp e GO no MgUP apresentam angulos de
contacto de 21°, 19° e 30°, respetivamente. Através da andlise das medidas obtidas
verifica-se que o MgUP sem revestimento apresenta menor molhabilidade seguindo-se
o revestimento de fosfatos com HAp e GO, o revestimento com fosfato e por fim o
revestimento de fosfatos com HAp que é o que apresenta maior molhabilidade. O
revestimento de fosfatos com HAp e GO apresenta um angulo de contacto com a agua
superior aos restantes revestimentos devido ao GO ser hidrofébico.

Fazendo uma andlise comparativa entre os resultados obtidos para ambos os
substratos verifica-se que o MgUP é mais hidrofoébico que a liga AZ31 pois possui
menor molhabilidade. Em relagdo aos revestimentos o comportamento é idéntico em
ambos os substratos sendo os revestimentos de fosfatos com HAp os que apresentam

maior molhabilidade e consequente tornam a superficie mais hidrofilica.
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e com os revestimentos de fosfato, fosfato com HAp e fosfato com HAp e grafeno

Segundo diversos autores a medida do grau de molhabilidade ¢ um dos
parametros de avaliacdo da biocompatibilidade: quanto maior a molhabilidade, maior
sera a interacdo da superficie do implante com o ambiente biologico [49]. Neste caso,
comprova-se que tanto ao revestir a superficie da liga AZ31 como o MgUP a
molhabilidade vai ser superior, 0 que pode significar que ao utilizar estes tipos de
revestimentos em implantes biodegradaveis a interacdo entre a superficie destas e o

ambiente fisiologico vai também ser superior.

3.3.4. Degradacédo em condicdes fisioldgicas

Para avaliar a taxa de degradacdo da liga AZ31 e do MgUP e dos diferentes
revestimentos desenvolvidos foram efetuados ensaios de degradacdo em condigcOes

fisioldgicas utilizando uma solucéo simuladora do fluido humano, SBF (pH 7,4 e 37°C).

Na figura 3.27, estdo representadas as curvas de potencial de circuito aberto
(OCP) obtidas para a amostra de AZ31 sem revestimento e para as amostras com
revestimento de fosfatos, fosfatos com HAp e fosfatos com HAp e GO. A partir da
observagdo da evolucdo do potencial com o tempo pode verificar-se que as amostras
revestidas apresentam todas potenciais mais nobres que a amostra sem revestimento.

Verifica-se ainda que o revestimento com fosfato, HAp e grafeno inicialmente tem
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potenciais mais nobres que as revestidas com fosfato e com fosfato e HAp mas, no
entanto, ao final dos 300 s tendem a convergir para 0 mesmo valor de potencial de cerca
de-1,80 V.
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Figura 3. 27 - Curvas OCP dos diferentes revestimentos na liga AZ31 em que: a) sem
revestimento, b) fosfato com HAp, c) fosfato e d) fosfato com HAp e GO

Na figura 3.28, estdo representadas as curvas de polarizacdo em SBF obtidas
para a amostra sem revestimento e para todos os diferentes revestimentos em estudo. A
partir das curvas pode observar-se que a amostra sem revestimento apresenta um Ecorr
de -1,84 V semelhante a alguns valores encontrados na literatura [58, 59]. Por sua vez,
as amostras com revestimento de fosfatos, de fosfatos com HAp e de fosfatos com HAp
e GO apresentam um Ecorr de -1,79 V, -1,79 V e -1,80 V, respetivamente. A
deslocacdo do potencial de corrosdo das amostras revestidas para potenciais mais nobres
significa que a taxa de degradacdo da liga AZ31 diminui, ou seja, esta torna-se mais
resistente a corrosdo em SBF quando revestida. Em relaco, aos valores de densidade de
corrente verifica-se que também diminuem com o revestimento da liga,
independentemente, de qual seja o tipo de revestimento o que comprova que a liga
AZ31 fica menos susceptivel a corrosdo apos ser revestida. O revestimento de fosfato

com HAp e GO é o que apresenta valores de densidade de corrente mais baixas o que
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vai de encontro a estudos ja realizados que afirmam que a presenca de GO torna o

revestimento mais resistente a corrosdo [34].
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Figura 3. 28 - Curvas de polarizacdo dos diferentes revestimentos na liga AZ31 em
que: a) sem revestimento, b) fosfato com HAp, c) fosfato e d) fosfato com HAp e GO

As curvas OCP obtidas para o MgUP (figura 3.29), mostram tal como na liga
AZ31 que as amostras revestidas, inicialmente, tém potenciais mais nobres quando
comparadas a amostra sem revestimento. A amostra de MgUP revestida com fosfato e
HAp é a que apresenta inicialmente um potencial mais nobre seguindo-se a amostra
revestida com fosfato e depois a revestida com fosfato, HAp e grafeno. Apesar de
inicialmente todas as amostras apresentarem diferentes potenciais, ao fim de 300 s todas
as amostras tendem a convergir para 0 mesmo potencial de cerca de -2,01 V. Fazendo
uma comparacdo entre 0 MgUP e a liga AZ31 verifica-se que esta Ultima apresenta
potenciais mais nobres quer para a amostra sem revestimento como para as amostras

com os diferentes tipos de revestimento.
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Figura 3. 29 - Curvas de OCP dos diferentes revestimentos no MgUP em que: a) sem
revestimento, b) fosfato, c) fosfato com HAp e GO e d) fosfato com HAp

Na figura 3.30, estdo representadas as curvas de polarizacdo obtidas em SBF

para 0 MgUP. Verifica-se que para este substrato ao nivel do potencial de corrosdo ndo

existem alteracOes significativas. A amostra sem revestimento apresenta um Ecor de -

2,00 V que vai de encontro a resultados de outros autores em que 0 Eco Varia entre -

1,96 a -2,00 V [4, 60]. As amostras com revestimento de fosfatos, fosfatos com HAp e
fosfatos com HAp e GO apresentam um Egr de -2,02 V, -2,01 V e -2,01 V,
respetivamente. Segundo os dados obtidos pode afirmar-se que ao revestir o MgUP néo

vao existir alteracdes significativas ao nivel do valor do potencial de corroséo.
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Figura 3. 30 - Curvas de polarizagédo dos diferentes revestimentos no MgUP em que: a)
sem revestimento, b) fosfato, c) fosfato com HAp e d) fosfato com HAp e GO
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Comparando os valores de densidade de corrente anddica observa-se que estes
s80 menores para as amostras com revestimento sendo a amostra com revestimento de
fosfatos com HAp e GO a que apresenta valores menores, tal como ja verificado na liga
AZ31 [34]. A diminuicdo dos valores de densidade de corrente resultante do
revestimento das amostras revela que, apesar do potencial de corrosdo ndo se alterar,

existe uma tendéncia para a diminuigéo da taxa de degradacdo do MgUP.

Apesar do MgUP mesmo com revestimento apresentar uma taxa de degradagéo
elevada in vitro ndo significa que in vivo esse comportamento se mantenha. Um estudo
recente relata que este tipo de material tem um bom comportamento a corroséo in vivo

apresentando uma taxa de corrosdo inferior a obtida in vitro [9].
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Conclusao

Desenvolveu-se em MgUP e na liga AZ31 biodegradaveis, pelo processo de
eletrodeposicdo/eletroforese, simultaneamente e num sO6 passo, um revestimento

inovador de fosfato com nanoparticulas de hidroxiapatite e 6xido de grafeno.

Os revestimentos foram depositados a temperatura ambiente controlando a

composicao do eletrélito, o potencial e o tempo de deposicéo.

Os revestimentos desenvolvidos a base de fosfato , em substratos biodegradaveis
de MgUP e na liga AZ31, apresentam uma morfologia acicular, tridimensional e

arborea, com cobertura total da superficie.

A morfologia do revestimento de fosfato com HAp, na liga AZ31, apresentou
estruturas semelhantes ao revestimento de fosfato que tendem a crescer numa direcéo
preferencial. O revestimento de fosfato com HAp e GO é composto pelas mesmas

estruturas ramificadas contendo folhas submicrométricas de GO.

Em relacdo ao MgUP, a morfologia do revestimento de fosfatos com HAp
apresentou estruturas arbdoreas com uma ramificacdo principal e ramificacOes
secundarias e de maiores dimensdes em compara¢do com O mesmo revestimento
depositado na liga AZ31. No revestimento de fosfatos com HAp e GO as estruturas

deixam de possuir ramificacoes secundarias e sdo visiveis folhas de GO.

As medidas de angulo de contacto realizadas mostraram que ao revestir a
superficie da liga AZ31 e do MgUP a molhabilidade aumenta. O angulo de contacto do
revestimento de fosfatos e fosfatos com HAp diminui para cerca de metade do valor do
angulo de contacto de ambos os substratos. O revestimento de fosfatos com HAp € o
que apresenta 0 menor angulo de contacto, em ambos os substratos, e logo maior
molhabilidade. Estes resultados podem significar que a interagdo entre a superficie de

implantes revestidos e o ambiente fisiologico pode ser também superior.

Ap0s os ensaios eletroquimicos em condicdes fisioldgicas verificou-se que para
o revestimento da superficie da liga AZ31 o potencial de corrosdo se desloca para
potenciais mais nobres e os valores de densidade de corrente anddica diminuem cerca

de duas ordens de grandeza, ou seja, existe uma reducdo da taxa de degradagédo. Quanto
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ao MgUP verificou-se que ao revestir este substrato ndo védo existir alteracOes
significativas ao nivel do valor do potencial de corrosdo mas que os valores de
densidade de corrente anodica diminuem ligeiramente. A diminuicdo da densidade de
corrente de cerca de duas ordens de grandeza do revestimento de fosfato com HAp e

GO revela que existe uma diminui¢do da taxa de degradacéo.

Estes resultados demonstram que ao formar superficies biodegradaveis
(revestimentos) no Mg e suas ligas a taxa de degradacdo vai tornar-se mais lenta
levando ao aumento de durabilidade do implante. Este método é bastante util
clinicamente pois ndo apresenta efeitos clinicos adversos, ndo necessita da realizacao de

uma segunda cirurgia e contribui para uma reducédo de custos na saude publica.
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Trabalhos Futuros

Na sequéncia deste trabalho surgiram alguns aspetos que seriam interessantes
estudar como o efeito da composi¢do dos revestimentos na resposta celular, avaliar o
comportamento in vivo dos revestimentos funcionalizados e estudar a sua
genotoxicidade.

Seria também interessante, utilizar no desenvolvimento dos revestimentos
nanoparticulas de hidroxiapatite comerciais em substituicao das sintetizadas.
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