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RESUMO

Biomateriais de composito metal-ceramica, tem ganhado destaque por oferecer formas de
acelerar a regeneragao e reabilitagdo. Neste trabalho estudou-se a modificagdo de superficie do
titanio comercialmente puro (Ti-c.p.) criando-se ou depositando-se filmes de 6xido de titanio
(TiO2) contendo titanato de célcio (CaTiO3) pelo método sol-gel associado a dip-coating ou
utilizando-se a técnica de oxidacao por plasma eletrolitico (PEO), seguida da deposicao de filme
de apatita via sol-gel associado a dip-coating. As estruturas presentes nos filmes foram
caracterizadas por difratometria de raios X (DRX) com refinamento estrutural pelo método de
Pawley, microscopia eletronica de varredura (MEV), andlise composicional por energia
dispersiva de raios X (EDX), microscopia de forca atomica (AFM), perfilometria,
molhabilidade, determinagdo de ponto de carga zero (pHpzc), ensaios mecanicos por flexao de
quatro pontos, ensaios de corrosdo e bioldgicos. Os resultados de DRX mostraram que TiO»
sob estruturas de rutilo e anatase, bem como CaTiO3 compde os filmes intemediarios. O pHpzc
foram de 7,3 e 6,8 para Ti-c.p. contendo camada de 6xido de titdnio com calcio preparada pelo
método sol-gel e Ti-c.p. com superficie oxidada por plasma eletrolitico (PEO), respectivamente.
Diante disso, escolheu-se um método sol-gel cujo sol do precursor de apatita ¢ estavel em pH
proximo a 6,0, para a sua deposi¢ao em filme sobre o Ti-c.p. modificado. Os resultados de DRX
mostraram a obtencdo de apatitas sob duas estruturas: hidroxiapatita (HAp) e B-fostato
tricalcico (B-TCP). A rugosidade, analisada por AFM, diminuiu apds a deposi¢ao de filmes de
apatita sobre Ti-c.p. com e sem modificacdo. Em contrapartida, houve um aumento da
molhabilidade (superficie mais hidrofilica). As espessuras dos filmes de apatita sobre Ti-c.p.
foram de 1,5 um, mas quando depositado sobre um filme intermediario de CaTiO; obtido via
sol-gel ou modificado por PEO foram respectivamente de 0,6 um e 2,5 pum, promovendo um
aumento da forca de adesdo do filme de apatita no substrato de titanio. Ambos os revestimentos
diminuiram a taxa de corrosdo. Os valores de tensdo de flexdo para um deslocamento de 1mm
e mddulo elasticidade ndo mudaram significativamente com as modificagdes feitas. O ensaio
de toxicidade por contato direto demonstrou menor viabilidade de pré osteblatos nas superficies
modificadas via PEO, apatita e CaTiO3 com apatita. Por outro lado, a deposicao de filmes de
apatita sobre Ti-c.p. modificado via PEO aumentou expressivamente a viabilidade quando
comparadas com a do controle. Na viabilidade estudada por contato indireto, as modificacdes
ndo apresentaram diferengas em relagdao ao controle. A adesao de pré osteoblastos por contato

direto foi maior em todas as amostras quando comparadas com a do controle. Em contrapartida,



por contato indireto, ndo apresentou diferenca significativa em comparacdo com o
controle. Na andlise de expresséo génica, 0 RTqPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase,
quantitativa e em tempo real) demonstrou que as diferentes modificacGes de superficies
influenciaram a capacidade de modular a expressao de genes envolvidos na diferenciacao
osteoblastica e na sintese de matriz extracelular, expresso pelas diferencas encontradas
nas metaloproteinases, assim como pelo estimulo angiogénico representado pela

expressao de Vegf (fator de crescimento endotelial vascular).
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titanio; dip coating; sol-gel; titanato de célcio; oxidacao eletrolitica assistida por plasma
(PEO); apatita; pré-osteoblastos.



ABSTRACT

Biomaterials based on metal-ceramic composite have received attention because they
accelerate the regeneration and rehabilitation between the implant and bone. In this work,
the surface of commercially pure titanium (c.p.-Ti) was modified by creating or
depositing films of titanium oxide (TiO2) containing calcium titanate (CaTiOz) using sol-
gel method associated with dip-coating technique or by the electrolytic plasma oxidation
(PEO), followed by deposition of apatite layer via sol-gel/dip-coating. The films were
characterized by X-ray diffractometry (XRD) with structural refinement by Pawley's
method, scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy
(EDX), atomic force microscopy (AFM), profilometry, wettability study, determination
of zero charge point (pHrzc), four point bending tests (mechanical property), corrosion
behavior study and biological assays. The XRD results showed that TiO, under rutile and
anatase structures as well as CaTiOz formed in the sol-gel films. The pHpzcs were 7.3 and
6.8 for c.p.-Ti with calcium containing titanium oxide layer prepared by sol-gel method
and c.p.-Ti oxidized by electrolytic plasma (PEO), respectively. Based on this results, a
sol-gel method whose apatite precursor sol is stable at pH=6.0 was chosen for depositing
it on the modified c.p.-Ti. The XRD results showed that apatites formed on c.p.-Ti are
composed by hydroxyapatite (HAp) and B-tricalcium phosphate (B-TCP). The AFM
analysis showed that the roughness decreased after the deposition of apatite layer on c.p.-
Ti, independently of the modification. In contrast, the wettability increased becoming the
surface more hydrophilic. The thicknesses of apatite films on c.p.-Ti were 1.5 um, but
when deposited on a CaTiO3 containing layer prepared via sol-gel and modified by PEO
were 0.6 um and 2.5 um, respectively. Both coatings contributed to increase the corrosion
resistance. Flexural stress required for a 1mm displacement and elasticity modulus did
not change significantly with modifications. The direct contact toxicity test showed lower
viability of pre-osteblates on surfaces modified via PEO, apatite and CaTiOs with apatite.
On the other hand, the deposition of apatite films on PEO-modified Ti-c.p. significantly
increased viability when compared to the control. Regarding the viability studied by
indirect contact, the modifications showed no differences in relation to the control. The
adhesion of preosteoblasts by direct contact was higher in all samples when compared to
that of the control. On the other hand, indirect contact showed no significant difference
compared to the control. The gene expression analysis by RTQPCR (Real Time
guantitative Polymerase Chain Reaction) showed that the different surface modifications



influenced the ability to modulate the expression of genes involved in osteoblast
differentiation and extracellular matrix synthesis, expressed by the differences found in
metalloproteinases, as well as angiogenic stimulation represented by Vegf expression
(Vascular Endothelial Growth Factor).

Keyword
Titanium; Dip coating; Sol-gel; Calcium titanate; Plasma assisted Electrolytic Oxidation
(PEO); apatite; Pre-osteoblasts.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento na demanda pelos implantes biomédicos de longa duragao (HEIMANN,
2013), estudos técnico-cientificos alertam para a importancia do aprimoramento dos materiais
ja disponiveis para melhorar a qualidade de vida dos pacientes a um custo e tempo aceitavel
(CHOI; KARACAN; BEN-NISSAN, 2020). Geralmente, os insucessos dos implantes sdo
associados a sua fixagdo bioldgica ndo adequada ao osso (OSHIDA et al., 2010). E também de
vital importancia para qualquer sistema de implante que ndo promova respostas inflamatorias
(PONGNARISORN et al., 2007).

O interesse em melhorar implantes metdlicos como titdnio comercialmente puro
(Ti-c.p.) e suas ligas tem crescido (ELIAS et al., 2015; MOREJON-ALONSO et al., 2022) .
Embora estes materiais apresentem boas propriedades mecanicas, quimicas (boa resisténcia a
corrosdo em ambientes biologicos) e de biocompatibidade (SCHENK; BUSER, 1998),
requerem revisdo cirurgica, devido ao longo tempo requerido para a cicatrizacdo 6ssea e a baixa
longevidade dos materiais (CECCHINATO et al., 2012).

Novos processos industriais podem interferir na microestrutura e na morfologia do
material base (LIU; CHU; DING, 2004). Processamentos térmicos e/ou mecanicos, geram
formagao de diferentes fases, que afetam a dureza, resisténcia mecanica (ZHU, KIM, JEONG,
2001) e quimica (LETIC-GAVRILOVIC, SCANDURRA, ABE, 2000).

A fabricagao de ligas metélicas a base de titanio e/ou modifica¢ao quimica da superficie
(CHOIL; KARACAN; BEN-NISSAN, 2020), para criar interfaces a base de materiais 6sseo-
integraveis, promovem melhor ancoragem do implante ao osso e podem garantir excelentes
propriedades mecanicas, fisicas e biologicas (BENENTI; CASATI; STRINI, 2004). Nenhum
metal ¢ considerado inteiramente inerte, sendo passivel a oxidagdo (OLIVEIRA et al., 2015a),
causando efeitos adversos, devido a degradagdo do material e liberacdo de ions metalicos
nocivos ao organismo (ELIAZ, 2019).

A modificagdo superficial com materiais bioativos pode auxiliar na integragdo com o
0sso, além de servir de barreira para a difusdo de ions (ROESSLER et al., 2001). Dentre os
materiais bioativos, a ceramica sintética a base de fosfato de célcio (apatitas) apresenta
propriedades de osteocondutibilidade e osteoindutibilidade intrinseca, fundamental para um
material biocompativel (FARZADI et al., 2011). Apesar das semelhangas quimicas com o0 0sso,
a deposicao de hidroxiapatita tem apresentado falhas (PYLYPCHUK et al., 2016), evidenciadas

pela baixa adesdo na superficie do titdnio, material mais utilizado em implantes. Apresenta
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menor resisténcia mecanica comparada a do tecido Osseo e baixa tenacidade a ruptura
(SALVADOR et al., 2018). Em contrapartida, favorece a proliferacdo celular, sendo
considerado um material promissor (DEHGHANI FIROOZABADI; RAMAZANI
SAADATABADI; ASEFNEJAD, 2024) .

Uma alternativa promissora para minimizar a baixa adesao direta da apatita ¢ a busca de
novas técnicas de funcionalizacdo de superficies, na interface titanio/apatita (ARDHY et al.,
2023). No entanto, ha aqueles que demonstram incertezas sobre a existéncia de camadas
intermediarias bioativas (FAIS et al.,, 2021). A modificacdo quimica da superficie pode
interferir na ligacdo intermateriais, fortalecer reatividade do fosfato de calcio e melhorar a
adsorcdo por meio de forca atrativa, devido a interacdo entre o modificador e superficie
(HACIOGLU et al., 2020).

Pesquisadores buscam alternativas que visam a minimizar os riscos € as possiveis
caréncias de propriedades acima mencionadas frente ao uso direto de apatitas sobre o titanio
(HSU et al., 2023). Ha evidéncias de que a formagao de camada de 6xido, sobre o titdnio antes
da deposicao de hidroxiapatita (HAp), aumenta a for¢a de unido entre as camadas (ARDHY
ARDHY et al., 2023) e diminui a progressao da dissolu¢cdo da camada de HAp em ambiente
acido, proporcionada durante a reabsorc¢ao osteoclastica no corpo (GONCALVES, 2021).

Alguns autores demonstram efeitos benéficos na implantagao ionica de calcio durante o
tratamento de oxidacdo do titdnio. Esse modificador age como ativador da osteogénese ¢ leva
ao crescimento celular (INOUE et al., 2010) . Com a adi¢ao do calcio, hé indicios de formagao
da fase de titanato de calcio (CaTiOs3) que, além de aumentar a estabilidade quimica, evita a
dissolu¢dao do revestimento (PIRES, 2023). Leva também a maior adesdo entre o titdnio e
HAp (CHEN et al., 2023).

As formas convencionais de sintese para depositar CaTiO3; na superficie, tais como
coprecipitagao (ZHANG et al., 2008), tratamento hidrotérmico (ZHANG et al., 2009), solucao
organico-inorganica (EVANS et al., 2003), combustdo (FALSETTI; MELO, 2019) e sol-gel
(RAKNGARM; MIYASHITA; MUTOH, 2008a), sio métodos quimicos ja estudados, que
proporcionam pouca for¢a de adesdao ao metal, levando a esfoliagdo e a ruptura da camada. Isso
faz com que, na maioria das vezes, a modificacao se torne inviavel.

Em contrapartida, outros pesquisadores qualificam os processos acima como
promissores, de facil comercializagdo e de baixo custo (SULTANA; YANG; HU, 2012). Isso
se deve ao fato dos precursores serem liquidos e organo soluveis, possibilitando preparar sois
com diferentes viscosidades e que facilitam o controle da espessura dos filmes depositados

sobre as superficies. Fu e colaboradores (2011) ndo descartaram a sintese por método sol-gel:
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a fraca adesdo do filme foi por eles fortalecida através de banho quimico em solugdes de NaOH
e HCI (FU et al., 2011). Rakngarm (2008) e colaboradores observaram que liga Ti6Al4V tratada
quimicamente com NaOH a 5 mol/L antes da deposi¢do de HAp pelo método biomimético
apresentou boa adesdo para HAp e atribuiram o fato para a interacao entre Na>TiO3 com TiO;
(RAKNGARM; MIYASHITA; MUTOH, 2008b).

Esses esforcos fazem com que o processo sol-gel seja considerado como alternativa.
Nesse processo, as particulas coloidais de sol condensam-se como um gel sob uma estrutura
desordenada que, ao serem submetidas ao tratamento térmico, transformam-se em filmes com
estrutura cristalina, definida e homogénea (LIU et al., 2002), importantes no controle das
propriedades estruturais, texturais e morfologicas da superficie (BALAMURUGAN et al.,
2009a).

Todavia, processos de revestimentos fisicos, como sputtering por RF-Magnetron
(OHTSU et al., 2007a), deposigao assistida por feixe de ions (OHTSU et al., 2008) e deposi¢ao
por laser pulsado (OHTSU et al., 2007b), apesar de apresentarem vantagens na preparagdo de
filmes homogéneos com espessura controlada, necessitam maquinarios sofisticados e
complexos, equipados ainda a sistema de ultra-alto vacuo, com altos investimentos.

Esforgos para elaborar novas formas de processamento, a custo aceitavel, para a adesao
das camadas bioativas com estabilidade estrutural e uso clinico em longo prazo sdo ainda
empregados (AKIN et al., 2001) pois, embora os revestimentos ja citados fornecam camadas
bem sucedidas quanto a composi¢do, geometria dos implantes e morfologia da superficie com
boa resisténcia adesiva, ainda ndo estao exploradas suficientemente (HAN et al., 2008).

Nas ultimas décadas, o método de oxidacdo eletrolitica por plasma (PEO) que
proporciona superficies de grande dureza (KOSTELAC et al., 2023) e resisténcia mecanica
(ERFANIFAR et al., 2017), com porosidade, tem se destacado. E um método empregado em
uma variedade de metais como, titanio, aluminio, magnésio, niobio, ligas, tantalo e aco
(JUNIOR, 2014). A formagao do filme de 6xido ocorre durante as descargas elétricas e geragdo
de plasma associados a polarizagdo anddica sob alta voltagem e corrente em contato com uma
solucdo eletrolitica (WHEELER et al., 2010). Ligada a superficie do material, cresce uma
camada de 6xido, que em altas voltagens experimenta descargas de plasma ou micro-arcos de
alta poténcia e temperatura acompanhada por uma emissdo acustica de baixa frequéncia
(CURRAN; CLYNE, 2006). Isso causa a oxidacdo do metal e sua fusdo localizada, que
solidifica rapidamente, ocasionando a formag¢ao de uma camada rigida, espessa, com poros em
formato de vulcoes, permitindo também a incorporagao das substancias originadas do eletrolito

(OLIVEIRA et al., 2015b).
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Essa técnica de oxidacdo eletrolitica ja foi estudada por Ishizawa e Ogino (1995) que
demonstraram sucesso na obtengao de um filme de 6xido de titanio anddico, contendo espécies
bioativas de Ca e P incorporadas na camada de 6xido. Apesar da baixa incorporagdo das
espécies, apos imersao em um fluido corpoéreo simulado, o filme de apatita formado apresentou
alta resisténcia adesiva na superficie (ISHIZAWA; OGINO, 1995). Anos depois, os trabalhos
de Hang (2003) e Song (2004) relataram excelente incorporacdo de Ca e P a partir das
substancias contidas no eletrolito, ajustando a corrente aplicada, tempo de tratamento, ciclo de
trabalho, frequéncia, densidade de corrente e polarizacdao. Estas varidveis também afetam
diretamente as estruturas da camada de 6xido formadas (HAN; HONG; XU, 2003) (SONG et
al., 2004c).

Sendo assim, neste trabalho propde-se modificar a superficie do titanio pela deposi¢ao
de filmes intermedidrios ricos em CaTiOs;, por duas vias distintas: sol-gel e PEO, e
posteriormente recobrir com apatita, via sol-gel. Propde-se também estudar a morfologia e a
estrutura da superficie modificada, as propriedades eletroquimicas (susceptibilidade a
corrosdo), bem como as caracteristicas mecanicas. Por fim, as caracteristicas morfologicas das
células apos a interagdo com os materiais sao estudadas. Essas sao metas para trazer melhores

beneficios aos materiais para implante a base de titanio.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho teve por objetivo modificar a superficie do Ti-c.p. pela deposicdo de
filmes finos intermediarios de titanato de calcio pelo método sol-gel e por oxidagdo eletrolitica
assistida por plasma (PEO), seguida da deposicao de apatita para melhorar a integragcdo com o

0sso. Diante disso, pode se concluir que:

e A caracterizagdo feita por DRX mostraram que os filmes intermediarios se estruturaram
como titanato de calcio e 6xido de titanio anatdsio quando depositado pelo método sol-
gel e mistura de 6xido de titanio rutilo e anatasio e titanato de calcio, quando oxidado
por PEO;

e O refinamento estrutural do difratograma do po6 de apatita confirmou que com o método
sol-gel seguido de tratamento a 700°C obtém-se apatitas compostas por uma mistura de
59,6% em hidroxiapatita e 40,4% em B-TCP e que a composicao deve ser similar ao ser
sintetizar na forma de filmes sobre o substrato de Ti-c.p. contendo ou ndo camadas
intermediarias;

e Asimagens de MEV-EC mostraram que a superficie modificada com filmes de titanato
de célcio com método sol-gel apresenta morfologia com trincas e rachaduras. Ja o
processamento PEO produz uma superficie porosa;

e A deposicdo do filme de apatita sobre Ti-c.p. contendo ou ndo camada de CaTiO3
proporcionou recobrimentos com rugosidade na superficies;

e A perfilometria de contato revelou que a rugosidade (em escala micrométrica) diminuiu
com a deposi¢do de camadas intermedidrias, mas aumentou com a deposic¢ao de apatitas,
entretanto, quando analisadas por AFM (escala nanométrica), a tendéncia observada foi
oposta. A deposicao de filmes intermediarios aumentou substancialmente a rugosidade
e a deposi¢ao de apatita a diminuiu;

e Os filmes modificadores proporcionaram uma superficie mais resistente a corrosao, bem
como nao alteraram significativamente as propriedades mecanicas do Ti-c.p.;

e As modificagdes proporcionaram uma superficie mais hidrofilica com maior energia de
superficie, com exce¢do da modificagdo por PEO;

e Os filmes intermediarios, juntamente com o tratamento térmico ao qual o conjunto foi
submetido, fortaleceu tanto a camada de apatita quanto a camada oxidada por PEO,

promovendo um aumento na for¢a de adesdo do filme de apatita ao substrato de titanio;
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O ensaio biologico por contato direto mostrou que em comparagdo ao controle, as
amostras apresentaram viabilidade e adesao celular maior na presenca Ti-c.p. e maior
ainda quando recoberto com a camada intermediaria de filmes contendo CaTiO;
preparado pelo método sol-gel ou processado por PEO. Em contrapartida, a amostra de
contato indireto nao demonstrou diferencgas significativas em relacao ao controle;

Na andlise RT-qPCR, foi demonstrado que as diferentes modificagdes da superficies
influenciaram a capacidade de modular a expressdo de genes envolvidos na
diferenciagdo osteoblastica, na sintese de matriz extracelular, expresso pelas diferencas
encontradas nas metaloproteinases, assim como o estimulo angiogénico caracterizado
pela expressao Vegf;

O ensaio de fosfatase alcalina por coloracdo e mineralizagdo por vermelho de alizarina
e coloracdo de Alp indicam que os meios condicionados pelos materiais induziram o
aumento da mineralizagdo das células quando comparado ao controle, mostrando assim,

potencial para novas aplica¢do de regeneragao Ossea.
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