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RESUMO

O titénio e as suas ligas sdo utilizados em aplicacdes biomédicas devido as suas excelentes
propriedades, tais como resisténcia mecénica e biocompatibilidade. As técnicas de modificacdo
de superficie séo utilizadas nestas ligas para alterar as propriedades de superficie, aumentar a
osseointegracdo e evitar falhas em implantes. Além destas técnicas, a incorporacdo de
nanoparticulas na superficie do implante tém sido grande aliada dos biomateriais, em especial
as do oOxido de ferro, devido as suas propriedades fisico-quimicas, sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade. O objetivo dessa dissertacdo foi propor método de incorporagdo de 6xido
de ferro na superficie nanoporosa da liga experimental Ti1lOMo8Nb modificada por oxidacéo
anodica, visando aplicagdes biomédicas. Os lingotes da liga experimental TiLOMo8Nb foram
obtidos a partir da fusdo dos metais puros em forno a arco voltaico. A anodizacao foi realizada
para obtencdo das nanoestruturas de TiO; (tensdo de 20 V por 3 h), resultando em didmetro
interno dos nanoporos igual a aproximadamente 24 nm. A sintese do 0xido de ferro foi realizada
usando o metodo dos precursores poliméricos, sendo avaliado o comportamento reolégico
(viscosidade de 22,65 mPa.s) e a temperatura de cristalizacao para formacgéo de nanoparticulas
de 6xido de ferro. A partir da difratometria de raios X e da microscopia eletrdnica de varredura,
a temperatura de calcina¢do mais adequada para a formacéo da fase pura de hematita foi 600°C.
A incorporacdo do oxido de ferro na superficie da liga foi realizado por duas técnicas: imersédo
e spin coating, de maneira que o segundo método apresentou deposi¢do uniforme. O spin
coating foi realizado com 3 e 5 camadas de deposi¢cdo de o0xido de ferro, concluindo-se que 5
camadas € mais adequado por ndo apresentar delaminagdes.. As amostras foram
funcionalizadas com dois tipos de compostos organicos: acido 3-4(aminofenil)propidnico
(APPA) e acido 3-mercaptopropidnico (MPA).

PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais. Oxido de titanio. Ligas de titanio. Oxidacdo anddica.

Incorporacédo de 6xido de ferro.



ABSTRACT

Titanium and its alloys are used in biomedical applications because of their excellent properties,
such as mechanical resistance and biocompatibility. Surface modification techniques are used
to alter the surface properties, increase osseointegration and avoid implant failure. Beside these
techniques, nanoparticles incorporation on implant surface are great biomaterials allies,
specially iron oxides, due to their physicochemical properties, biocompatibility and
biodegradability. The objective of this dissertation was to propose a method of iron oxide
incorporation on the surface of experimental alloy TilOMo8Nb modified by anodization. The
ingots of experimental alloy Til0Mo8Nb were obtained from melting pure metals in an arc
furnace. Anodization process was performed to obtain the TiO2 nanostructures, with internal
diameter 24 nm. Iron oxide synthesis was carried out using the method of the polymeric
precursors, assessing rheological behavior (22,65 mPa.s viscosity) and crystallization
temperature ideal to produce iron oxide nanoparticles. Results from X Ray Diffratogram and
Scanning Electron Microscopy presented that the most adequated annealing temperature to pure
phase hematite was 600°C. Iron oxide incorporation on alloy surface was performed by
immersion and spin coating, and in the second method the deposition was uniform and
widespread. Spin coating was performed with 3 and 5 layers of iron oxide deposition, implying
that with 5 layers is most appropriate because it does not have delamination. After that, the

alloys were annealed and functionalized with 2 types of organic compounds: APPA and MPA.

KEYWORDS: Biomaterials. Titanium oxide. Titanium alloys. Anodic oxidation. Iron oxide

deposition.
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1 INTRODUCAO

Biomaterial é toda substancia ou combinacgdo de substancias, exceto farmacos, de origem
natural ou sintética, que podem ser usadas durante qualquer periodo de tempo, como parte ou
como sistemas que tratam, aumentam ou substituam quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcées do
corpo (CHEN; THOUAS, 2015). Os biomateriais possuem como caracteristica essencial a
biocompatibilidade, que é uma gama de processos envolvendo diferentes interacdes entre o
material e o tecido. Um material biocompativel possui habilidade em desempenhar uma fungéo
especifica no organismo sem provocar inflamagdes indesejadas ou efeitos toxicos aos sistemas
bioldgicos (KIRMANIDOU et al., 2016).

Biomateriais metéalicos, tais como aco inoxidavel, cobalto-cromo e ligas de titanio, tém
sido estudados com o intuito de substituir tecidos duros devido as excelentes propriedades. Em
particular, a superficie das ligas de titanio tem apresentado excelente biocompatibilidade e
osseointegracdo, resultando na ligacdo celular e fixacdo do implante (HATAMLEH et al.,
2018). O sucesso de um implante de titanio depende da interacdo entre o biomaterial e o tecido
vivo. Apds a implantacdo, a superficie € condicionada a fluidos corpdreos que modulam a
atividade celular no tecido ao redor do implante (HATAMLEH et al., 2018; MARINUCCI et
al., 2006).

Embora as propriedades acima citadas sejam necessarias para um material visando
aplicacdo biomédica, os implantes metalicos ao serem inseridos no corpo humano também
dependem de outras propriedades especificas de superficie para obterem éxito, tais como
energia de superficie, composicao quimica, hidrofilicidade, morfologia e rugosidade (ALVES
CLARO et al.,, 2018; MARINUCCI et al., 2006). Com isso, estudos de modificacdo de
superficie das ligas de titanio visam melhorar essas propriedades.

Segundo Hatamleh e autores (2018), os tratamentos de superficie envolvem diversas
metodologias que possuem trés efeitos principais: protecdo (por exemplo a resisténcia a
corrosdo e ao desgaste), decorativo (por exemplo coloracdo) e funcional (por exemplo
biocompatibilidade). Ao modificar a superficie da liga, podem ser obtidas as propriedades
desejadas para aplicacdo biomédica. A anodizagdo é uma técnica de modificacdo de superficie
que acelera o processo de formacdo da camada de TiO3, esta que é caracteristica do titanio e
suas ligas por ser formada espontaneamente, chamada de camada passiva (KHUDHAIR et al.,
2016; KIRMANIDOU et al., 2016; REGONINI et al., 2013). A formagéo dessa camada ocorre
quando o titanio estd em contato com o oxigénio e esta camada retarda a dissolucdo de ions e

outras relagfes com os tecidos ao redor do material (JIN et al., 2016).
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O desenvolvimento de novas superficies pode melhorar a performance dos implantes de
Ti de maneira geral, principalmente no que diz respeito a aceitacdo do material pelo corpo
humano, ao tempo de cicatrizacdo apos a implantacéo, a integridade do implante a longo prazo
e a estabilidade da interface entre o biomaterial e o tecido vivo (BRUNETTE et al., 2002). O
TiO; e seus polimorfos exibem atividade antimicrobiana e também s&o utilizados em varias
aplicacbes biologicas devido & sua estabilidade quimica, sensibilidade, seletividade,
biocompatibilidade e natureza ndo tdxica aos seres vivos (TRINO et al., 2018).

Dentre as diversas composi¢cdes possiveis das ligas de titanio, estudos com ligas Ti-Mo-
Nb com a composi¢do proxima a liga TilOMo8Nb exibiram baixo médulo de elasticidade
(menor que 30 GPa) e alta dureza (entre 394 e 444 GPa), quando comparadas ao titanio
comercialmente puro (Ti cp), conforme Xu et al. (2008). Ainda, segundo Chelariu e autores
(2014), relatando a boa resisténcia a corroséo devido a adicdo do elemento Nb a liga Ti-Mo.
Esta liga ndo exibiu efeitos citotoxicos em células osteoblasticas e ndo apresentou inflamacdes
indesejadas (NEACSU et al., 2015).

As nanoestruturas de TiO2 (1 — 100 nm) geram crescimento de célula devido a sua
molhabilidade e rugosidade para ancoragem de células e diminui¢do de adesdo de bactérias
devido a grande area de superficie (CAROBOLANTE et al., 2018). Recentemente, a
modificacdo da liga TilOMo8Nb por oxidacao anddica foi realizada pelo Carobolante (2017)
obtendo fase B apds seu processamento. Apos diversos estudos, os parametros de anodizagao
mais adequados para aplicacdo biomédica foram: eletrélito composto por glicerol e 4gua (1:1)
com adicdo de 0,27%m/v de NH4F, tenséo de 20 V e tempo de 3 horas, com a formagdo de uma
camada nanoporosa de TiO. A fase anatase foi encontrada nas amostras calcinadas a 450°C
por 3 horas. Essa camada nanoestruturada apresentou comportamento hidrofilico, o que
viabilizou o crescimento de células adiposas sob a superficie. Andlises in vitro resultaram em
viabilidade de crescimento de célula e diminuicéo na proliferacdo de bactérias devido a grande
area especifica de superficie (CAROBOLANTE et al., 2018). As propriedades da camada
nanoestruturada de dioxido de titanio estdo diretamente relacionadas as caracteristicas de
superficie do material, no qual pode ser ajustada pelos métodos de sintese.

A técnica empregada para modificar a superficie pode influenciar a morfologia, fase
cristalina, espessura, rugosidade, molhabilidade, quimica da superficie e, consequentemente,
sua aplicagdo. Essas caracteristicas podem também ser modificadas por grupos funcionais.
Grupos bifuncionais reativos podem ligar-se aos grupos hidroxila do TiO2, formando filmes

monocamadas ou multicamadas (TRINO et al., 2018).
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Ainda, visando modificar a superficie das ligas de maneira a melhorar suas propriedades
em relacdo as ligas ja existentes, diversos estudos sobre deposicdo e incorporagdo de
nanoparticulas na superficie do material sdo encontrados na literatura (LI et al., 2018)
encontrando na ciéncia e engenharia em nanoescala um aliado, ja que permite o conhecimento
e controle do material em seu estado mais fundamental: nivel atdmico e escala molecular
(MAHMOUDI et al., 2011). Nanoparticulas individuais possuem alta area de superficie para
ataque microbiano e sdo um fator importante que determina as propriedades toxicoldgicas da
nanoparticula (RAJENDRAN et al., 2017). Geralmente, nanoparticulas de 6xido de ferro ndo
liberam substancias toxicas ao organismo e sdo biodegradaveis, tornando-as candidatas
atrativas para estudos de nanoagentes com aplicacdo biomédica (LUNIN et al., 2019).

Nos anos recentes muita pesquisa tem sido dedicada a fabricacdo de materiais
nanoestruturados de Fe.O3 de maneira a melhorar sua performance nas mais diversas aplicacdes
(MOHAPATRA; BANERJEE; MISRA, 2008). Em particular, o TiO, e 0 Fe2Oz sdo dois
importantes semicondutores e seus estudos tém aumentado na ultima década (ZHU et al., 2012).

Estes materiais tém sido estudados visando aplicacdo biomédica, pois cientistas,
cirurgides ortopédicos e bioengenheiros tém investigado maneiras de eliminar ou a0 menos
reduzir a incidéncia de falhas de implantes 6sseos em humanos. Especialistas afirmam que a
causa para as falhas seja o baixo desempenho dos implantes em osseointegracdo incompleta
entre 0 0sso e a protese (WEBSTER; EJIOFOR, 2004).

Os resultados obtidos mostrando a viabilidade do emprego da liga TilOMo8Nb em
aplicacdes biomédicas levou a continuidade desse estudo com a deposi¢do de oxido de ferro na
superficie da liga visando o aumento da osseointegracdo desse material. Os 0xidos Fe2Oz e
Fes04 sdo os principais alvos de estudo nas areas médicas e farmacéuticas devido as suas
propriedades fisico-quimicas, sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (ABDOLLAH;
FERESHTEH; NAZANIN, 2017; LEWIS et al., 2016; RAJENDRAN et al., 2017).

As propriedades funcionais dos filmes finos podem ser melhoradas por meio de
modificacdes de superficie, como a oxidacdo anddica, para se adequar a diversas aplicacdes. A
superficie com o éxido facilita a forte adesdo dos grupos funcionais reativos, produzindo
superficies com grande estabilidade e funcionalidade. Ainda, moléculas que terminam em
amino ou acido carboxilico por exemplo séo relevantes na interagdo com proteinas do meio
bioldgico, que ocorre imediatamente apo6s a insercdo do implante. As proteinas adsorvidas
conduzem a subsequente interagdo do material com as células. Porém, ndo existem estudos
sobre funcionalizagdo em superficie de liga de titdnio com incorporacdo de oxido de ferro
(STOIMENOV et al., 2002).
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Com isso, 0 objetivo deste estudo € incorporar 0xido de ferro na superficie da liga
Ti10Mo08Nb anodizada nos parametros encontrados por Carobolante (2017) para crescimento
de célula sob a superficie, visando 0 aumento da osseointegracdo. Nao ha estudos prévios sobre
incorporacdo de 6xido de ferro visando aplica¢cdes biomédicas na literatura. Ainda, a superficie
foi funcionalizada para aumentar a resisténcia a corrosdo e melhorar bioatividade. Assim, as
técnicas existentes na literatura (oxidacdo anddica, método dos precursores poliméricos e
funcionalizacdo da superficie) foram combinadas de maneira a obter melhores propriedades

para aplicacdes biomédicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

2.1.1 Biomateriais

Um biomaterial pode ser definido como qualquer material usado na fabricacdo de
dispositivos para substituir uma parte ou funcdo do corpo de forma segura, confidvel,
econdmica e fisiologicamente aceitavel (PARK, J. e LAKES, R. S., 2007). O prefixo “bio” da
palavra biomateriais refere-se a “biocompativel”. Biomateriais sdo substancias biocompativeis
utilizadas no mundo bioldgico para analise, tratamento e suporte aos seres vivos, podendo
substituir ou auxiliar parte de um 6rgéo ou tecido vivo, enquanto diretamente em contato com
ele (CHEN; THOUAS, 2015).

Os biomateriais sdo classificados em classes, de acordo com a compatibilidade que
apresentam com seus tecidos adjacentes (BATH, 2002):

- Biotolerante: uma camada de tecido mole ao longo da interface separa o implante do
0sso adjacente. Assim, ndo ha contato durante o processo de formacdo 6ssea (osteogénese) e a
camada é induzida pela liberacdo por parte do implante de mondémeros, ions e produtos de
corrosdo. Alguns exemplos sdo polimeros sintéticos e a grande maioria dos metais.

- Bioinerte: ndo ha reacdo quimica entre o tecido e o implante, apesar de haver contato
direto entre o tecido dsseo e o implante, ocorrendo participacdo na osteogénese. Exemplos de
biomateriais bioinertes sdo alumina, zirconia, titanio, tantalo, niobio e carbono.

Apos a inser¢do ou implantacdo de um equipamento biomédico, a superficie inerte é
rapidamente revestida com proteinas teciduais, incluindo fibrogénio, coldgeno e outros
substratos sollveis, todos funcionam como adesdo para ataque microbiano. Conforme o
biofilme microbiano evolui em complexidade, pode requerer remocao completa da prétese e de
seus componentes associados. (EDMISTON et al., 2006).

- Bioativo: ocorre interacdo entre o tecido 6sseo e o implante, interferindo diretamente na
osteogénese e, por similaridade quimica, a parte mineral do tecido 6sseo liga-se ao implante
promovendo formacdo 6ssea ao longo do implante (osteoconducgdo). Os principais exemplos
desta classe sdo vitroceramicas, hidroxiapatita e calcio-fosfato.

O mecanismo de bioatividade esta relacionado a troca de ions com os fluidos corpéreos,

ao efeito de carga na superficie e a topografia em micro ou nanoescala (YANG et al., 2008).
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- Bioabsorviveis: sdo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo apos certo
periodo de tempo em contato com os tecidos. Estes materiais sdo adequados em aplicacbes
clinicas no qual a retirada do implante ndo seja aconselhavel. Alguns representantes desta classe
sdo fosfato tricélcico e poli-L-4cido lactico.

De acordo com Hench e Wilson (1993), o histérico de estudos envolvendo biomateriais
pode ser dividido em 3 geragdes:

a) Primeira geracdo: conhecida como geracao dos materiais bioinertes, ocorreu entre 1950
e 1970. O principal objetivo era que o corpo ndo rejeitasse o material implantado e que esse
apresentasse propriedades mecanicas minimamente suficientes. Tanto materiais naturais como
sintéticos eram usados no tratamento dos pacientes.

b) Segunda geracéo: entre 1970 e 2000. O principal objetivo é pesquisar materiais que
provoguem respostas benéficas do organismo e materiais biodegradaveis. Nesse periodo teve
maior interesse em materiais com um melhor desempenho e qualidade durante um maior
periodo.

c) Terceira geracdo: geracao atual. Utiliza-se micro e nanotecnologia, combinando os
materiais, com 0 objetivo de compreender e melhorar os mecanismos da regeneracdo dos
tecidos.

Quanto a origem, os biomateriais podem ser naturais ou sintéticos, conforme Figura 1
(CHEN; THOUAS, 2015; KUMAR et al., 2018). Os materiais derivados de organismos vivos
sdo denominados biomateriais naturais, como por exemplo, 0ssos, pele, tendbes, coOrnea,
nervos, musculos e sangue. Por serem originarios de seres vivos, apresentam vantagens: baixa
toxicidade em relacdo ao biomateriais sintéticos, propriedades mecanicas préximas as
propriedades do 6rgdo ou tecido reparado ou ainda serem naturalmente degradados. Em
comparacdo aos biomateriais sintéticos, os biomateriais naturais tém manipulacdo mais dificil
devido a sua complexidade biol6gica. Ambos tipos de biomaterial, naturais e sintéticos, podem
ser reconhecidos pelo hospedeiro como um corpo estranho, desencadeando assim uma reacao
imunoldgica. O grupo de biomateriais de origem sintética sdo classificados em 4 categorias:
metéalicos, poliméricos, ceramicos e compdsitos. Eles sdo manipulados para apresentarem
propriedades especificas (ALl; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013).
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Figura 1 - Classificacdo dos tipos de materiais biomédicos.

Fonte: Adaptado de Chen e Thouas (2015).

O termo “material biomédico” € utilizado para representar um componente de qualquer
instrumento biomédico aplicado com ou sem contato direto ao tecido humano. A defini¢do de
biomateriais na comunidade cientifica e utilizada para descrever materiais aplicados apenas
com contato direto ao tecido vivo (CHEN; THOUAS, 2015). Por exemplo, as proteses dentarias
sdo biomateriais e as pernas mecanicas sdo instrumentos biomédicos. Assim, biomateriais sao
materiais biomeédicos implantados. Os materiais biomédicos podem ser formados pela unido de
dois ou mais materiais, originando um novo biomaterial com propriedades intermediarias dos
materiais que os formam. Os compdsitos podem ser utilizados, por exemplo, na cimentacéo de
0ss0s, em implantes dentarios ou ortopédicos (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013).

Metais e suas ligas estdo sendo utilizados em aplicacBes ortopédicas e dentarias devido
as propriedades fisicas, mecanicas e quimicas desejaveis, tais como alta resisténcia mecanica,
resisténcia a corrosdo e baixo modulo de elasticidade (GEETHA et al., 2009; INDIRA;
KAMACHI MUDALI; RAJENDRAN, 2017). Dentre os metais, o titanio é um dos materiais
mais promissores a serem utilizados como biomateriais (KULKARNI et al., 2016). Isso ocorre
porque ele e as suas ligas possuem propriedades Unicas, como resisténcia a corrosao, devido a
formacdo da camada de 6xido na superficie (TAN et al., 2012), boas propriedades mecénicas,
baixa densidade e excelente biocompatibilidade (KULKARNI et al., 2016; OLMEDO et al.,
2008), tanto com 0 0sso quanto com o sangue humano (INDIRA; KAMACHI MUDALLI,

RAJENDRAN, 2017). Estas caracteristicas permitem que o titanio seja altamente aplicavel na
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area de implantes, por exemplo implantes ortopédicos e dentéarios osseointegrados (CHEN;
THOUAS, 2015; FADL-ALLAH; QUAHTANY; EL-SHENAWY, 2013).

2.1.2 Biocompatibilidade

Um biomaterial ndo deve causar inflamag6es indesejadas ao corpo humano, visto que €
implantado diretamente em contato com os tecidos vivos. Entretanto, os requisitos de
biocompatibilidade variam conforme a aplicacdo, por exemplo, um material satisfatorio para
aplicacOes cardiovasculares deve ter caracteristicas diferentes de um material para cirurgia
ortopédica (CHEN; THOUAS, 2015).

Ha dois fatores principais que afetam a biocompatibilidade de um material: resposta do
hospedeiro induzida pelo material e degradacdo do material no organismo (GEETHA et al.,
2009). De maneira geral, de acordo com Chen e Thouas (2015), um implante que é utilizado
apropriadamente por um longo periodo sem rejeicdo deve apresentar no minimo as seguintes
caracteristicas:

a) Excelente biocompatibilidade (ndo toxicidade);

b) Alta resisténcia a corroséo;

c) Propriedades mecanicas adequadas a aplicagéo;

d) Alta resisténcia ao desgaste;

e) Osseointegracao (no caso de proteses ¢sseas).

2.1.3 Osseointegracao

Osseointegracdo € o contato direto do 0sso com o implante, no qual ocorre o processo de
cicatrizacdo sem que haja inflamacéo crénica (SPRIANO et al., 2018). Ela descreve o processo
de formac&o de novos 0ssos e a cicatrizacdo 6ssea (CHEN; THOUAS, 2015). E a unido estavel
e funcional, quimica ou fisica, entre 0 0sso e a superficie do titanio, sem formar uma camada
de tecido na interface entre eles (FEARS; TARONE, 1977). Para alcancar a osseointegracao
efetiva, o carregamento da biomolécula na superficie do implante deve ser adequada, utilizando
alguns métodos de tratamento de superficie (CHEN; THOUAS, 2015), tais como deposicao
eletroquimica, anodizacdo (FADL-ALLAH; QUAHTANY; EL-SHENAWY, 2013;
KIRMANIDOU et al., 2016; MOHAN et al., 2012; ROY; BERGER; SCHMUKI, 2011),
revestimento de hidrogel, revestimento camada a camada e imobilizagdo (KUMAR et al.,
2018).



25

Assim que o implante € inserido no organismo, a superficie do implante interage com
agua, fluidos bioldgicos e ions dissolvidos e o processo de cicatrizagdo comeca a ocorrer,
conforme esquematizado na Figura 2. De acordo com o tipo de células e suas atividades, dois
tipos de respostas do corpo hospedeiro podem ocorrer: integracdo direta do 0sso ao implante
sem camada de tecido conectando os dois (osseointegracdo) ou formacdo de camada de tecido
fibrosa seguida de falha clinica do implante (SPRIANO et al., 2018). Entretanto, as falhas de
implantes devido a osseointegracdo podem ocorrer por outros fatores como baixa qualidade
Ossea, técnica cirlrgica traumatica, tabagismo, osteoporose, ingestdo de drogas ilicitas, entre
outros (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 2 - Resposta do corpo humano ao implante em diferentes intervalos de tempo e reagdes
ocorrendo durante a adeséo celular no implante.
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Fonte: Adaptado de Geetha et al. (2009).

Conforme os estudos de Geetha et al. (2009), inicialmente, ha adsor¢do das moléculas de
agua e proteinas (Figura 2). Posteriormente, o processo de quando ocorre formacdo de tecido
fibroso, indicando possivel falha no implante, segue a sequéncia:

a) Formacdo de novas células dsseas na superficie do implante, proliferacdo das células
Osseas e diferenciacao;

b) Resposta inflamatdria como resposta do corpo humano rejeitando o implante;
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c) Formacédo de um tecido fibroso na interface do implante ao invés da interface do 0sso,
que impede a osseointegragao.

De acordo com Spriano et al. (2018), o periodo de inflamacéo considerado como resposta
normal do organismo ocorre em menos de uma semana, caso esta condicdo permanega por mais
de trés semanas, é geralmente relacionada a infeccdo ou falha do material. E a total
osseointegracdo ocorre em um periodo de trés a cinco meses, segundo Kirmanidou et al. (2016).

Quanto maior o grau de osseointegracdo, maior a estabilidade mecénica e menor a
probabilidade de falha no implante. Isso pode ser obtido modificando a superficie do implante
e existem diversas estratégias para melhorar a integracdo dssea das ligas de Ti. Além disso, a
porosidade do implante também tem papel importante na osseointegracdo, tema que tem sido
estudado desde 1972 por Weber e White (WEBER; WHITE, 1972).

O crescimento do osso na superficie porosa (Figura 3) pode causar forte ligacdo ao redor
do tecido 6sseo com o implante, resultando em melhor compatibilidade biomecénica e alta
resisténcia (GEETHA et al.,, 2009). Em 1999, Zwilling e co-autores descobriram que as
membranas porosas poderiam ser produzidas em Ti por meio de oxidacdo anddica em eletrélito
de fluoreto (WANG et al., 2017).

Figura 3 — a) Esquema de prétese dentaria com estrutura porosa do 0sso; b) Nanoporos
obtidos ap0s anodizacdo na superficie da liga TilOMo8Nb.

Fonte: Adaptado de Carobolante (2017).

Desordens no 0sso e fratura 6ssea tém aumentando, devido ao aumento de expectativa de

vida da popula¢do mundial, sendo 80 anos para mulheres e 73 anos para homens (KRAMER et
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al., 2013). Com o envelhecimento, a habilidade natural do corpo humano em restaurar funcéo
ap6s um trauma ou desgaste diminui (SUBBIAHDOSS et al., 2012). A vida util média de um
implante ortopédico € de 10 a 15 anos, assim, em muitos casos 0s pacientes precisam passar
por dolorosas cirurgias e longa reabilitacdo (BJURSTEN et al., 2010). Como resultado,
aumentou a demanda para técnicas melhoradas e materiais para o reparo e regenera¢do do 0sso
humano. O 0sso é o sistema de suporte estrutural do corpo e seu material € composto por uma
estrutura hierarquica complexa (KRAMER et al., 2013).

O ferro é um material de interesse nas aplicac@es relacionadas ao 0sso devido ao fato de
estar presente naturalmente em quantidades vestigiais nos dentes e 0ssos (KRAMER et al.,
2013).

2.1.4 Implantes

Os implantes biomateriais séo indispensaveis na medicina moderna para a restauracdo de
funcdo de uma determinada parte do corpo humano e permitem que 0s pacientes mantenham
sua qualidade de vida ao longo de seu envelhecimento (SUBBIAHDOSS et al., 2012). Os
implantes facilitam o uso normal da parte lesionada do corpo (OLMEDO et al., 2008).

O maior desafio em implantes € melhorar a conexao estrutural entre 0 0sso e o implante.
O osso consiste de células, proteinas e minerais. A superficie do implante tratada com
biomolécula aumenta a osseoinducao, de acordo com Subbiahdoss et al. (2012).

Infeccdo em implantes ou equipamentos biomateriais constituem a maior causa de falha
e podem ocorrer muitos anos apos a implantacdo (SUBBIAHDOSS et al., 2012). Existem
diversas causas que geram as falhas em implantes e, consequentemente, as cirurgias de reviséo,
conforme pode ser observado na Figura 4a. Na Figura 4b observa-se os efeitos das falhas em

implantes a curto e longo prazo.
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Figura 4 — a) Principais causas de falhas em implantes; b) Efeitos de falhas em implantes a
curto e longo prazo.
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Fonte: Adaptado de Geetha et al. (2009).
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2.2 TITANIO E SUAS LIGAS

A partir da metalurgia do titanio, observa-se que é o Gnico metal leve com a caracteristica
de dimorfismo, no qual apresenta uma transformacdo alotrépica a aproximadamente 883°C.
Nessa temperatura, o titdnio passa de estrutura cristalina hexagonal compacta (fase o) para uma
estrutura cristalina ctbica de corpo centrado (fase f) (CHEN; THOUAS, 2015), como pode ser
observado na Figura 5.

Figura 5 - O titdnio é um elemento alotropico, apresentando estrutura hexagonal compacta
(HC) e, acima de 883°C, estrutura cubica de corpo centrado (CCC).

A

» estrutura

CUBICA

883 °C d e corpo centrado

estrutura

HEXAGONAL

compacta

Fonte: Adaptado de Carobolante (2017).

As ligas de titanio podem ser classificadas em a, quase-a (coexisténcia de o e J,
predominancia da a), o-p, quase-p (coexisténcia de a e 3, predominancia da ) ou p. Cada uma
destas fases possui microestrutura ap6s o processamento da liga, tratamentos térmicos e
mecanicos caracteristicos (KIRMANIDOU et al., 2016). De acordo com Yilmaz et al. (2018),

as ligas de titdnio com fase  sdo as melhores para implantes e biomateriais.
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As ligas de titanio  sdo geralmente descritas como da segunda geracdo de biomateriais
de titanio. As principais caracteristicas que comprovam o fato de que é a melhor como
biomaterial em relacdo as demais sdo: valor do médulo de Young proximo ao do 0sso,
biocompatibilidade e boa resisténcia a corrosdao (CHEN; THOUAS, 2015).

Para estabilizar cada uma das fases, utiliza-se os elementos de liga, que séo de grande
importancia para controlar as propriedades da liga e a microestrutura. Os elementos o
estabilizadores mais utilizados sdo aluminio, oxigénio, carbono e nitrogénio, tais elementos
incrementam a temperatura na qual essa fase ¢ estavel. No caso da fase P, os principais
elementos utilizados sdo vanadio, molibdénio, niquel, nidbio e tantalo, eles permitem que a fase
seja estavel em temperaturas menores que a transi¢do p (KHUDHAIR et al., 2016; NEACSU
et al., 2015).

Titanio e suas ligas ndo induzem formacdo do osso em sua superficie (MOHAN et al.,
2012), eles ndo podem ser ligados diretamente ao 0sso humano apds sua implantacdo (TAN et
al., 2012). O titdnio € muito reativo em relacdo ao oxigénio e forma um filme de Oxido
guimicamente estavel. A camada de 6xido nativa do titanio ndo pode ser diretamente ligada ao
0SSO porque possui natureza amorfa, propriedades mecanicas ruins e baixa biocompatibilidade
(KUMAR et al., 2018). Além disso, a camada de 0xido formada € bioinerte e forma novos 0ssos
de maneira ineficiente, o que leva a falha e perda do implante. Assim, 0 paciente precisa sofrer
uma cirurgia de revisdo dolorosa. Portanto, para evitar essas complicacdes, a superficie do
titanio necessita ser modificada (INDIRA; KAMACHI MUDALI; RAJENDRAN, 2017).

A interacdo entre o implante e o tecido depende da quimica da superficie do biomaterial.
Essa camada de 6xido cresce espontaneamente em contato com o ar e previne a difusdo do
oxigénio no meio, fornecendo resisténcia a corrosdo (KUMAR et al., 2018; MINAGAR et al.,
2012). As propriedades de superficie de um biomaterial sdo muito importantes para determinar
a resposta celular do material, tanto a adesdo celular quanto a proliferacdo. De maneira que
melhore a osseointegracao da interface osso-implante, as propriedades da superficie podem ser
modificadas utilizando técnicas adequadas de modificacdo da superficie (KUMAR et al., 2018;
LI etal., 2018).

Na Figura 6, se apresentam algumas das diversas aplicacbes do Ti e suas ligas na

biomedicina.
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Figura 6 - AplicacGes biomédicas do titanio e suas ligas: a) implante dentério rosqueado, b)
ligamento artificial de joelho, c) implante coxo-femoral, d) enxerto 6sseo (tela de titanio
substituindo regido do cranio) e e) exemplos de pinos e parafusos de ligas de titénio utilizados
em implantes em geral.

a) b)

' S p——

— e~ e L

— — LTSN W

Fonte: Adaptado de Khundhair et al. (2016).

Diversos fatores, tais como composicao da superficie, rugosidade e molhabilidade séo
importantes para a interacdo entre o implante e a osseointegracdo (INDIRA; KAMACHI
MUDALI; RAJENDRAN, 2017). Quanto maior a rugosidade da superficie, maior serd a
estabilidade mecanica dos implantes, que leva a boa interligacéo entre a superficie do implante
e o crescimento do 0sso (INDIRA; KAMACHI MUDALI; RAJENDRAN, 2017). A rugosidade
da superficie influencia na resposta celular, que melhora a adesdo e proliferacdo de células
(BJURSTEN et al., 2010; INDIRA; KAMACHI MUDALI; RAJENDRAN, 2017). Quanto
menor a rugosidade, menor o contato com o 0sso (INDIRA et al., 2015; INDIRA; KAMACHI
MUDALI; RAJENDRAN, 2017).

De acordo com Roy, Berger e Schmuki (2011), ao inserir elementos de liga no titanio,
eles podem afetar drasticamente suas propriedades, porém a morfologia nanotubular apds
anodizacdo permanece a mesma. E, apds a oxidagdo anodica da liga, a composi¢do do éxido é
consistente com a relacdo dos metais da liga.

Estudos tedricos de Geetha et al. (2009), relatam que o Nb, Zr e Mo sdo os elementos

mais adequados que podem ser adicionados ao Ti com o objetivo de diminuir o médulo de
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elasticidade sem comprometer a resisténcia mecanica. Tais elementos sdo da categoria de baixa
toxicidade em relacdo ao demais elementos da tabela periodica, que os tornam melhores para
as aplicagBes biomédicas.

O elemento nidbio apresenta excelente biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo (JIN
et al., 2016; NEACSU et al., 2015). Enquanto o elemento molibdénio tem propriedades
mecanicas compativeis a aplicacdo biomédica, boa citotoxicidade e é um forte estabilizador da
fase B em comparagdo aos outros elementos (NEACSU et al., 2015; VERISSIMO et al., 2014).
Concentracfes de Mo maiores que 10% em peso estabilizam a fase f. Em contrapartida, o
niébio foi estudado como elemento de liga para substituicdo das ligas do sistema Ti-Ni e foi
constatado que em concentracdes de até 15% em massa de Nb, as ligas apresentavam fase o’,
entre 15 e 35% estabilizava-se a fase o’ e acima dessa concentragdo a fase 3 se torna dominante.
Alem de excelente biocompatibilidade e resisténcia a corroséo, o 6xido formado nas ligas Ti-
Nb agiu como um étimo suporte para adesdo e proliferacdo celular sem nenhuma resposta
indesejada (CHELARIU et al., 2014; YILMAZ et al., 2018).

Existem poucos estudos na literatura sobre atividade biologica das ligas B-Ti contendo
Mo e/ou Nb em vérias propor¢des ou em adicédo a outros elementos ndo toxicos. Novas ligas de
titanio estdo sendo estudadas para a proxima geracao de implantes metalicos para garantir boa
compatibilidade com 0 0sso e entre elas esta sendo estudada a liga do sistema ternario Ti-Mo-
Nb (NEACSU et al., 2015). Estudos comprovam que a superficie anodizada da liga Ti-Nb
aumentou a proliferacdo de células osteoblasticas e a estrutura nanoporosa aumentou a adesédo
celular sem resposta inflamatéria indesejada (JIRKA et al., 2013; MARTINS JUNIOR et al.,
2011; WANG; ZHENG, 2009; XU et al., 2013). Ainda, estudos da liga Ti-Mo concluiram que
a liga apresenta boa biocompatibilidade em relacéo a citotoxicidade e resposta favoravel in vivo
a curto prazo.

As ligas do sistema ternario Ti-Mo-Nb foram estudadas por Xu et al. (2008) quanto as
suas propriedades mecanicas e microestrutura das ligas TilOMo3Nb, TilOMo7Nb e
TilOMo8Nb (TMN). Todas as ligas apresentaram graos equiaxiais da fase f em uma matriz o,
ocorrendo um aumento da fase B com o aumento do teor de nidbio. Pode-se observar a
microestrutura obtida a partir da técnica de microscopia Optica da liga TMN na Figura 7.
Estudos in vitro de Neacsu et al. (2015) constataram que a liga ternaria Ti-Mo-Nb apresenta
boa biocompatibilidade e ndo impactam negativamente na adesdo, morfologia, taxa de
proliferacdo e potencial de diferenciacdo das celulas osteoblasticas quando comparada ao
material de referéncia (Ti comercialmente puro). Desta forma, esta liga € inovadora para

regeneracdo 6ssea.
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Figura 7 - Micrografia optica da liga Til0Mo8NDb, apresentando fase f3.

Fonte: Chelariu et al. (2014).

2.3 MODIFICACAO DE SUPERFICIE — OXIDACAO ANODICA

A oxidacdo anodica, também chamada de anodizacdo, é uma técnica simples de
modificacdo da superficie (KHUDHAIR et al., 2016; WEBSTER; EJIOFOR, 2004). Embora o
primeiro relato sobre anodizacdo no Ti tenha sido em 1984 (ASSEFPOUR-DEZFULY:;
VLACHOS; ANDREWS, 1984), tais estruturas foram depois evidenciadas em 1999 por
Zwilling et al. (1999) (KHUDHAIR et al., 2016; V. ZWILLING A. BOUTRY-FORVEILLE,
D. DAVID, M. Y. PERRIN, M. AUCOUTURIER, 1999). A anodizacdo é geralmente utilizada
porque tem baixo custo e facil aplicagdo, além de auxiliar no crescimento uniforme da camada
de TiO2 na superficie da liga de titanio (INDIRA et al., 2015) e garantir o controle das
nanoestruturas (KULKARNI et al., 2016). A anodizagdo &€ um processo eletroquimico
conduzido no metal para produzir uma camada de 6xido do metal na superficie. O processo é
realizado em uma célula eletroquimica que consiste em dois eletrodos, o eletrodo de trabalho
(anodo) e o contra eletrodo (catodo), conforme esquematizado na Figura 8. O metal é
empregado como anodo e o processo de oxidacédo inicia quando uma tensdo externa é aplicada
entre os eletrodos no eletrdlito. A oxidacdo anddica é aplicada a tensdo ou corrente constante.
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Conforme a camada de 6xido se forma, funciona como uma barreira para isolar a superficie do
metal do eletrodo. De maneira a obter dissolu¢do homogénea, ndo deve-se mudar a temperatura
durante o processo (KHUDHAIR et al., 2016).

Figura 8 - Desenho esquematico da célula de anodizacao do Ti.

Tensao aplicada

fﬂ N
Eletrodo

(catodo)

=] N ——

Ti (anodo)

g Eletrolito
e

Fonte: Adaptado de Khundhair et al. (2016).

Os nanotubos de titanio anodizados (TNTs) possuem potencial para aplicacdes
biomédicas, aumentam a adesdo das celulas osteoblasticas e possuem fungdes desejaveis na
proliferacdo, adesdo e mineralizacdo das células (KHUDHAIR et al., 2016; WEBSTER,;
EJIOFOR, 2004). Conforme Tan et al. (2012), os nanotubos de TiO2 favorecem os osteoblastos
guanto a adesdo celular, proliferacdo e diferenciacdo. A alta area de superficie dos nanotubos
anodizados aumenta o crescimento da hidroxiapatita e influenciam o comportamento celular
para estimular a integracdo 0ssea. Os implantes de titanio com nanotubos de TiO,aumentam as
forcas de ligacdo do osso (BJURSTEN et al., 2010) e aumentam a bioatividade quando em
contato com o tecido vivo (MINAGAR et al., 2012).

A morfologia das nanoestruturas, a geometria, o formato (PEIGHAMBARDOUST;
NASIRPOURI, 2013) e a rugosidade da superficie do material sdo propriedades de grande
preocupacao para a efetividade do material em um implante (LI et al., 2018). Os pardmetros de

anodizacdo, tais como tempo, temperatura, corrente aplicada, tensdo e concentracao eletrolitica
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podem ser facilmente controlados para obtencdo dos nanotubos com as propriedades desejadas
(KULKARNI et al., 2016; MINAGAR et al., 2012).

A presenca dos ions fluoreto no eletrolito é necessaria para a obtencdo de estrutura porosa
no titanio e suas ligas (HARING; MORRIS; HU, 2012). Na maioria das vezes, os eletrolitos
utilizados séo organicos e baseados em glicerol ou etilenoglicol (ELSANOUSI et al., 2008) e
isso se deve ao fato de que eletrélitos organicos geram maior area de superficie e crescimento
mais uniforme com ordenamento hexagonal. De acordo com Zwilling et al. (1999), dependendo
do substrato metalico e das condicbes da anodizacao, os filmes dxidos formados podem exibir
uma estrutura compacta ou porosa. A formagdo de Oxidos porosos € considerada uma
preparacdo da superficie importante para melhorar o comportamento dos metais, tais como das
ligas de titénio. A estrutura porosa melhora o processo de osseointegragéo, de acordo com 0s
estudos de Fadl-Allah et al. (2013), porque favorece a cicatrizagdo do 0sso na superficie da liga.

Estudos anteriores relatam que o tratamento térmico aumenta a cristalinidade e reduz a
concentracdo de fluor na superficie; além de aumentar a condutividade dos nanotubos,
reduzindo os defeitos estruturais (INDIRA et al., 2012).

De acordo com Khudhair et al. (2016) e Crowford e Chawla (2009), conforme os
parametros de anodizacgéo e os eletrdlitos, € possivel ocorrer as seguintes reacdes na célula de
anodizacdo (Figura 9):

- Dissolucdo do metal e formacéo de ions metalicos que séo dissolvidos na solucéo;

- Interacdo dos ions metalicos formados por ions oxigénio fornecidos pelas moléculas de
agua do eletrolito para formar éxido metalico;

- Formacéo de camada densa de 6xido metéalico (I1);

- Formacéo de uma camada porosa de 6xido de metal como resultado de uma competicéo
entre a formacdo do Oxido e as reacdes de dissolucdo do Oxido em condicbes especificas
(estagio I11);

- Nanoporos continuam crescendo dentro da camada, no qual hd uma transicdo de
nanoporos para nanotubos (estagio Il para 1V);

- Completa dissolucdo da camada porosa e da camada compacta, originando a formacao

de nanotubos de 6xido metalico altamente ordenados (estagio V).
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Figura 9 — Processo de anodizacéo e possiveis morfologias anddicas: 1) Superficie metalica;
I1) Formacdo de éxidos anddicos compactos; I11) Nanotubos e nanoporos; 1V) Formacao
desorganizada de nanotubos; V) Camadas ordenadas de nanotubos.

Catodo Anodo

~ """ Nanoporos Nanotubos

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ AAAAAANANNNIS

Fonte: Adaptado de Roy, Berger e Schmuki (2011).

Dentre os parametros de anodizacéo, o eletrélito pode ser aquoso ou organico. Segundo
Regonini et al. (2013), os eletrdlitos aquosos sdo meios mais agressivos, resultando em camadas
de filme fino mais espessas em relacdo aos eletrolitos organicos que ocorrem mais lentamente.
Isso influencia também na tensdo utilizada, sendo que em meios aquosos a tensdo varia de 5 a
30 V e em meios organicos varia de 5 a 60 V. Normalmente a anodizacdo € realizada a
temperatura ambiente, que é mais favoravel ao crescimento dos nanotubos. Em seus estudos,
observaram que para eletrolitos aquosos, solucdes abaixo de 2°C inibiam o crescimento destas
estruturas, e que em eletrolitos organicos o crescimento ndo é favoravel acima de 40°C.

De acordo com Li et al. (2018) e Khundair et al. (2016), para o titanio, as principais

reacdes que ocorrem durante a oxidacdo anddica sao:
- na interface Ti/ TiO2:

TiesTi*" +2e™. (1)

- na interface TiO-/ eletrélito:
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2H,020" + 4H" )
2H,0e20, + 4H + de. 3)

- em ambas as superficies:
Ti*" + 20> <Tio, + 2e. 4)

2.4 OXIDO DE FERRO
2.4.1 Hematita

A hematita (Fe,O3) pertence ao grupo mineral de oxidos de ferro (JOYA; BARON-
JAIMEZ; BARBA-ORTEGA, 2013). Existem trés polimorfos comuns dos 0xidos de ferro:
hematita, magnetita e maghemita (DAVAR; HADADZADEH; ALAEDINI, 2016), sendo a
hematita o 0xido de ferro mais estavel a temperatura ambiente (DAVAR; HADADZADEH,;
ALAEDINI, 2016; REHMAN et al., 2017; SADOWSKA; ADAMCZYK; NATTICH-RAK,
2017) e o semicondutor menos prejudicial ao meio ambiente (RAJENDRAN et al., 2017;
RUFUS; SREEJU; PHILIP, 2019).

A hematita possui estrutura hexagonal (JOYA; BARON-JAIMEZ; BARBA-ORTEGA,
2013), no qual dois tercos dos sitios octaédricos sdo ocupados pelos ions de Fe** (DAVAR;
HADADZADEH; ALAEDINI, 2016). Em outras palavras, o oxigénio ocupa 0s sitios
hexagonais e o ferro esta situado apenas nos octaédricos (CHIRITA; GROZESCU, 2008). Ela
possui estabilidade quimica, baixo custo, € abundante na natureza, é ndo toxica (REHMAN et
al., 2017) e possui comportamento paramagnético (CESAR et al.,, 2006; DAVAR;
HADADZADEH; ALAEDINI, 2016; JOYA; BARON-JAIMEZ; BARBA-ORTEGA, 2013).

E utilizada como pigmento vermelho (FELDMANN, 2001), separacdo de células e
hipertemia magnética induzida para células cancerigenas (CHIRITA; GROZESCU, 2008),
catalisadores (BELL, 2003), entrega de medicamentos (CHIRITA; GROZESCU, 2008; LU;
TSAI, 2014), eletrodos, sensores de gas, materiais magnéticos, fotocatalisadores, engenharia de
reparo de tecidos e tintas de protecdo anticorrosivas (CESAR et al., 2006; DAVAR,;
HADADZADEH; ALAEDINI, 2016; MOHAPATRA; BANERJEE; MISRA, 2008;
REHMAN et al., 2017; RUFUS; SREEJU; PHILIP, 2019; WU; WANG, 2011).



38

O ferro é um dos nutrientes essenciais de todos 0s micro-organismos e atua como um
cofator para diversas enzimas, € parte de citocromos e é requerido em processos metabdlicos,
incluindo a respiracao, sintese de DNA, transporte fotossintético, fixacdo do nitrogénio e sintese
de nitrato (RAJENDRAN et al., 2017).

Segundo Lewis et al. (2016) e Mahmoudi et al. (2011), a hematita com tamanho inferior
a 100 nm, com grande area de superficie e estabilidade quimica, possui grande potencial em
aplicacdes biomédicas. Estudos sobre a citotoxicidade do 6xido de ferro em células do cérebro,
demonstram que a incubacdo com esses Oxidos metalicos em nanoescala, a concentracfes
fisiologicas, de fato ndo induzem toxicidade celular nem reacOes inflamatérias na célula
(LEWIS et al., 2016; SADOWSKA; ADAMCZYK; NATTICH-RAK, 2017).

Nos anos recentes, muita pesquisa tem sido dedicada a fabricacdo de materiais
nanoestruturados de Fe»Oz de maneira a melhorar sua performance nas mais diversas
aplicacBes. Tais nanoestruturas possuem diferentes morfologias, como nanoparticulas,
nanofios, nanotubos e em forma de filmes (MOHAPATRA; BANERJEE; MISRA, 2008;
RUFUS; SREEJU; PHILIP, 2019). Nanoparticulas de hematita, com suas propriedades
especificas, podem ser utilizadas em diversas aplicacfes biomédicas, tais como: entrega de
medicamentos, agente de contraste em exames de ressonancia magnética, separacdo de celulas
e reparo de tecido vivo (RUFUS; SREEJU; PHILIP, 2019).

De maneira a estabilizar as nanoparticulas de Oxido de ferro, séo utilizados
estabilizadores, tais como surfactante ou um polimero, pois aderem a superficie. Ainda, deve-
se observar o tempo de preparacdo para prevenir que as nanoparticulas fiquem aglomeradas
(ABDOLLAH; FERESHTEH; NAZANIN, 2017).

2.4.2 Método dos precursores poliméricos (método Pechini)

O método dos precursores poliméricos é também conhecido como método Pechini pois
foi originalmente desenvolvido por Maggio Pechini em 1967 (PECHINI, 1967). O processo
Pechini tem sido utilizado para a preparacdo de nano ou sub-micro particulas em uma variedade
de 6xidos de metal utilizando sais inorganicos como precursores, acido citrico (AC) ou acido
tartérico (AT) como agente quelante e etilenoglicol (EG) ou polietilenoglicol (PEG) como
agente de ligagio cruzada (CESAR et al., 2006; MENDEZ et al., 2010).

O principio do processo de Pechini é baseado na habilidade de acidos polibasicos fracos
em quelar os ions metalicos. Os quelatos podem ser submetidos a poliesterificagdo com alcool

de polihidroxila para formar uma resina de polimero sélido com uma distribuicdo homogénea
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de cations em nivel molecular (ORTEGA et al., 2014). A alta ramificacdo dos polimeros pode
reduzir a mobilidade do cétion durante o tratamento térmico, entdo o produto com uma boa
dispersdo pode ser preparado (CESAR et al., 2006).

O processo Pechini € baseado na quelacdo dos cations pelo acido organico, por exemplo
0 &cido citrico (AC), e na poliesterificacdo entre o &cido e o etilenoglicol (EG), que leva a
formacédo de uma resina policatidnica (ORTEGA et al., 2014; PAILHE et al., 2008). Assim, é
um método de polimerizacdo de orgénicos in situ que visa reduzir as individualidades dos
diferentes ions metalicos (RIBEIRO et al., 2010). O objetivo da rede polimérica organica
produzida pela esterificagio € reduzir qualquer segregagdo dos cations (MENDEZ et al., 2010;
MIRZAEI et al., 2016).

De maneira a melhorar a performance dos pos, métodos quimicos como Pechini (método
dos precursores poliméricos) tém sido investigados, de acordo com Ribeiro et al. (2010). De
fato, essas rotas de baixa temperatura permitem o controle na morfologia, tamanho de grdo e
formato, que podem impactar na coloracio do p6 (PAILHE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010).
Além disso, outras vantagens do processo Pechini séo controle estequiometrico e baixo custo
(CESAR et al., 2006; ORTEGA et al., 2014). Tal metodo permite mistura dos constituintes em
escala molecular, levando a uma boa homogeneidade quimica, um aumento na relacdo da
reacdo e um decréscimo na temperatura de cristalizacdo (MENDEZ et al., 2010). De acordo
com Ortega et al. (2014), o processo Pechini ainda apresenta vantagens como possibilidade de
trabalhar com solugdes aquosas, é livre de contaminacdo e sem necessidade de controle

atmosférico.

2.4.3 Incorporacao de 6xido de ferro

Monocamadas ou multicamadas (filmes) de particulas em substratos sélidos possuem
uma ampla gama de aplicacbes em catalises, sensores de umidade e de gases, revestimentos
bactericidas, entre outras (KO et al., 2011). Existem diversos processos e tecnologias para
produzir monocamadas e multicamadas na superficie partindo de suspensdes de particulas,
dentre eles, os mais eficientes para preparacdo de filmes altamente ordenados e empacotados
sdo0: método spin coating, dip coating e deposicao por spray (ADAMCZYK et al., 2013).

Os materiais podem ser revestidos por imerséo ou spin coating. No primeiro, 0 material
é imerso na solucdo e é retirado apds certo periodo de tempo, em condi¢cdes ambientes. A
espessura do filme formado depende da solugéo e de sua viscosidade. A atmosfera controla a

evaporacdo do solvente, seguida de desestabilizacdo da solugdo, gelagdo do processo e
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formac&o do filme. Por outro lado, na segunda técnica, o material gira em torno de um eixo que
é perpendicular a area na qual serd formado o filme (GEETHA et al., 2009).

A técnica de spin coating é um método simples que oferece vantagens como baixo custo,
controle na espessura do filme, reprodutibilidade do processo e a habilidade de promover
revestimentos altamente uniformes (JIANG; MCFARLAND, 2004).

De acordo com Adamczyk et al. (2013), a deposi¢cdo de particulas é frequentemente
considerada como um processo de trés estagios:

a) Transferéncia de particulas do bulk da suspensdo a distancias macroscopicas até a

vizinhanca da superficie limitrofe;

b) Transferéncia de particulas por meio do filme (camada limitrofe) adjacente a

superficie;

c) Formacdo de um contato intimo com a interface ou com particulas depositadas

previamente, conduzindo a fixa¢do e a formacao de mono ou multicamadas.

2.5 FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE DA LIGA

A superficie da liga pode ser modificada por meio da criacdo de camadas atdmicas de
polimero, metal ou superficies Oxidas, adequadas para posterior funcionalizacdo pela ligacdo
de moléculas bioativas (GUPTA; GUPTA, 2005). Analisando os tipos de ligacdo na interface
do 6xido de metal e o grupo funcional podem ajudar no desenvolvimento de materiais
funcionais melhorados (TRINO et al., 2018).

Funcionalizacdo da superficie € um método de modificacdo de superficie que tem sido
desenvolvido para aumentar a efetividade de superficies bactericidas. Este método envolve a
introducdo de revestimento com cadeia longa, hidrofobica, carregada positivamente, tal como
alcanos, polietilenos e aminos (HASAN; CRAWFORD; IVANOVA, 2013). Estudos
comprovaram que as superficies tratadas com polimero aumentam a adesdo do biomaterial,
sendo que normalmente a tenséo de adesao de nanotubos de Ti é igual a 1,4 MPa e foi obtido o
valor de 4,4 MPa com o tratamento de superficie (J. FOJT, V. FILIP, 2015).

As propriedades funcionais dos filmes finos podem ser melhoradas por meio de
modificacdes de superficie para se adequar a diversas aplicacdes. Nos Ultimos anos, tém
crescido o interesse na formacdo de superficies Oxidas quimicamente modificadas por
funcionalidades organicas (LUNIN et al., 2019). A superficie com o 6xido facilita a forte adesédo
dos grupos funcionais reativos (-SH, -COOH, -NHz), produzindo superficies com grande
estabilidade e funcionalidade (HUYNH; ZHENG, 2013).
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As moléculas orgénicas tém a tendéncia de serem adsorvidas na superficie do diéxido de
titanio por meio de ligacdo covalente ou fississorgédo. A presenca de grupos hidroxila (-OH) na
superficie, em condic6es ambiente, leva a formacédo de interacdes covalentes entre 0 —OH e um
grupo funcional especifico das moléculas organicas por meio de reac¢des de condensacdo. A
interacdo covalente entre o substrato e as porc¢des organicas dependem das condi¢des de reagéo
e do tipo de grupo funcional presente no composto organico.

De acordo com Gupta et al. (2005), a modificacdo na superficie por meio de grupos
funcionais pode ser classificada em sintética e natural. Os polimeros baseados em
polietilenoglicol (PEG), é&cido 3-4(aminofenil)propidnico (APPA) e 4&cido 3-
mercaptopropidnico (MPA) sdo exemplos tipicos de sistemas sintéticos. No caso dos sistemas
naturais, incluem o uso de gelatinas, quitosana e dextrano.

Conforme estudos de Trino et al. (2018), a ligacdo das moléculas de é&cido 3-
4(aminofenil)propidnico (APPA) e acido 3-mercaptopropiénico (MPA) na superficie do
dioxido de titdnio pode ocorrer por meio das fronteiras dos gréos devido a maior energia de
superficie nessas regides. Geralmente, as moléculas orgénicas que irdo interagir com o dioxido
de titanio possuem dois grupos funcionais. O grupo funcional com maior afinidade para o
substrato, o grupo principal, interage covalentemente com os grupos —OH da superficie. O outro
grupo funcional terminal estara livre para interagir com outras moléculas na superficie, tais
como peptideos ou proteinas que sdo Uteis em bioaplicagdes. Ainda, o grupo terminal sera
adicionalmente responsavel pelas caracteristicas da superficie organica, que irdo definir as
propriedades de superficie.

Existem duas maneiras normalmente utilizadas para funcionalizacdo da superficie: a
deposicdo de multicamadas ou a ligacao entre monocamadas (GAO; TEPLYAKOV, 2017). As
monocamadas resultam em camadas ordenadas, orientadas e empacotadas de moléculas
organicas formadas na superficie pelo equilibrio da estrutura com minima energia livre na
superficie. Multicamadas sdo camadas desordenadas devido ao crescimento descontrolado
originado das reacGes e interacdes rapidas. As monocamadas promovem um alto nivel de
controle em composicdo a nivel molecular. Entretanto, o grau de ordenacdo nesse sistema é
altamente determinado pelo comprimento da rede alcana. Além disso, existem diversos
parametros que podem influenciar a formacéo preferencial de uma camada simples ou multi,
tais como: tempo de deposicdo, mecanismos de adsorcéo e arquiteturas moleculares (TRINO et
al., 2018).

Monocamadas organicas sdo funcionalizadas na superficie de TiO. principalmente

devido a: mudar a molhabilidade da superficie, modificar a biocompatibilidade, obter sensores
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quimicos ou bioquimicos ou anexar um sistema de injecdo eletronica (ROY; BERGER,;
SCHMUKI, 2011).

Nesse trabalho, foi estudada a sintese de dxido de ferro e a sua incorporagéo na superficie
da liga de TilOMo8Nb anodizada, formando um filme na superficie da amostra. O filme foi
modificado com grupos bifuncionais, de maneira a formar materiais funcionais hibridos. As
moléculas utilizadas foram APPA e MPA e suas ligaces podem ser observadas na Figura 10.
Conforme estudos de Trino et al. (2018), a molécula APPA liga-se a superficie da amostra
preferencialmente por grupos -COOH, de maneira mono ou bidentada, formando monocamadas
ou multicamadas. Ainda, concluiram que a adesdo das moléculas MPA ocorrem em geral pelo

grupo mercapto que também podem formar monocamadas ou multicamadas .

Figura 10 — Possivel modelo esquematico da ligacdo de moléculas bifuncionais:
a) APPA e b) MPA.

a) APPA b) MPA

NH NHz

\ \ 0 0
\\/—OH \\/—OH
/ /
AL -,
Ti020 = i TiO, ! '

Fonte: Adaptado de Trino et al. (2018).
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2.6 ANALISE DA ADESAOQO DE BACTERIA

InfeccBes devido as bactérias tém sempre sido um problema para implantes metalicos
desde que introduzem um material estranho dentro do corpo humano. H& sempre um risco para
o implante resultar em colonizacao de bactérias e infeccdo, que, portanto, seria um dano a salde
do paciente. A colbnia de bactérias em tecidos locais € um sério problema e, assim, a
modificacdo de superficie no implante do metal tém sido de grande valia as pesquisas médicas
(A. GHAVAMINEJAD, L. AGUILAR, R. AMBADE, S. LEE, C. PARK, 2015).

De acordo com Alves Claro et al. (2018), a rugosidade da superficie do biomaterial é
benéfica para a osseointegracdo e ancoragem do osso em implantes (MINAGAR et al., 2013).
Entretanto, pode induzir ades&@o bacteriana na superficie, sendo que as bactérias podem formar
um biofilme que age como intermediario fornecendo nutrientes as bactérias (HASAN;
CRAWFORD; IVANOVA, 2013). Estudos recentes relacionados a modificacdo de superficie
em ligas apresentaram melhora na adesdo celular quando comparada a outras técnicas de
incorporacdo de nanoparticulas bactericidas (ZHONG et al., 2014).

A infeccdo associada ao biomaterial (BAI — Biomaterial-associated infection) pode ser
desenvolvida a partir da contaminacdo bacteriana da superficie do implante durante a
implantacdo, imediatamente apds a cirurgia e durante a hospitalizacdo ou pelo espalhamento de
bactérias oriundas de infeccdes de outras partes do corpo humano, de acordo com Gristina
(1987). De maneira geral, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus sdo 0s
patdgenos mais frequentemente isolados em superficies de implantes infectados. Em
aproximadamente 50% das infec¢des associadas a cateters, juntas artificiais e valvulas cardiacas
sdo causadas pela S. epidermidis, enquanto S. aureus € detectada em aproximadamente 23%
das infeccBes associadas a proteses (KHALIL et al., 2007).

A bactéria envolvida no BAI frequentemente se protege contra antibioticos e do sistema
imune do hospedeiro produzindo uma matriz que se incorpora nos organismos e é impenetravel
para a maioria dos antibioticos e células imunes. Particulas com didmetros inferiores a 100 nm
sdo consideradas nanoparticulas e, como resultado, propriedades tais como area de superficie,
reatividade quimica e atividade biologica alteram drasticamente. Essas caracteristicas permitem
a interacdo das nanoparticulas com as membranas microbianas, prejudicam sua estrutura e
inativam as bactérias (MORONES et al., 2005).

Nanoparticulas de éxidos metalicos sdo adequadas como agentes bactericidas, pois
podem ser preparados com alta area de superficie e morfologia cristalina com vértices e cantos,

além de outros locais potencialmente reativos (STOIMENOV et al., 2002).
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Os motivos citados anteriormente juntamente com uma maior expectativa de vida da
populagdo, aumenta o interesse em pesquisas sobre materiais que possam substituir alguma
deficiéncia de organismos vivos (CHEN; THOUAS, 2015). As aplicacfes biomédicas mais
relevantes para as ligas de titanio podem ser direcionadas para diminuir as doencas relacionadas
ao envelhecimento da populagéo, o qual s&o caracterizados por dor, incbmodo e deficiéncias
(GUPTA; GUPTA, 2005). Assim, é crescente o numero de estudos que procuram melhorar as
propriedades de superficie dos biomateriais, principalmente aqueles com a funcéo de substituir
ou reparar tecidos 0sseos.

Aliando as caracteristicas da liga TilOMo8Nb anodizada com as propriedades descritas
do 6xido de ferro, espera-se potencializar o crescimento 6sseo e combinar as técnicas ja
existentes na literatura. Ainda, visando aumentar a adesdo celular, a superficie da liga foi
funcionalizada com o éacido 3- 4(aminofenil)propiénico (APPA) e com o acido 3-
mercaptopropionico (MPA). O desenvolvimento bem-sucedido nesta area ajudara o

crescimento na inddstria biomédica assim como na melhora da qualidade de vida da populacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Propor método de incorporacdo de 6xido de ferro na superficie da liga TilOMo8Nb
modificada por oxidacdo anddica, visando o aumento da osseointegragdo em materiais para

aplicacdo biomédica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Anodizar a superficie da liga TMN, de maneira a obter camada nanoporosa;

b) Sintetizar o 6xido de ferro usando o método dos precursores poliméricos (Pechini) e
verificar 0 método mais adequado para incorpora-la na superficie da liga TMN
anodizada, seja por imersdo ou por spin coating;

c) Funcionalizar a superficie das amostras, objetivando aumentar adesao da liga;

d) Realizar a analise bioldgica das amostras para verificar a viabilidade na aplicacao

como biomaterial.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LIGA TilOMo8Nb

4.1.1 Processamento da liga e obtencéo das amostras

O processamento da liga foi realizado na Faculdade de Engenharia de Guaratingueta —
UNESP e Escola de Engenharia de Lorena — USP. Os lingotes da liga TilOMo8Nb foram
obtidos a partir da fusdo de metais comercialmente puros: titanio (grau 2, de acordo com a
norma ASTM 6706), molibdénio (99,99%) e nidbio (99,9%). As chapas destes metais foram
cortadas, com o auxilio de uma guilhotina, em pedacos de aproximadamente 1,0 cm (Figura
11), os quais foram limpos quimicamente por decapagem por imersdo em uma solucéo
composta por HF (48%) e HNOs, na proporcéo 1:3, durante 15 s. A limpeza quimica € realizada
para remocdo de impurezas da superficie, como 6xidos e residuos do processamento. Apos a

limpeza quimica, os metais foram enxaguados e secos.

Figura 11 — Metais utilizados para preparo da liga: (a) titanio, (b) molibdénio e (c) nidbio.

prp——
Fonte: ~Carobolante (2017).

Os metais foram pesados, em balanca analitica, conforme a propor¢édo: 82% Ti, 10% Mo

e 8% Nb, em massa. S&o necessarios 3 botBes de 25 g para formar um lingote e cada lingote

gera aproximadamente 45 amostras de 3 mm de espessura. Os célculos realizados para pesar

cada metal foram:

25 g (1 botdo) ------------=-=-mnmmmmmmee- -- 100% total
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MASSA T ==mmmmm e e e e 82%
MASSA MO === e e e 10%
MASSA N === 8%

Entdo, para cada botéo de 25 g foram utilizados 20,5 g de Ti, 2,5 g de Mo e 2,0 g de Nb.
Para obtencdo da liga foi utilizado um forno a arco voltaico (Figura 12), com eletrodo de
tungsténio e cadinho de cobre refrigerado a 4gua e atmosfera inerte (gas argonio, pressdo a 1
atm). O forno deve atingir temperatura suficiente para fundir o titanio, o molibdénio e o niébio
e ndo deve alcancar a temperatura de fusdo do tungsténio, ou seja, deve atingir no minimo
2610°C e no maximo 3410°C. O tempo dentro do forno € de aproximadamente 60 s. Para evitar

a oxidacéo da liga, foi realizado o processo de purga, por pelo menos cinco vezes.

Figura 12 — Forno a arco voltaico utilizado para a obtencdo da liga Ti1lOMo8Nb.

r
(S

Fonte: Autoria propria (2019).

A fusdo de cada lingote ocorreu em quatro etapas. Durante as trés primeiras, foram
obtidos trés botbes de 25 g, e na quarta etapa, os trés botdes foram unidos formando o lingote.
Para garantir que ndo houvesse inclusdes, cada botao foi refundido pelo menos 10 vezes.

Aplbs a fusdo, os lingotes foram tratados termicamente em um forno tubular com
atmosfera inerte. O primeiro tratamento realizado foi a homogeneizacdo, com o objetivo de
garantir a mesma composicdo em toda a extensdo do lingote. A amostra foi inserida no forno

em um cadinho de alumina e, em seguida, por meio do processo de purga, com gas argonio, foi
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realizado o vacuo no interior no tubo. O material foi aquecido até 1000°C, com uma taxa de
aquecimento de 16,5°C/min, mantido nessa temperatura durante 1440 min (24h) e o
resfriamento ocorreu lentamente, dentro do forno. O segundo tratamento utilizado foi a
solubilizacdo, para estabilizar a fase beta. O lingote foi aquecido até 950°C, a taxa de
aquecimento de 16,5°C/min sob vacuo e mantido nesta temperatura por 60 min, seguido de
resfriamento rapido, em agua com gelo. Apos os tratamentos térmicos, o lingote foi forjado a
frio em prensa rotativa (DEMAR, EEL-USP), com o objetivo de se obter um formato regular
com diametro de aproximadamente 10 mm. Em seguida, a barra foi limpa, com agua, sabdo
neutro e acetona e, novamente, realizado o tratamento térmico de solubilizacdo, para garantir a
presenca da fase B. As barras de TilOMo8Nb foram cortadas em discos diamantados com
espessura de 3 mm, utilizando o equipamento da Buehler, modelo ISOMET 4000.

4.1.2 Preparacédo do substrato e oxidacéo anodica

Os discos da liga TMN foram lixados com lixas abrasivas de granulacdo 100, 220, 320,
400, 600, 1000 e 1200. Posteriormente, foram lavadas com agua destilada e banho ultrassdnico
com agua deionizada por 10 min.

As amostras foram submetidas a oxidacdo anddica de acordo com estudos anteriores
(CAROBOLANTE, 2017), com os seguintes parametros: tensdo 20 V (200 mV/s) por 180 min
(3h), aumentando a tensdo 1 V/10s, corrente zero e eletrolito formado por 1:1 (glicerol: agua)
e 2,7 g (0,27% m/v) de fluoreto de amonio dissolvido em 1L de agua. Os parametros
empregados na oxidacdo anddica foram definidos previamente (CAROBOLANTE, 2017) e
encontram-se na Tabela 1. O eletrdlito utilizado é formado por glicerol, NHsF e H20. As
amostras foram levadas para a célula e conectadas a uma fonte de alimentacdo (anodo) e uma
rede de platina (catodo, Figura 13). Apds o término da anodizacgdo, as amostras foram lavadas

com agua destilada, levadas ao ultrassom por 5 s em agua destilada e secas naturalmente.

Tabela 1 - Pardmetros empregados na anodizacao da liga Ti1lOMo8Nb.

Parametros de Anodizacéo

Liga Tensdo (V) Tempo (h)

Eletrélito (1L)

500 mL glicerol, 500
TilOMo8Nb 20 3 ml H20 destilada e
2,79 NH4F

Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 13 — a) Célula empregada na anodizacdo das amostras e b) Esquema da célula com a
fonte.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Apo6s, um grupo de amostras que foi utilizado como controle foi calcinado em um forno
tipo mufla, a uma temperatura de 450°C, com uma taxa de aquecimento de 5°C/min, por 60
min (1h) para converter a fase amorfa do TiO2 em fase cristalina (anatase). O resfriamento
ocorreu lentamente dentro do forno. Por fim, as amostras calcinadas e as amostras apenas
anodizadas foram mantidas no dessecador, sob pressdo de -400 mmHg até 0 momento das

analises.

4.2 OXIDO DE FERRO

4.2.1 Sintese do 6xido de ferro

O oxido de ferro foi sintetizado pelo método dos precursores poliméricos (método
Pechini). Os reagentes utilizados foram citrato de aménio e ferro Il (CsH11FeNOy), acido
citrico (CeHgO7) e etilenoglicol (C2HeO2), seguindo uma relacdo molar de 1, 4 e 16,
respectivamente (CILENSE et al., 2003). Os célculos realizados na pesagem dos reagentes

estdo descritos no Apéndice.
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Figura 14 — a) Solug&o no agitador magnético e b) Solugdo com viscosidade desejada.

Fonte: Autoria prépria (2019).

A solucdo aquosa do citrato foi preparada dissolvendo o acido citrico em um minimo
volume de agua deionizada. Entdo, o sal catiénico (citrato de aménio e ferro I11) foi adicionado
em proporcdo estequiométrica a solucdo acida e mantida no agitador magnético por 10 min, a
uma temperatura de 80°C. A relagdo molar utilizada foi de 1 mol de citrato de amdnio e ferro
I11 para 4 mol de &cido citrico para 16 mol de etilenoglicol. Apos a dissolucdo completa dos
sais metalicos, o etilenoglicol foi adicionado, permanecendo no agitador magnético por mais
10 min, a mesma temperatura (Figura 14a).

O é&cido citrico complexa os ions metalicos e a polimerizacdo foi promovida pelo
etilenoglicol por meio da remocéo de 4gua com aquecimento no agitador magnético (ORTEGA
et al., 2014). A solucéo foi aquecida a 80°C no agitador magnético até que estivesse viscosa 0

suficiente (Figura 14b), mudou a coloragéo e tornou-se uma resina.

4.2.2 Andlise do comportamento reoldgico da resina polimérica

Para verificar a viscosidade da resina, utilizou-se o viscosimetro Brookfield, modelo DV-
I1+Pro, programa Rheocalc V3.1-1 (Figura 15), o qual esta acoplado a um computador 486 e ao
programa Rheowin. Uma quantidade da resina polimerica é colocada dentro de um copo, na

qual se coloca um spindle (agitador que movimenta a resina). Para a realizacdo das medidas
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utilizou-se o spindle SC4 - 27 e trabalhou-se com uma velocidade de 150 rpm a temperatura

ambiente.

Figura 15 — Equipamento utilizado para verificar a viscosidade da resina polimérica -
viscosimetro Brookfield/ DV-11+Pro.

Fonte: Autoria prépria (2019).

A viscosidade é a principal propriedade reoldgica de um fluido porque quantifica a friccdo
interna do mesmo. Quanto maior a friccdo interna, maior serd a energia requerida para
movimentar uma camada do fluido em relacdo a outra, resultando em maior dissipacdo de
energia (RAMESH et al., 2011). A andlise da viscosidade da resina polimérica que sera

utilizada no método spin coating é importante para evitar trincas no filme fino.

4.2.3 Obtencéo do pé ceramico (6xido de ferro)

A mistura viscosa foi termicamente tratada de maneira a obter-se a esponja (puff), a uma
temperatura de 300°C, a uma taxa de aquecimento de 3°C/min e um patamar de 4 h (Tabela 2).

O resfriamento foi lento, dentro do forno tipo mufla.
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Com o objetivo de verificar qual a melhor temperatura de cristalizacdo do puff, no qual
ha formacdo de fase pura de hematita, realizou-se a analise termogravimétrica (TG). A
termogravimetria consiste em medir a variacdo de massa da amostra em funcdo da temperatura,
a uma taxa constante de aquecimento, permitindo acompanhar o comportamento térmico das
amostras por reagdes que envolvam variagdo de massa. Os resultados séo apresentados pela
curva termogravimétrica (TG), que pode auxiliar nas conclusdes sobre a composicdo dos
residuos (SIMOES et al., 2005). A analise de TG foi realizada na UNESP/FEG, com 0
equipamento SII Nanotechnology — Seiko Model TG/DTA 6200. A taxa de aquecimento
utilizada foi de 5°/min, em ar sintético, com temperatura de 30 a 1000°C, massa da amostra de
10 mg, fluxo de nitrogénio de 100 mL.min* e alumina como material de referéncia.
Apos analise dos resultados da termogravimetria, foram avaliadas 3 temperaturas para
obter a hematita: 500 °C, 550 °C e 600 °C. Assim, os pds foram calcinados em forno mufla e
resfriados dentro do forno, nas condi¢des da Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros de tratamento térmico dos pds ceramicos.

A Temperatura Temperatura . Taxg de
Parametros S . Tempo (min) Aquecimento
Inicial (°C) Patamar (°C) (°C/min)
Rota L: Resina Ambiente 300 £ 2 240 3
Formacao do puff
Rota 2: Puff
Eliminacédo de
compostos Ambiente 350 + 2 60 5
organicos e
formacdo de pé
ceramico
Rota 2: Puff YL
Cristalizacdo do 350 950 £2 120 5
po ceramico 600 + 2

Fonte: Autoria propria (2019).
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A Figura 16 expressa 0 esquema utilizado para obter a hematita:

Figura 16 — Fluxograma do procedimento experimental para obtencdo do éxido de ferro pelo
método dos precursores poliméricos (método Pechini).

METODO PECHINI

1 MOL CITRATO DE ( 4 MOL ACIDO 3 16 MOL
AMONIO E FERRO Il CITRICO ETILENOGLICOL

AGENTE
\QUELANTE

POLIMERIZACAO

RESINA POLIMERICA

TRATAMENTO TERMICO: 300 °C/4h M

PUFF M

CALCINACAO: 500 °C, 550 °C e 600 °C

NANOPARTICULAS DE OXIDO DE
FERRO

Fonte: Autoria prépria (2019).
4.3 INCORPORACAO DE OXIDO DE FERRO NA SUPERFICIE DA LIGA Ti1l0Mo8Nb
4.3.1 Incorporacéo do 6xido de ferro por imerséo
A técnica de imersdo foi realizada com as amostras anodizadas da liga TMN e o pé

cerdmico de hematita, sendo que a hematita foi dispersa em etanol e a amostra da liga foi imersa

na solugéo por 10 min (Figura 17). Depois, a amostra foi lavada em agua destilada.
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Figura 17 — Deposicéo por imersdo: amostras da liga experimental de TiLl0Mo8Nb imersas
em solugdo de 6xido de ferro.

Fonte: Autoria prépria (2019).

A quantidade de hematita utilizada na imersdo foi calculada a partir da concentracdo de
0,01 molar e 10 mL de solugcdo por amostra, segundo estudo depositando prata (ALVES
CLARO et al., 2018). Entdo, por exemplo a cada 5 amostras de TMN, foram utilizados 5 OmL

de etanol. Assim, a massa de hematita necessaria é:

m = concentragdo * massa molar * volume (5)
m = 0,01 mol/L * 159,69 g/mol * 0,05 L (6)
m = 0,080g (7)

Portanto, a cada 50 mL de solugéo foi utilizado 0,080 g de hematita.

ApOls a imersdo, as amostras foram tratadas a uma taxa de 3°C/min, da temperatura
ambiente até o primeiro patamar de 350°C, mantido por 60 min (1 h), seguido de aquecimento
até 500°C, em um patamar durante 120 min (2 h). As amostras foram resfriadas lentamente
dentro do forno mufla. O tratamento térmico foi realizado com o objetivo de eliminar

compostos organicos oriundos da deposi¢do por imersdo e também para calcinar a amostra,



55

sendo que a camada de dioxido de titdnio ainda estd amorfa e para a aplicacdo desejada é

necessario que seja cristalina.

4.3.2 Deposic¢éo do 6xido de ferro por spin coating

Na deposicdo via quimica pela técnica de spin coating, a solu¢do é gotejada sobre o
substrato, espalhando uniformemente a solugdo em sua superficie e formando um filme amorfo
(KO et al.,, 2011). A deposicao da solucdo foi realizada com o equipamento spin coating de
marca Laurell e modelo WS-400BZ-6NPP/LITE (Figura 18a), conectado a um compressor
Edwards/AV3 (Figura 18b), nas amostras da liga TMN e a resina formada pela técnica Pechini.

Foram avaliadas duas condicGes:

a) 5000 rpm, 3 camadas;
b) 5000 rpm, 5 camadas.

Entre as deposicdes, as amostras foram aquecidas por 5 min em uma chapa aquecedora

Marconi/ MA-038 a 150°C. E a cada repeticdo foi mantido por 60 s no spin coating.

Figura 18 — a) Equipamento do spin coating e b) Compressor.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Apos as deposicdes de Oxido de ferro na superficie da liga de TiLOMo8NDb, as amostras
foram tratadas a uma taxa de 3°C/min, da temperatura ambiente até o primeiro patamar de
350°C, mantido por 60 min (1h), seguido de aquecimento até 500°C, conforme estudo realizado
e discutido no item 5.2.1, em um patamar durante 120 min (2h). As amostras foram resfriadas

lentamente dentro do forno mufla.

4.4 DEPOSICAO DAS MOLECULAS ORGANICAS NA SUPERFICIE DA LIGA

As amostras ap0ds a incorporacgdo de 6xido de ferro na superficie da liga TiL0Mo8Nb por
meio do meétodo spin coating com 5 camadas foram funcionalizadas com duas moléculas
bifuncionais distintas: acido 3-(4-aminofenil)propiénico (APPA, Aldrich) e com o &cido 3-
mercaptopropidnico (MPA, Aldrich). A funcionalizacdo das amostras foi realizada na
Faculdade de Ciéncias da UNESP, campus de Bauru. A deposicao foi realizada pelo metodo de
imersdo (Figura 19), usando a seguinte metodologia:

a) APPA: Solucdo APPA de 2 mM foi preparada em etanol (Merck), utilizando o agitador
magnético por 5 min para dissolver a solucdo. Apds a completa dissolucdo, a solucéo foi
aquecida a 40°C e o substrato foi imerso por 5 min.

b) MPA: Solugdo aquosa de 1 mM foi preparada com MPA, ajustando o pH da solucao
com HCI (Synth, pH = 3). As amostras foram imersas por 10 min na solucdo, a temperatura

ambiente.

Figura 19 — Funcionalizacdo das amostras da liga TiLOMo8Nb anodizadas e incorporadas com
oxido de ferro por meio do método spin coating (5 camadas).

Fonte: Autoria propria (2019).
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Apbs a deposicdo das moléculas organicas, as amostras foram lavadas com &gua

deionizada e secas em condi¢gdo ambiente por uma noite.

4.5 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.5.1 Caracterizacdo da superficie da liga TMN

A morfologia da superficie das amostras foi avaliada por meio de microscopia eletronica
de varredura (MEV), usando um MEV TESCAN/ MIRA 3 do INPE em Séao José dos Campos.
As amostras analisadas foram divididas em 4 grupos: liga TMN calcinada, liga TMN com
incorporacéo de oxido de ferro, liga funcionalizada com APPA e liga funcionalizada com MPA,
sendo divididas em 2 subgrupos: deposicéo de 6xido de ferro com 3 e 5 camadas. Na amostra
da liga experimental de TMN calcinada, foi verificada a formacdo de nanoporos na superficie
da liga TMN apds anodizagdo. Nas demais amostras, observou-se as nanoparticulas de hematita
depositadas na superficie da liga e as camadas de deposicéo e funcionalizagéo.

As medidas do angulo de contato das superficies foram realizadas em um goniémetro
automatizado, DSA Kruss 100S. A molhabilidade foi investigada empregando o metodo de
gota séssil, onde uma agulha dispensa o liquido sobre a superficie e um programa de
computador determina o angulo entre a gota do liquido e a superficie. A caracteristica
hidrofilica é identificada quando o angulo € menor que 90° e a caracteristica hidrofébica quando
0 angulo é maior que 90°.

As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, com gotas de 2 pL. De maneira a
obter-se uma média dos valores do angulo de contato, trés gotas foram depositadas em regifes
diferentes da superficie da amostra e o angulo de contato foi medido em cada regido. Essas
medidas foram realizadas no Departamento de Materiais e Tecnologia, Faculdade de
Engenharia — UNESP, Campus de Guaratinguetd. As analises de molhabilidade foram
realizadas em 2 momentos. Sendo o primeiro grupo para verificar em qual superficie da amostra
TMN a hematita se espalha mais, de maneira que seja mais adequado para realizar a deposicdo
(Tabela 3). No segundo grupo foi observado se houve alteracdo na molhabilidade da superficie

da amostra apds a deposicdo de hematita e a funcionalizacdo (Tabela 4).
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Tabela 3 - Parametros utilizados na medicdo do angulo de contato das amostras, considerando
ar-resina polimérica-superficie da amostra. Com os grupos: 1) TMN lixada, 2) TMN
anodizada e 3) TMN calcinada.

Meio Condicao Grupos
Solido  Superficie da amostra 1) Amostra lixada até #1200
Liquido  Resina polimérica 2) PATOSHRE ATl P
3) Amostra anodizada, apds tratamento térmico

Gasoso Ar
Fonte: Autoria prépria (2019).

Tabela 4 - Pardmetros do angulo de contato, considerando ar-agua destilada-superficie da
amostra. Com os grupos: 1) TMN lixada, 2) TMN calcinada, 3) TMN + oxido de ferro (3
camadas), 4) TMN + oOxido de ferro (5 camadas), 5) TMN + APPA e 6) TMN + MPA.

Meio Condicao Grupos
) 1) Amostra lixada até #1200
) Superficie da . ; o
Solido 2) Amostra anodizada, apos tratamento térmico
amostra ) - .
3) Amostra apds deposicdo de hematita — 3
camadas
Liquido Agua destilada 4) Amostra apds deposicdo de hematita — 5
camadas
5) Amostra apés funcionalizacdo — APPA
Gasoso Ar 6) Amostra ap6s funcionalizacdo — MPA

Fonte: Autoria prépria (2019).

A espectroscopia de espalhamento Raman foi utilizada para caracterizar a superficie das
amostras a médio alcance, analisando as vibracfes das ligacGes quimicas e a simetria das
moléculas. Esta técnica consiste na analise do espalhamento inelastico da luz monocromatica,
oriunda de uma fonte de laser, fornecendo informacGes sobre o grau de desordem da rede
cristalina dos materiais (ALI; ALMAATOQ; MOHAMED, 2013). A espectroscopia Raman foi
realizada no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) — S0 José dos Campos/SP. As
medidas das amostras foram realizadas no espectrdmetro da marca Horiba Scientific T64000 e
modelo LabRAM HR Evolution, acoplado a uma camera Olympus BX41, utilizando como
fonte de excitagdo um feixe de argbnio com 514 nm de comprimento de onda e a medigdo

ocorreu em temperatura controlada a 20°C.
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4.5.2 Caracterizagdo do p6 ceramico

Os pbs ceramicos foram analisados usando técnicas como Termogravimetria (TG),
difratometria de raios X (DRX) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Primeiramente,
a andlise da TG/DTG foi realizada para investigar o comportamento de decomposi¢do do po
precursor do 6xido de ferro. A partir de seus resultados pode-se verificar qual temperatura o
Oxido de ferro estabiliza. Assim, a partir da TG, as analises de DRX e MEV foram divididas
em trés grupos, conforme temperatura de tratamento térmico do p6, sendo:

1) TT 500°C;
2) TT 550°C;
3) TT 600°C.

A caracterizacdo das fases formadas apds o tratamento do puff foi monitorada por
difratometria de raios X (DRX). Essa técnica é utilizada para determinar as fases presentes, o
ordenamento a longa disténcia e a cristalinidade. O equipamento de marca Bruker e modelo D8
Advance, da UNESP/FEG e o equipamento de marca PANalytical e modelo Empyrean, do
Departamento de Engenharia de Materiais da USP/EEL foram utilizados. Possiveis variagdes
na estrutura cristalina da liga foram investigadas com base nos dados de difratometria. Os
parametros utilizados em ambos 0s equipamentos foram radiagao CuKa, corrente de 25 mA,
tensdo de 40 kV, passo de 0,02°, tempo de contagem de 0,25 s, fenda de 6 mm, em um intervalo
de medicdo de 20 a 90°. Os ajustes nos difratogramas de DRX foram realizados no Origin 8.0
e as indexacdes no Highscore.

A morfologia e o tamanho de gréo dos pos ceramicos encontrados foram avaliados pela
técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV). O preparo do pé ceramico para as
analises consistiu em dispersar o p6 em etanol e realizar banho ultrassénico por 5 min. As
micrografias foram realizadas no INPE em S&o José dos Campos (MEV TESCAN/ MIRA 3).

4.6 ANALISE DA ADESAO DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA
4.6.1 Microrganismo e condi¢6es de cultivo

Para este estudo foi utilizada a cepa padréo da bactéria Gram-negativa Escherichia coli
(American Type Culture Collection — ATCC 25922). Antes do inicio dos experimentos, a

bactéria que se encontrava congelada a —80°C, foi reativada em placas de petri contendo

Mueller Hinton agar. As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 24 horas, permitindo o
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crescimento do microrganismo em coldnias. Entdo, 4 colbnias foram inoculadas em 10 mL de
meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) e este pré-indculo foi mantido em estufa & 37°C por
um periodo overnight. Decorrido esse periodo, uma aliquota de 1 mL de pré-indculo foi
transferida para um novo tubo tipo falcon contendo 29 mL de meio TSB fresco, formando assim
0 inéculo. Este indculo foi mantido em estufa a 37°C por 1,5 horas. Entdo, o indculo foi
centrifugado nas condicGes 4000 rpm, 4°C e 10 min; o sobrenadante descartado e o pellet lavado
com solucdo salina fosfatada estéril (PBS); esse procedimento foi realizado por duas vezes.
Apobs a Ultima centrifugacdo, o pellet foi ressuspenso em RPMI 1640 suplementado com
bicarbonato de sodio e tamponado com hepes.

4.6.2 Ensaio de adesao

Para o teste de adesdo, os espécimes foram alocados, em triplicata, em placas de 24 pocos,
125 pL do in6culo de E. coli foram dispensados sobre os espécimes e, em cada poco, foi
acrescido 1 mL de meio RPMI 1640. A placa entdo foi mantida em agitador orbital (37°C, 75
rpm) por 90 min, tempo correspondente a fase de adesdo. Apds, todos os espécimes foram
lavados com PBS por duas vezes para eliminar as células ndo aderidas, e entdo foram alocados
em pocos limpos contendo 1 mL de PBS. A remocdo das células aderidas foi realizada com
raspagem dos espécimes com o auxilio de uma ponteira de 200 pL (30 s por espécime). Apés
a raspagem, todo o contetudo dos pocos foi transferido para microtubos estéreis e foi realizada
a diluicdo seriada seguida de plagueamento em placas de petri contendo Mueller Hinton agar.
As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 24 h, e entdo foi realizada a contagem de
colbnias viaveis.

Também foi realizado o ensaio de metabolismo celular de XTT com as células removidas
dos espécimes. Para tanto, aliquotas de 100 pL das células removidas dos espécimes foram
incubadas com 100 pL de solucdo de XTT em placa de 96 pocos por um periodo overnight. A
leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplaca com comprimento de onda de 492

nm.
4.6.3 Microscopia de fluorescéncia confocal a laser
Para a obtencdo das imagens de microscopia de fluorescéncia confocal a laser o0 mesmo

procedimento de adesdo descrito no item 4.6.2 foi realizado. Apo6s a lavagem dos espécimes

com PBS (para remogdo das células ndo aderidas), os mesmos foram incubados com 1 mL de
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solucdo de iodeto de propidio e Syto9, provenientes do Kit Live/Dead BacLight Bacterial
Viability Kit (Invitrogen, ThermoFisher) por 30 min na auséncia da luz. Os fluoréforos foram
preparados de acordo com as instrucfes do fabricante. Decorrido o periodo de incubagéo, 0s
espécimes foram lavados com PBS e levados para analise em microscopio em placa de 24
POCOS.

4.6.4 Microscopia eletronica de varredura

Para a obtencdo das imagens de microscopia eletronica de varredura, apds o periodo de
adesdo das células, os espécimes foram lavados com PBS e entdo foram fixadas com
glutaraldeido a 2,5% por um periodo overnight. Ent&o, foi realizada a desidratacdo progressiva
dos espécimes com solucgdes de alcool 70%, alcool 90% e alcool absoluto. Os espécimes foram
mantidos em dissecador a vacuo contendo silica até 0 momento das analises em microscopio

eletrénico de varredura.

4.6.5 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir da contagem do nimero de colbnias viaveis e da absorbancia
do ensaio de XTT foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e de
homocedasticidade de Levene. Como os dados de Logio(UFC/mL) apresentaram distribuicéo
normal e desigualdade de variancias, foi realizado o teste de ANOVA a um fator com correcéao
de Welch, seguido do pds-teste de Games-Howell. Ja os dados de absorbancia do ensaio de
XTT néo apresentaram distribuicdo normal e, portanto, foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis, seguido do pés-teste de Dunn. Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o
software IBM SPSS Statistics Data Editor.

A Figura 20 apresenta o fluxograma com as etapas empregadas no desenvolvimento dessa
pesquisa. Primeiramente, a liga TMN foi processada, obtida e preparada para ser realizada a
oxidacao anddica. Um grupo destas amostras foi calcinado para ser utilizado como controle nas
caracterizacdes. Apds, a resina polimérica foi obtida usando o método dos precursores
poliméricos e foi avaliada sua viscosidade. Assim, foi realizada a analise do angulo de contato
para verificar qual superficie € mais adequada para a incorporacao de 6xido de ferro (Figura
20). Posteriormente, foi realizado tratamento térmico na resina polimérica. Com o puff obtido,
realizou-se analise termogravimétrica. Apos, realizou-se tratamento térmico no puff com as

temperaturas obtidas no resultado da TG. Com o pé cerdmico, foram realizadas analises com
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DRX e MEV. Dois grupos de deposi¢do foram utilizados: imersdo e spin coating. Depois da
deposicéo, as amostras foram funcionalizadas com APPA e MPA, e por fim caracterizadas. A

analise da adesdo de bactéria gram-negativa foi realizada ao final do processo.

Figura 20 — Fluxograma da metodologia utilizada nesse trabalho.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAC}AO DA LIGA Til0OMo8Nb ANODIZADA
5.1.1 Difratometria de raios X (DRX)

A partir dos resultados do difratograma de raios X (DRX - Figura 21), com a amostra da
liga TilOMo8Nb anodizada, pode-se observar picos caracteristicos da fase B, resultado do
tratamento térmico e da composicdo da liga, de acordo com estudos anteriores da liga
TilOMo8Nb (CAROBOLANTE, 2017; CHELARIU et al., 2014). A caracteristica do

difratograma até a posicao 20 ° pode ser relacionada ao porta amostra.

Figura 21 - Difratograma do bulk da liga TilOMo8Nb apds oxidacdo anddica.
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Fonte: Autoria propria (2019).

5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Na Figura 22 se apresentam as micrografias por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) da superficie da liga TMN ap06s oxidacdo anddica em eletrdlito, conforme a condicéo
escolhida em estudos preliminares (CAROBOLANTE, 2017).
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Figura 22 — Micrografias da superficie da liga TMN ap6s anodizagdo em eletrélito formado
por 2,7 g de NH4F a cada litro da solucéo glicerol/agua (1:1, em volume), sob tensdo de 20V
durante 3h: a) Ampliacdo 50kx e b) Ampliacdo 200kx com medig¢des dos nanoporos.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O processo de anodizacdo gerou uma camada de didxido de titanio nanoporosa (Figura
22a), com diametro interno médio dos poros de aproximadamente 24,01 nm (Figura 22b),
corroborando resultados de estudos anteriores (CAROBOLANTE, 2017). Este resultado €
adequado porque superficies porosas melhoram a bioatividade dos implantes e induzem a
osseointegracdo (KIRMANIDOU et al., 2016). Além disso, superficies com maior area
especifica de superficie, com poros de didmetros nanométricos, tendem a diminuir a adesdo
bacteriana (LI et al., 2013). Implantes sem porosidade possuem limitacdes ao induzir
regeneracdo Ossea e a fixacdo do implante (YILMAZ et al., 2018). Esse problema pode ser
superado imitando as propriedades fisicas (30 - 95% porosidade) e mecénicas (2,3 a 30 GPa
mddulo de elasticidade) do osso para producdo do implante (RAO; CHU; ZHENG, 2014).

5.2 CARACTERIZACAO DO PO CERAMICO

5.2.1 Analise termogravimétrica (TG)

Pode-se observar no termograma da Figura 23 que a partir de aproximadamente 400°C a
decomposicdo do poé cerdmico é completada, indicando formacéo de fases de dxido de ferro.
Portanto, foram utilizados tratamentos térmicos a 500, 550 e 600°C, de forma que seja
apropriado tanto para a formacédo de 0xido de ferro quanto para a liga de titanio. Considerando
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que quando o TiO; é formado por meio da oxidagdo anddica, encontra-se no estado amorfo e
torna-se cristalino no tratamento térmico entre as temperaturas de 400 e 600°C, intervalo de
temperatura no qual é anatase (MATTLE AND THAMPI, 2013; CORDERO-GARCIA et al.,
2016).

Figura 23 — Resultado da andlise termogravimétrica (TG) do p6 ceramico processado pelo
método dos precursores poliméricos (método Pechini), com temperatura até 1000°C.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

As curvas TG/DTG revelam que a decomposicdo do pé ceramico ocorre em 2 etapas
distintas de perda de massa. A primeira etapa (regido 1) ocorre devido a evaporacdo de agua
formada durante a reacdo de esterificacdo (LIU; TAO; SHEN, 1997; RUFUS; SREEJU;
PHILIP, 2019), representando uma perda de massa de aproximadamente 5%. A segunda etapa
(regido 1) é observada de 200 a 380°C, correspondente a decomposicdo dos derivados do
etilenoglicol e do acido citrico, com uma perda de massa consideravel de 25% (RUFUS;
SREEJU; PHILIP, 2019). A curva DTG possui um pico a 380°C, indicando o ponto de inflexao
no qual ocorre a maxima perda de massa (MENDEZ et al., 2010). Apds essa temperatura, cessa
a decomposicao do po ceramico (regido I11) e formam os 6xidos de ferro, indicando a melhor

temperatura de cristalizacéo.
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5.2.2 Difratometria de raios X (DRX)

A difratometria de raios X foi realizada nos pos ceramicos com tratamentos térmicos a
500, 550 e 600°C para analisar as fases cristalinas formadas. Na Figura 24 pode-se observar 0s
difratogramas dos p6s ceramicos com tratamento térmico a (a) 500°C, (b) 550°C e (c) 600°C.

A partir do difratograma da Figura 24a (verde), percebe-se, além dos picos caracteristicos
da hematita, existe um pico da fase magnetita, indicado pelo indice de Miller (220), conforme
arquivo JCPDS 19-0629. Assim como no difratograma da Figura 24b (vermelho), no qual
também aparece a fase secundaria de magnetita. No difratograma da Figura 24c (azul), pode-se
observar que os picos sao caracteristicos do difratograma da hematita pura (PAWAR et al.,
2019; RAJENDRAN et al., 2017; REHMAN et al., 2017), correspondente ao arquivo JCPDS
33-0664, desta forma, nesta condi¢do foi obtida a fase (a-Fe2O3) pura. A continuacdo desse
trabalho foi realizada utilizando-se tratamento térmico das amostras com 0s extremos de
temperatura, 500°C e 600°C, de maneira a verificar a influéncia das fases formadas (hematita

e magnetita) na deposicéo da liga TMN e comparando-se os resultados.

Figura 24 - Difratogramas dos pds ceramicos obtidos pelo método dos precursores
poliméricos (método Pechini), submetidos a tratamentos térmicos a
(a) 500°C, (b) 550°C e (c) 600°C.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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5.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura foi realizada nos p6s ceramicos em 3 condi¢des de
tratamento térmico: 500, 550 e 600°C. O objetivo desta caracterizacdo nos pds ceramicos foi
verificar a morfologia e o tamanho das particulas em cada condigdo. A partir da Figura 25,
pode-se observar as micrografias dos pos ceramicos com tratamentos térmicos: 500°C, 550°C
e 600°C, todas as condi¢cbes em ampliacéo de 150kx.

Figura 25 — Micrografias dos nanop6s processados pelo método dos precursores poliméricos,
apos tratamentos térmicos a: a) 500°C, b) 550°C e c) 600°C, ampliacdo de 150kx.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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A partir das micrografias pode-se observar que os diametros equivalentes das
nanoparticulas dos pos cerdmicos sdo: 44,65 nm, 95,94 nm e 61,34 nm, respectivamente. Nas
micrografias referentes ao primeiro e ao terceiro tratamento térmico (500°C e 600 °C), observa-
se um aspecto arredondado das nanoparticulas. Nos resultados do segundo tratamento térmico
(550°C), observa-se nanoparticulas angulares, no qual a textura apresentada é de aglomerados
maiores, com maior didmetro das particulas.

Geralmente, quanto maior a temperatura de tratamento térmico, maiores as dimensfes
das nanoparticulas. Neste caso, o TT a 600°C apresentou nanoparticulas com diametro menor
em comparacdo ao TT a 550°C provavelmente devido a ser a temperatura no qual ha fase Unica
de hematita, diferente das demais temperaturas estudadas, onde ha fase secundaria. Resumindo,
as micrografias apresentadas permitem identificar que as condigdes de tratamento térmico a
500°C e a 600°C sdo mais adequadas porque as nanoparticulas sdo mais arredondadas e

menores.

5.3 CARACTERIZACAO DA RESINA POLIMERICA

5.3.1 Analise do comportamento reoldgico (viscosidade)

A solucdo deve ter uma viscosidade entre 15 e 40 mPa.s (SIMOES et al., 2005; V.
ZWILLING A. BOUTRY-FORVEILLE, D. DAVID, M. Y. PERRIN, M. AUCOUTURIER,
1999), de maneira a obter filmes homogéneos e livres de trincas, o valor obtido foi de 22,65 +
2,0 mPa.s. A viscosidade influencia diretamente na espessura do filme, afetando diretamente
sua microestrutura e na qualidade final, assim, este parametro é critico para deposicao de filmes
finos. Com espessuras elevadas € possivel induzir trincas no filme durante tratamento térmico.

Faz - se, entdo, necessario o controle deste parametro (PUJARI et al., 2014).

5.3.2 Analise do angulo de contato (molhabilidade)

Com o objetivo de verificar a molhabilidade e em qual condicdo é mais adequada
depositar o 6xido de ferro na superficie da liga TMN, foi analisada a interacdo entre a superficie
da liga Ti1lOMo8Nb e a resina polimérica obtida por meio do método Pechini. A interface gas-
liquido-s6lido foi ar-resina polimérica-superficie da liga TMN, respectivamente. Foram
ensaiadas as superficies da liga lixada até granulometria 1200, liga anodizada e da liga

anodizada seguida de tratamento térmico.
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As propriedades de molhabilidade podem ser hidrofobicas ou hidrofilicas, sendo que as

definigdes sdo conforme os angulos de contato encontrados (JIN et al., 2016):

- superhidrofébico — angulo de contato > 150°;

- hidrofébico — 90° < angulo de contato < 150°;

- hidrofilico — 10° < angulo de contato < 90°;

- superhidrofilico — angulo de contato < 10°.

A partir da Figura 26 pode-se observar o angulo de contato da amostra lixada, da amostra

anodizada e da amostra calcinada, sendo 66,3°, 5,6° e 51,0°, respectivamente.

Figura 26 — Resultados obtidos na analise do angulo de contato, por meio do método de gota
séssil, considerando os meios ar, resina polimérica e superficie da liga TiL0Mo8Nb.

Amostra lixada (66,3° +
1,60°)

Amostra anodizada (5,6°
2,04°)

Amostra calcinada (51,0° =
4,84°)

Fonte: Autoria prépria (2019)

A partir dos resultados, pode-se observar que o angulo de contato na superficie anodizada

é mais de 10 vezes menor que o angulo nas demais superficies, isso significa que é mais

hidrofilica e melhor para esse trabalho pois a resina se espalha mais na superficie da amostra

em relacdo as demais condi¢des. Assim, ao depositar-se 0 6xido de ferro na superficie da liga,

é favoravel para que esta camada fiqgue homogénea e recubra maior area de superficie.

5.4 CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DA LIGA

5.4.1 Espectroscopia Raman

Na Figura 27, sdo apresentados os resultados da espectroscopia de espalhamento Raman

da a) Liga TMN anodizada, b) Liga TMN com deposi¢do do oxido de ferro (5 camadas) e c)

Liga funcionalizada com APPA em comparacdo a MPA. Na Figura 272 estdo presentes as

bandas caracteristicas da TiO,, conforme Chaves et at. (2016) e as bandas 147, 516 e 634 cm™
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relacionadas a vibragdo de alongamento simétrico do O-Ti-O El4(A), vibragdo de flexdo
antissimétrica Aly(A) e E%(A). Além dessas, a banda a 395 cm™ é referente a vibracéo de flexdo
simétrica do O-Ti-O (INDIRA; KAMACHI MUDALI; RAJENDRAN, 2017).

A partir da Figura 27b, pode-se observar as bandas Raman do 6xido de ferro depositado
a liga TMN anodizada. Assim, a banda mais caracteristica da liga mantém-se a 147 cm™. Em
relacdo ao 6xido de ferro, o espectro Raman também pode dar informagcfes em relacdo a
qualidade da amostra e a presenca de dopantes (WHEELER et al., 2012). As 5 bandas mais
caracteristicas neste espectro Raman podem ser classificadas em 2 classes de modo vibracional
Raman: Aly(A) referente a 226 e 497 cm™ e El4(A) referente a 292, 411 e 612 cm™, ambas
representando a o-Fe>O3 (MIRZAEI et al., 2016; REHMAN et al., 2017). Na Figura 27c pode-

se perceber que as amostras funcionalizadas permanecem com as mesmas bandas.

Figura 27 - Espectros Raman: a) TMN anodizada, b) TMN + oxido de ferro (5 camadas, spin
coating) e c) funcionalizada com APPA em comparacéo a MPA.
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Figura 28 - Espectros Raman: a) TMN anodizada, b) TMN + 6xido de ferro (5 camadas, spin
coating) e c) funcionalizada com APPA em comparagdo a MPA.
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5.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Nas Figuras 28 e 29, se apresentam as micrografias da superficie da liga anodizada,
incorporado o 6xido de ferro por meio de imerséo e por meio de spin coating, funcionalizadas,
respectivamente. Conforme os resultados obtidos no difratograma de raios X e na microscopia
eletronica de varredura dos pds cerdmicos, a técnica por imersao foi dividida em 2 grupos,

sendo 0s pos ceramicos tratados termicamente a 500°C e a 600°C.

Figura 29 — Micrografias para as amostras da liga TMN anodizadas e depositadas com
hematita por meio de imersao, com diferentes tratamentos térmicos: a) 500°C e b) 600°C.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Figura 30 — Micrografias para as amostras da liga TMN anodizadas e depositadas com 6xido
de ferro por meio do spin coating, ambos a 5000 rpm, porém com quantidades diferentes de
camadas: a) 3 camadas e b) 5 camadas.

Mag= 100KX

Fonte: Autoria propria (2019).

Na Figura 28, pode-se observar que o TT a 500°C difere do TT a 600°C quanto a
microestrutura, sendo que o TT a 500°C formou estruturas maiores e mais aglomeradas. A partir
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da microestrutura da Figura 29, observa-se que a condicdo da Figura 29b esta mais homogénea
que a Figura 29a, indicando que o 6xido de ferro foi incorporado de maneira mais uniforme que
a primeira condicdo. Com isso, comparando-se a Figura 28 e a Figura 29, pode-se concluir que
a técnica de deposicdo de hematita por spin coating foi mais adequada, devido as estruturas
menores e a maior homogeneidade na microestrutura.

Considerando os resultados das micrografias acima, o restante da pesquisa foi realizado
utilizando-se a técnica de incorporacdo de 6xido de ferro por spin coating. Assim, as demais
caracterizacOes foram realizadas em amostras da liga de TilOMo8Nb com incorporacdo de
oxido de ferro (3 e 5 camadas) e em amostras da liga ap6s funcionalizacdo (APPA e MPA).

Figura 31 - Micrografias das amostras riscadas da liga experimental Ti1lOMo8Nb anodizadas,
com deposicao de 6xido de ferro pelo método de spin coating, sendo a) 3 camadas e b) 5
camadas. Vista de cima, ambas com magnificacdo de 80 kx.

Camada de 6xido de ferro k

N G

( ¢
Camada de 6xido de ferro

| PR o8 Vd

SEM MAG: 80.0 kx SEM MAG: 80.0 kx

Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 32 - Micrografias das amostras riscadas da liga experimental Ti1lOMo8Nb anodizadas,
com deposicdo de 6xido de ferro pelo método de spin coating, sendo a) 3 camadas e b) 5
camadas. Vista transversal, ambas com magnificacdo de 100 kx.

b)

ry o ' Camada
: P de 6xido
Camada de 6xido de ferro ‘ de ferro

de titdnio
SEM MAG: 100 kx SEM MAG: 100 kx
Fonte: Autoria propria (2019).

As amostras das micrografias da Figura 30 e da Figura 31 foram riscadas, de maneira a
perturbar as camadas e verificar a separacdo entre elas. A partir da Figura 30a e da Figura 30b,
pode-se perceber que existem duas camadas, sendo uma nanoporosa (TiO2) e uma lisa,
indicando que o 6xido de ferro foi incorporado na superficie. Por fim, na Figura 31a e na Figura
31b, a imagem transversal permite identificar e quantificar as camadas, sendo que para a
primeira condicdo foi obtido 79,72 nm * 3,95 e para a segunda, 135,61 nm £ 1,80 de espessura

da camada de 6xido de ferro.

Figura 33 — Micrografias com exemplos de delaminacdes ao longo da superficie da amostra
da liga Ti1lOMo8Nb anodizada, depositada com 6xido de ferro (3 camadas), funcionalizadas
com a) APPA e b) MPA.

= Ll
SEM MAG: 10.00 kx

SEM MAG: 10.00 kx

5 ym
Fonte: Autoria propria (2019).
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Pode-se observar as delamina¢es na Figura 32, essa caracteristica aparece em toda a
extensdo das amostras com 3 camadas de deposicao de 6xido de ferro. A formacgdo de micro
trincas ocorre devido ao encolhimento de volume dos revestimentos e das tensGes térmicas que
surgem a partir da diferenca no coeficiente de expansao térmica entre o Ti e 0 revestimento de
oxido de ferro durante o resfriamento (ELSAKA et al., 2010; L. GUO, W. FENG, X. LIU, C.
LIN, B. LI, 2015). Qualquer delaminacdo ou ruptura na superficie modificada pode iniciar um
processo toxico e conduzir a severas reacdes imuno-inflamatorias (LI et al., 2018), assim deu-
se prosseguimento a pesquisa relacionada a 5 camadas de Oxido de ferro incorporadas na
superficie da liga TMN.

Figura 34 — Micrografias da liga TMN anodizada apds deposicdo de 6xido de ferro por spin
coating, 5 camadas, funcionalizadas com a) APPA e b) MPA, sendo 1) camada de nanoporos
de TiO2, 2) camada de 6xido de ferro e 3) camada com polimero funcionalizado.

Fonte: Autoria prépria (2019).

As micrografias das amostras com 5 camadas de hematita por meio do método spin
coating, sdo semelhantes apos a funcionalizacdo com as camadas de APPA e de MPA. A partir
da Figura 33 observa-se a camada inferior com 0s nanoporos (anodizacdo, TiO2) e a camada

superior (deposicao de 6xido de ferro).
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5.4.3 Andlise do angulo de contato (molhabilidade)

O angulo de contato é um indicativo do espalhamento de um fluido sobre uma superficie
e quanto menor esse valor, maior é carater hidrofilico da superficie. A analise da molhabilidade
por meio da medida do angulo de contato pode ser influenciada pela heterogeneidade
topogréfica da superficie, além de medir apenas um tipo de interacdo, polar ou apolar
(CAROBOLANTE, 2017). A molhabilidade da superficie € um dos parametros mais
importantes que afetam a resposta bioldgica em um biomaterial implantado. Ela afeta adsor¢édo
de proteina, coagulacdo sanguinea, adesdo celular e de bactéria (ESCADA; NAKAZATO,;
CLARO, 2017).

Na Figura 34 pode-se observar o angulo de contato considerando o sistema gasoso-
liquido-sélido como ar, agua destilada e superficie da amostra. Foram analisadas as amostras:

a) Liga TMN lixada até granulacdo 1200;

b) Liga TMN anodizada e calcinada;

c) Liga TMN anodizada, com 5 camadas de 6xido de ferro;

d) Liga TMN anodizada, com 5 camadas de 6xido de ferro, funcionalizada com APPA;

e) Liga TMN anodizada, com 5 camadas de 6xido de ferro, funcionalizada com MPA.

Figura 35 — Resultados obtidos na analise do angulo de contato, por meio do método de gota
séssil, considerando os meio ar, agua destilada e superficie da liga TilOMo8Nb. 1) TMN
lixada, 2) TMN + calcinada 3) TMN + o6xido de ferro, 4) TMN + APPA e 5) TMN + MPA.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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Pode-se observar que todos os angulos de contato apresentam caréater hidrofilico (<90°),
sendo que a liga calcinada é mais hidrofilica em relacdo as demais condicoes e as op¢es com
6xido de ferro seguem um mesmo carater hidrofilico, com angulo de aproximadamente 64°. O
angulo de contato da superficie de um implante é importante na bioatividade e na ades&o celular,
sendo que sua diminui¢do é mais favoravel a estas propriedades (AGILAN; RAJENDRAN,
2018). Além disso, a hidrofilicidade do material induz o contato com os fluidos corpéreos, que
resulta em desenvolvimento celular (RUPP et al., 2006). Assim, segundo Escada et al. (2017),
superficies altamente hidrofilicas sdo mais desejaveis que as hidrofébicas devido as suas
interac6es com fluidos bioldgicos, células e tecidos. Por isso, para promover proliferacdo de
osteoblastos humanos, € necessario aumentar a area de superficie do implante, que

consequentemente aumenta a molhabilidade da superficie.

5.5 ANALISE DA ADESAO DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA

5.5.1 Ensaio de adesdo

A partir da analise dos dados de Logio(UFC/mL) (Figura 35) e XTT (Figura 36) foi
possivel observar que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos (liga
Ti1l0Mo8Nb anodizada com 5 camadas de oxido de ferro por spin coating, liga TilOMo8NDb
apos funcionalizagdo com MPA e liga Til0Mo8Nb apds funcionalizagcdo com APPA; p>0,05).

A Figura 35 permite identificar a probabilidade de formar coldnia de células de bactérias
na superficia da amostra e com os resultados pode-se observar que os valores estatisticos séo

semelhantes entre os grupos analisados, no qual apresentam em média 4,3 UFC/mL de solucéo.
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Figura 36 - VValores médios de Log10(UFC/mL) de Escherichia coli aderida aos espécimes de
titdnio com tratamento de superficie (TMN + oxido de ferro) e com funcionalizagdo (MPA,
APPA). As barras de erro indicam o desvio padrdo (n=9).
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Fonte: Autoria prdpria (2019).

Nos resultados obtidos no ensaio de XTT (Figura 36), € analisada a atividade metabdlica
das celulas bacterianas. A partir do grafico obtido pode-se observar que o primeiro grupo (TMN
+ oxido de ferro) apresenta menores valores de atividade metabodlica, que é mais favoravel
(CRISTINA; NARDELLO, 2018), porém, de maneira geral os valores sdao semelhantes,

variando entre 0,11 e 0,16.

Figura 37 - Valores absorbancia (492nm) do ensaio de XTT das células de E. coli aderidas nas
superficies de titanio. Linha interna: mediana; Limite superior da caixa: 3° quartil; Limite
inferior da caixa: 1° quartil; Barras de erro: valores minimo e maximo (n=6).
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Fonte: Autoria propria (2019).
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5.5.2 Microscopia de fluorescéncia confocal a laser

Ao analisar as imagens de microscopia de fluorescéncia confocal a laser (Figura 37), é
possivel observar espalhamento semelhante das células nas trés superficies avaliadas. Apesar
de ndo haver diferenca estatisticamente significante entre os grupos no que diz respeito ao
namero de coldnias viaveis, metabolismo e espessura da adesdo, nota-se um menor nimero de
micro coldnias na superficie referente ao tratamento de funcionalizacdo com o polimero APPA
(Figura 37c), enquanto o comportamento das células aderidas a superficie da liga
funcionalizada com MPA (Figura 37b) foi semelhante ao comportamento das células aderidas
ao grupo da liga anodizada com as 5 camadas de 6xido de ferro (Figura 37a).

Figura 38 — Micrografias células E. coli aderidas nas superficies. Marcacéo realizada com
iodeto de propidio (celulas em vermelho) e Syto9 (células em verde): a) Liga TMN + 6xido
de ferro, b) Liga funcionalizada - MPA, c) Liga funcionalizada - APPA. Magnificacdo 40x.

Fonte: Autoria prépria (2019).
5.5.3 Microscopia eletrénica de varredura

Ao analisar as imagens de microscopia eletrdnica de varredura (Figura 38) foi possivel
notar integridade das células de E. coli em todos os grupos analisados. Contudo, nota-se menor
aglomeracdo de células nos grupos com superficie tratada (TMN + Hematita — Figura 38a e
Figura 38b) e funcionalizada com APPA (Figura 38e e Figura 38f) quando comparadas ao grupo
com superficie funcionalizada com MPA (Figura 38c e Figura 38d), semelhante ao que foi

observado na microscopia de fluorescéncia confocal a laser.



A aglutinacdo das células bacterianas pode indicar que estas estdo iniciando um

mecanismo de defesa contra a superficie da amostra. Desta forma, se a anélise fosse realizada

em maior tempo, poderia haver diminuigdo na atividade metabdlica das células da bactéria e

posteriormente morte das mesmas (DE OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 39 - Micrografias células de E. coli aderidas nas superficies: a) e b) Liga TMN + éxido
de ferro, c) e d) Liga funcionalizada com MPA, e) e f) Liga funcionalizada com APPA.
Magnificacdo 2 kx (a, c e e); 6 kx (b, d e ).

Fonte: Autoria propria (2019).
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6 CONCLUSAO

A partir dos objetivos propostos neste trabalho, pode-se afirmar que houve
reprodutibilidade no processamento e obtencdo da liga experimental TiLOMo8Nb, assim como
na formacdo de estrutura nanoporosa ap0s a anodizacdo da superficie da liga, com didmetro
interno dos nanoporos a aproximadamente 24 nm. Este resultado é adequado porque superficies
porosas induzem a osseointegracdo e a melhoram a bioatividade do implante.

A superficie anodizada da liga € muito mais hidrofilica do que a superficie ndo anodizada,
sendo melhor para a incorporacdo de hematita. Apds os tratamentos de modificacdo da
superficie, pode-se concluir que em todas as condi¢des 0s angulos de contato apresentam carater
hidrofilico (<90°), caracteristica favoravel a bioatividade do material e para a adeséo celular.

Ao analisar as condicbes do po ceramico, a temperatura de cristalizacdo das
nanoparticulas de oxido de ferro no qual se gera a fase pura de hematita foi 600°C. Nesta
temperatura, se formaram nanoparticulas homogéneas sendo a condicdo mais adequada para a
deposicéo na superficie das amostras, em relacdo aos tratamentos térmico a 500° e a 550°C.

A partir dos resultados obtidos na espectroscopia Raman, existem bandas caracteristicas
das ligacoes Fe-O e O-Ti-O, indicando a possibilidade de deposi¢do de Fe.O3 na superficie da
liga TMN e a formagéo da camada de TiO> na superficie da liga TiLOMo8NDb.

A técnica de incorporagdo por spin coating foi mais adequada quando comparada a
técnica de imersdo, devido a homogeneidade na superficie das amostras. Ao comparar-se
incorporacdo de oxido de ferro por spin coating com 3 e 5 camadas, pode-se concluir que a
segunda condicdo € mais adequada pois na primeira ocorreu delaminacédo em toda a superficie
da amostra.

A analise de adesdo bacteriana ndo apresentou diferenca significativa entre 0s grupos no
que diz respeito ao numero de coldnias vidveis, metabolismo e espessura da adesdo, embora
nota-se menor nimero de micro colbnias e menor aglomeracdo de células na superficie
funcionalizada com APPA, em relacdo aos demais grupos.

De maneira geral, pode-se concluir que houve deposicdo de éxido de ferro na superficie
da liga TilOMo8Nb, porém, nas condicdes estudadas, a deposicdo ndo melhorou

significativamente quanto a adesao de bactéria em relacdo a superficie da liga anodizada.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Diminuicdo do tamanho das nanoparticulas de 6xido de ferro em aproximadamente 10
nm, com o intuito de penetrar na parede da bactéria e destrui-la;

Incorporacdo de camadas de oxido de ferro na superficie anodizada, controlando as
condicdes de processamento para que o filme formado seja poroso;

Caracterizagdo completa das diferentes camadas usando as técnicas de difratometria de
raios X com angulo rasante e espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS);

Andlise de bactérias com maior tempo de cultura das células, verificando se o tempo de

adesdo é um fator relevante para a melhora da atividade bactericida.
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APENDICE A - Calculos utilizados para pesagem dos reagentes utilizados no método

dos precursores poliméricos (método Pechini)

Considerando as massas molares indicadas na Tabela 5, os célculos utilizados para a
obtencdo de 2g de hematita foram:

2 MOl Fea03 -=-=nmmmmmmmmm e e e 2 mol Fe
159,709 Fe203 -=-======mmmmmmmmmm oo 2Xx55,85¢g Fe
2 —mm e massa de Fe

1 mol Fe -- e e e 55,859
quantidade em mol de Fe ----------mmmmmmmmm e 1,3989¢
Quantidade em mol de Fe = 0,0250 mol

1 mol CeH11FENO7 ==-==-mmmme e 1 mol Fe
265,030 == mmm e 55,859
massa CeH11FeNO7 1,3989g Fe

Massa CsH11FeNO7 = 6,6383g

1 Mol Fe -------mmmmmmm oo 4 mol CsHsO7
0,0250 mol TR e guantidade em mol de CsHgO7
Quantidade em mol de CsHsO7= 0,1 mol
1 mol C¢HgO~ 192,14¢g
0,1 mol CgHsOy massa de CeHgO7

Massa de CsHsO7 = 19,2140g

1 mol Fe ------m-mmmmmmm e 16 mol C2HsO>
0,0250 MOl ------=-====nmmmmm oo quantidade em mol de C2HsO>
Quantidade em mol de C2HsO2 = 0,4 mol
1 Mol CoHpO2 ~-===mmmmmm e 62,089
0,4 mol C2HsO2 massa de C2HsO2

Massa de C2HsO2 = 24,8320g



Tabela 5 - Massas molares dos reagentes do método dos precursores poliméricos.
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Atomos Massa Atémica (g/mol)

Fe 55,85

0 16,00

c 12,01

H 1,01

N 14,01

Moléculas Massa Molecular (g/mol)

Hematita (Fe203) 159,70
Citrato de Amonio e Ferro 111 (CéH11FeNO7) 265,03
Acido Citrico (CeHsO7) 192,14
Etilenoglicol (C2HsO>) 62,08

Fonte: Autoria prépria (2019).



