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RESUMO

O titanio é um exemplo de biomaterial utilizado em implantes ortopédicos e
ortodonticos, por apresentar uma boa resisténcia a corrosdo e excelente
biocompatibilidade. Assim, estudos procuram obter um recobrimento no titanio
visando melhorar a adeséo entre o 0sso e o0 implante, através da modificacdo da
superficie do metal. O objetivo do trabalho foi estudar a caracterizacdo das
superficies do Ti c.p com o recobrimento, o efeito corrosivo utilizando como meios a
saliva sintética e o 1,5 SBF (Simulated Body Fuid), além de estudar o efeito
bactericida da camada de apatita junto a nanoparticula de prata e o 6leo essencial
formados sobre a superficie do titdnio. O recobrimento com hidroxiapatita foi
realizado pelo método biomimético. Apdés a imersdo, algumas amostras foram
submetidas a solucdo de nanoparticula de prata e outras em O6leo essencial de
capim limdo. Através da microscopia eletrénica de varredura do Ti c.p com adicao de
nanoparticula de prata, pode-se observar a formacdo de camadas homogéneas de
pequenos glébulos compactados e com adicdo de 6leo a formacdo de camadas
heterogéneas. Pelo ensaio de corrosao foi possivel observar que tanto no meio de
1,5 SBF, quanto no meio de saliva sintética, o recobrimento com hidroxiapatita e
com os bactericidas nanoparticula de prata e 6leo capim-limdo melhoraram as

propriedades corrosivas da amostra.

Palavras chave: Titanio. Nanoparticula de prata. Hidroxiapatita. Bactericida natural.



ABSTRACT

Titanium is an example of biomaterial used in orthopedic and orthodontic implants,
because it has good corrosion resistance and excellent biocompatibility. Thus,
studies seek to obtain a titanium coating to improve the adhesion between the bone
and the implant, by modifying the metal surface. The objective of this work was to
study the corrosive effect using as means the synthetic saliva and the 1.5 SBF
(Simulated Body Fuid), in addition to studying the bactericidal effect of the apatite
layer on the silver nanoparticle and the essential oil formed on the surface of the
titanium. The coating with hydroxyapatite was performed by the biomimetic method.
After the immersion, some samples were submitted to the solution of silver
nanoparticle and other/s in essential oil of lemongrass. By the scanning electron
microscopy of the Ti c.p. With addition of silver, it is possible to observe the formation
of homogeneous layers of small compacted globules. From the corrosion test it was
possible to observe that in that in the medium of 1.5 FBS, as well as in synthetic
saliva, coating with hydroxyapatite and silver nanoparticle bactericides and

lemongrass oil improved the corrosive properties of the sample.

Keywords: Titanium. Silver nanoparticle. Hydroxyapatite. Natural bactericide.
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1 INTRODUCAO

Uma grande gama de metais e ligas metalicas vem sendo utilizado como
materiais para implantes. Tais materiais devem apresentar, como principais
caracteristicas, biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo, pois geralmente 0s
produtos de corroséo sédo sais do metal, que estando no meio extracelular podem
ser nocivos aos tecidos, causando inflamacdo e posterior necrose dos mesmos.
Outros importantes requisitos para a utilizacdo desses materiais € a elevada
resisténcia mecanica, ja que estdo sujeitos axiais e de fadiga, pelo fato de sofrerem
carregamentos ciclicos. Os principais metais usados como implantes na ortopedia
sdo o titanio e suas ligas, os acos inoxidaveis, as ligas de cobalto-cromo, e, com
menos frequéncia, as ligas de tantalo e a liga a base de niquel-cobalto, pois
possuem custos elevados (AGRAWAL et al.,, 2014; KULKARNI et al.,, 2014
WILLIAMS, 2009).

O titanio tem sido bastante pesquisado e testado em numerosas situacfes
nas areas odontolégicas e médicas. Isto se deve ao suposto desenvolvimento de
uma fina camada de éxido formada espontaneamente sobre sua superficie, que se
constitui em uma barreira entre o metal e o meio. Valores tipicos da espessura inicial
dessas camadas de Oxido formado ao ar a temperatura ambiente estdo entre 2-5
nm, mas podem ser aumentados por oxidacdo anddica (FURKI, 2015).

A biocompatibilidade e a resisténcia a corrosao do titanio estéo relacionadas a
sua estabilidade quimica no organismo, devido a formacdo da camada do 6xido de
titanio, TiO,, sobre sua superficie. Assim, varios estudos tém sido desenvolvidos,
para modificar a superficie do material a fim de melhorar a atividade bioldgica,
gerando uma integracao mais rapida entre o implante e o 0sso, reduzindo o tempo
total de cicatrizacdo. A utilizacdo de recobrimentos bioativos em implantes metélicos
para produzir uma resposta mais rapida tem sido investigada, sendo a hidroxiapatita,
o0 material mais utilizado para esta finalidade (HARADA, 2016).

Titanio e suas ligas sdo amplamente utilizados em ortopedia e em implantes
dentarios, mas as infeccOes associadas a esses implantes ainda representam seérias
ameacas, levando a possiveis complicacdes, como internacdo prolongada, falha do
implante, remog¢do completa, sofrimento do paciente, encargos financeiros e até

mesmo morte. Os implantes com titanio estao ficando cada vez mais populares na
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indastria biomédica. Dessa forma se faz necessario um estudo sobre suas
aplicacdes (HARADA, 2016).

Nos ultimos anos, recobrimentos biomimético com hidroxiapatita e alguns
bactericidas vém sendo estudados, Nesse aspecto, implantes de titdnio com apatitas

bioativas, estdo sendo estudados e dando bons resultados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

Biomaterial € um material utilizado para interagir com o organismo, para
substituir ou reparar tecidos, 6rgdos e fungdes no corpo. O desempenho e as
aplicacdoes de biomateriais sdo de extrema importancia para o desenvolvimento e
desempenho de implantes biomédicos e tecidos (AGRAWAL et al.,, 2014,
KULKARNI, et al., 2014; WILLIAMS, 2009).

O conceito de biomaterial vem sendo definido de diferentes formas ao longo
dos ultimos anos. De acordo com Zavaglia e Silva (2016), o Instituto Nacional de
Saude Americano informa que os biomateriais podem ser definidos como qualquer
substancia ou combinacédo delas, de origem sintética ou natural, incluindo polimeros,
ceramicas e metais. Estes podem ser usados por um curto ou longo periodo, como
parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou
funcao do corpo.

O maior interesse e 0 aumento do estudo nessa area ocorrem pelo fato de
que, recentemente houve um aumento da expectativa de vida da populacdo mundial
e, além disso, doencas relacionadas a estrutura éssea tornou-se um problema de
salde publica, segundo Guastaldi e Aparecida (2010).

Portanto, por existir necessidades de melhorias na reparacdo da capacidade
motora, tecidos e 6rgédos, diversos autores discutem a urgéncia na priorizacdo de
politicas publicas voltadas a esses problemas, a fim de se desenvolver novos
materiais e aprimorar outros ja disponiveis, visando possibilitar melhor qualidade de
vida aos pacientes (BASU et al., 2009; RAPHEL et al., 2016).

Os biomateriais devem apresentar caracteristicas como biofuncionalidade e
biocompatibilidade para que exercam as funcgbes desejadas. Biofuncionalidade
representa a capacidade do biomaterial em desempenhar a funcédo desejada, ja a
biocompatibilidade é a aceitacdo do organismo pelo implante, seja em regifes
proximas ou orgaos distantes.

Para garantir uma boa biocompatibilidade, os materiais devem apresentar
elementos ndo tbxicos, para evitar quadros infecciosos ou alérgicos ao corpo
humano (COELHO, 2013).
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Além disso, os materiais usados como implantes podem ser classificados
como: bioativo, bioinertes e bioabsorviveis.

Bioativos sdo materiais que tem a capacidade de provocar uma resposta
bioldgica especifica na interface do material, resultando na formacao de uma ligacéao
guimica entre o tecido e o implante (BASU et al., 2009).

Bioinertes sdo materiais que ndo apresentam rea¢fes quimicas com o tecido,
por ja ter ocorrido reacdes com outras substancias antes da aplicacdo ao meio
bioldgico (VIEIRA, 2013).

Bioabsorviveis sdo materiais que sdo capazes de manter resisténcia
mecanica suficiente na medida em que novos tecidos 6sseos sdo formados, até que
a carga possa ser transferida diretamente ao 0sso, ou seja, sdo absorvidos
gradativamente, pelo organismo, reduzindo o tempo total de tratamento e
reabilitagéo ao paciente (RESENDE, 2014).

Na primeira geracao de implantes, as préteses eram usinadas, para que fosse
obtida uma superficie lisa. Ja na segunda geracéo, foram realizados recobrimentos
na superficie dos materiais a fim de acelerar e melhorar a osseointegracao
(SHERESTHA; JOSHI, 2014).

Para aplicacdo médica, o material metalico se destaca entre os diferentes
tipos de materiais para a obtencdo de biomateriais, especialmente devido ao
excelente desempenho mecéanico, como alta resisténcia a fadiga e a fratura, além da
boa biocompatibilidade, elevada resisténcia a corrosdo, propriedades mecanicas
aceitaveis, como a osseointegracao.

Essas caracteristicas contribuem com a vida util do material dentro do corpo
hospedeiro, evitando assim, novas intervencdes cirargicas (PIRES; BIERHALZ,
MORAES, 2015).

2.2 PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS DO TITANIO

Os materiais metalicos atualmente utilizados para implantes cirargicos
incluem os aco inoxidavel 316L (316LSS), ligas cromo cobalto (Co-Cr), titanio e suas
ligas (GEETHA, 2009).

Dentre os materiais metdlicos, o titnio e suas ligas possuem grande
destaque, isto, porque, no ano de 1964, um evento importante marcou a historia dos

biomateriais, quando o Dr. Per Ingvar Branemark, cirurgido ortopédico da
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Universidade de Lund (Suécia), apds observar em seus estudos a integracdo de um
implante de titdnio no osso de um rato, criou o conceito de osseointegracao. Este
termo significa o estabelecimento de ligacbes quimicas do implante com o tecido
0sseo (RATNER, 2004).

O titdnio € um material biocompativel em razado de ser bioinerte, ou seja, é
indiferente as funcdes vitais do organismo e dentre os metais biocompativeis, esse
metal € o que possui menor modulo de elasticidade (~100 GPa), valor mais proximo
dos determinados para o osso (10 — 40 GPa), o que promove uma melhor
transferéncia de cargas mecanicas entre os dois elementos (NIINOMI, 2008).

O tithnio apresenta boa resisténcia a corrosdo em fluidos corporais, boas
propriedades mecanicas, como resisténcia a flexdo e resisténcia a tracdo. No
entanto, o titnio e suas ligas ndo satisfazem plenamente os requisitos para
fabricacdo de proteses, pois além de apresentar uma baixa resisténcia ao desgaste,
esse material pode apresentar liberacdo de ions téxicos em alguns ambientes, por
isso, 0 desenvolvimento de revestimentos que evitam a dissolucdo de metais toxicos
€ de grande importancia (GEURTSEN, 2003).

Assim, os implantes de Ti s&o comumente revestidos com hidroxiapatita (HA),
gue apresentam similaridade com os constituintes minerais de o0ssos e dentes
humanos. O revestimento de HA pode reduzir a liberacdo de ions metalicos o qual
age como uma barreira e, a0 mesmo tempo, pode aumentar a bioatividade O6ssea
devido aos seus constituintes quimicos (FURKI, 2015).

Este metal apresenta baixa condutividade térmica, baixa massa especifica
(4,51 g/cms3) em comparacao a outros metais como o cromo (7,14 g/cmgs) e o tantalo
(16,65 g/cms), e € um material atrativo por sua dureza (170 HV) que é préxima ao
aco inoxidavel (200 HV) também usado na industria biomédica, o que garante boas
caracteristicas para sua aplicacdo (EISENBARTH et al., 2004; FURKI, 2015; PAZ,
2011).

Este metal € um elemento alotropico, ou seja, existe em mais de uma
estrutura cristalogréfica, quando ha alteracdo na temperatura.

Em temperatura ambiente encontra-se a fase a que consiste em um formato
hexagonal compacta (HC), e acima de 883°C, o titdnio passa por uma variacao
cristalina, se tornando uma estrutura cubica de corpo centrado (CCC), nesse
aspecto predomina-se a fase [B. As estruturas cristalinas do titanio estédo

representadas na Figura 1 (VAZ, 2007).
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Figura 1 - Estrutura Cristalina do titanio.
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Fonte: LEYENS; PETERS (2003, p.123).

Legenda: a) hexagonal compacta (HC), fase a.
b) Cubica de corpo centrado (CCC), fase B.

A superficie de Ti pode ser fisica ou quimicamente modificada a fim de
melhorar a integrac@o biomaterial-tecido. Para esse fim, os métodos mais utilizados
envolvem tratamentos fisicos, quimicos ou recobrimentos com fosfatos de calcio,
principalmente a hidroxiapatita (HA) (MARKOVIC; FOWLER; TUNG, 2004).

Segundo a norma ASTM F67-06, o titdnio comercialmente puro (Ti c.p.), é
dividido em quatro graus, conforme mostra a Tabela 1, em que as diferengas estao
relacionadas com a composi¢cao de elementos como nitrogénio, oxigénio e ferro, no
material, sendo que as quantidades desses elementos influenciam na dureza, na

resisténcia mecanica e na resisténcia a corrosdo (HARADA et al., 2016).
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Tabela 1-Composi¢ao quimica do Ti c.p. (% em massa)

Elemento Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4
Nitrogénio 0,03 0,03 0,05 0,05
Carbono 0,08 0,08 0,08 0,08
Hidrogénio 0,015 0,015 0,015 0,015
Ferro 0,20 0,30 0,30 0,50
Oxigénio 0,18 0,25 0,35 0,40

Titanio Balanco Balanco Balanco Balanco

Fonte: Adaptado de ASTM F67-06, (2006).

O Ti puro grau 1 por apresentar menor quantidade de oxigénio que o Ti grau 4
apresenta maior resisténcia a corrosao, porém o Ti grau 4 possui maior resisténcia
mecanica. Ja o Ti puro grau 2 € o mais utilizado na area médica, especificamente na
aplicacao dentéaria por ser mais resistente mecanicamente que o Ti grau 1 e possuir
semelhante resisténcia a corrosédo (DAVIS, 2003; RACK & QAZI, 2005).

Segundo Vieira (2013), diversas metodologias tém sido desenvolvidas com a
finalidade de melhorar a bioatividade da superficie do titanio e de suas ligas. Essa
possibilidade existe se estes materiais forem submetidos a alguns pré- tratamentos,
incluindo tratamento alcalino seguido de tratamento térmico (KOKUBO;
MATSUSHITA; TAKADAMA, 2007).

2.3 APATITAS E HIDROXIAPATITA

As ceramicas de fosfato de calcio apresentam grandes potenciais para
aplicacdo como biomaterial, pois oferece semelhanca quimica e estrutural com a
apatita biologica, isto porque possuem o0s mesmo ions formados pela fase
mineralizada do osso natural (Ca®* e P*) que esta presente em alta concentracao
em 0ssos e dentes. (KAWACHI et al., 2000; PIRES, 2015).

Existe uma familia de fosfato de calcio e as propriedades de cada composto
podem ser caracterizadas de acordo com a proporcdo de ions de calcio e fésforo.
Assim uma maneira conveniente de fazer as subdivisGes para classificar os fosfatos

€ por meio da razdo Ca/P, que varia entre 0,5-2,0, como mostra a Tabela 2.
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Os fosfatos com maior razao apresentam menor solubilidade em condi¢cbes
neutras e baixa taxa de degradagéo, ou seja, apresentam uma maior estabilidade
guimica em meio aquoso do que outras ceramicas de fosfatos de calcio dentro de
uma faixa de pH de 4,2-8,0 (BEST, 2008; PIRES, 2015). Se a razdo Ca/P for
superior a 1,67, o 6xido de célcio (CaO) pode estar presente juntamente com a fase
HA (hidroxiapatita). E fases diferentes podem afetar negativamente a resposta
biolégica ao implante in vivo (BEST, 2008; CATAURO, 2016).

Os fosfatos mais conhecidos e pesquisados atualmente sdo: os fosfatos
tricalcico nas formas polimérficas a e B (Caz(POs), e a hidroxiapatita, que apresenta
formula quimica (Caio(PO4)s(OH)2), cujas superficies faciltam a adsorcdo de
proteinas (Ligacdes de hidrogénio) e tém alto potencial osteoindutivo (PIRES,2015).

Os fosfatos de calcio tém sido amplamente estudados e empregados em
aplicacdes envolvendo todo o sistema esquelético, como reconstrucdes e tratamento
de defeitos 6sseos (DOROZHKIN, 2010).

Tabela 2 - Relagao de razédo atdmica Ca/P das fases de apatitas

(continua)

Fosfato de calcio Férmula quimica Razao Ca/P
Fosfato tetracalcico (TeCP) Cas0O(P0O.,), 2,00
Hidroxiapatita (HA) Caio(PO4)s(OH), 1,67
Fosfato de célcio amorfo (ACP) Ca3(P0Oy4)2.nH,0O 1,50
Fosfato tricalcico (a, o’,, y) (TCP) Caz(POy4)2 1,50
Fosfato octacalcico( OCP) CagH2(P0O4)s.5H,0 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de calcio CaHPO,4.2H20 1,0

dihidratado (DCPD).

Mono-hidrogénio fosfato de calcio (CPP) CaHPO4 1,00

Pirofosfato de calcio (CPP) CayP,0y 1,00
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Tabela 3 - Relacéo de razdo atbmica Ca/P

(concluséo)

Fosfato de calcio Férmula quimica Razao Ca/P
Fosfato heptacalcico (HCP) Ca7(PsO15)2 0,70
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico (TDHP) CaysH2PeO20 0,67
Fosfato monocalcicomono-hidratado Ca(H2P0Oy),.H-0 0,50
(MCPM)
Metafosfato de calcio (a, B, y) (CMP) Ca(PO3): 0,50

Fonte: Adaptado de APARECIDA et al. (2007); COSTA et al.(2009).

A hidroxiapatita (HA), principal constituinte mineral do osso natural tem
atraido muita atencdo por sua boa compatibilidade, bioatividade e
osteocondutividade (GUASTALDI; APARECIDA, 2010). E estudada como um
material artificial de substituicAo do osso e dentes em implantes ortopédicos e
dentarios, bem como o revestimento de implantes de tecidos duros e materiais de
enchimento de ossos devido a semelhanca quimica e cristalografica entre eles

(ZHAO, 2014).

A cristalizacdo da hidroxiapatita € mostrada na Figura 2:

Figura 2 - Estrutura cristalina hexagonal da hidroxiapatita mostrando a

posicao espacial dos elementos, calcio, fésforo, oxigénio e

hidrogénio

Fonte: STEFAN et al. (2016, p.32).
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De acordo com Mavropoulos (1999), a hidroxiapatita apresenta a facilidade de
substituicbes catibnicas e anidnicas em sua estrutura, 0 que garante a capacidade
de incorporar grande parte dos elementos da tabela periddica, porém algumas
substituicbes podem alterar suas propriedades estruturais, mudando as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.

Apesar de todas as vantagens exibidas, a HA apresenta uma lenta
biodegradacdo e este comportamento pode ser atribuido a razdo molar Ca/P de
1,67, que torna a HA praticamente insolivel em meios neutros, com baixas
propriedades mecanicas, como tenacidade e fadiga. Portanto, seu uso como
implante é limitado para algumas aplicacGes especificas (BEST, 2008; PAZ, 2011).

Assim, diferentes métodos estdo sendo desenvolvidos para deposicdo de
camadas de hidroxiapatita em implantes metélicos, como por exemplo, em titanio, de
modo que se combinem as propriedades biolégicas da HA como a resisténcia
mecanica dos metais. Portanto, a hidroxiapatita se apresenta como um material
importante nos enxertos de proteses, minimizando o risco de rejeicdes
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

2.4 RECOBRIMENTOS

A principal funcdo do recobrimento é induzir uma resposta rapida da formacao
de osso durante o periodo inicial de cicatrizacdo. O emprego de recobrimentos
bioativos, como a hidroxiapatita em implantes metélicos, oferece a possibilidade de
combinar a resisténcia mecéanica do metal e a bioatividade da ceramica (RIGO,
1999; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Varias técnicas sdo utilizadas com o objetivo de desenvolver uma superficie
adequada, para a osseointegracdo, por meio do depdsito de apatitas, dentre essas
podemos citar: Plasma Spray, Sol-gel, lon Sputtering e Recobrimento Biomimético.

2.4.1 Plasma Spray
De acordo com Rolando (2016) essa técnica € a mais popular no que diz

respeito ao recobrimento de hidroxiapatita para implantacdo médica com o uso de

p6 como matéria-prima.
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No processo do plasma spray, uma zona de altissima temperatura é criada,
onde o p6 é injetado, este é fundido, superaquecido e pulverizado a altas
velocidades. A combinacdo de alta temperatura, rapido aquecimento das particulas
e atmosfera inerte permite a aplicacdo de revestimentos com qualidade para as mais
diversas aplicacoes (PAREDES, 1998).

O pé de HA fundido e injetado sobre o substrato metalico assume forma de
gotas e resfria rapidamente. A adesdo do osso com o implante recoberto com
hidroxiapatita apresenta uma rapida estabilizacdo da regido implantada em curto
prazo, dessa forma a osseointegracdo € rapida durante o periodo inicial de
cicatrizagéo (RIGO, 1999).

2.4.2 Sol gel

Um dos processos sol-gel para obtencéo de recobrimentos de hidroxiapatita,
utiliza o nitrato de calcio tetra hidratado (Ca(NO3),.4H,0) e acido fosforico (H3POy,)
em metanol, obedecendo a razao (Ca/P) = 1,67. O processo da hidrdlise do alcoxido
metélico gera um hidréxido metélico, tornando a solugdo um sol, que € agitada certo
tempo, para obtencédo de uma solucéo transparente.

As reacgfes continuam, de modo que as particulas se interligam, solidificando
o sol em um gel. Assim, o produto final pode ser o gel ou ainda ser submetido a
calcinacdo e/ou sinterizacdo a temperaturas relativamente baixas para obter pés,
fibras ou recobrimentos ceramicos (CHOUDHURY; AGRAWAL, 2011; SANTOS,
2005; WANG, 2010).

2.4.3 Método Biomimético

Pesquisadores como Abe, Kokubo e Yamamuro (1990) introduziram o método
biomimético, uma das técnicas mais promissoras para a producdo de biomateriais
em condicbes ambientes. Essa técnica permite recobrir qualquer substrato metalico,
polimérico e ceramico com uma camada uniforme de HA de baixa cristalinidade,
muito similar a biologica, presente no tecido 6sseo natural e, por isso, € uma técnica
bastante promissora para producao de biomateriais (ABE; KOKUBO; YAMAMURO,
1990; KOKUBO, 2008).
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O método de Abe, Kokubo e Yamamuro (1990) consiste na imersdao do
substrato, a ser recoberto, em uma solucao sintética (SBF — Simulated Body Fluid),
de composicdo quimica e pH semelhantes ao plasma sanguineo e temperatura
préxima a do corpo humano.

Coloca-se, em conjunto, uma placa de vidro G bioativo, cujos ions silicato
dissolvem-se e absorvem-se sobre o substrato, ocorrendo a nucleacdo da HA
(GUSTALDI; APARECIDA, 2010; RIGO et al., 1999).

O sistema é mantido durante sete dias em pH = 7,4 e a temperatura de
36,5°C, para que haja formagdo sobre o substrato de uma camada continua e
homogénea composta por cristalitos de hidroxiapatita carbonatada de baixa
cristalinidade semelhante a HA biolégica. Em seguida, 0s substratos sao imersos
novamente, s6 que em uma solucdo de SBF 1,5 vezes mais concentrada, obtendo-
se um aumento na espessura da camada (BHARATI; SINHA; BASU, 2005; RIGO et
al., 1999;).

Desde Abe e colaboradores, o método e a solucdo biomimética sofreram
significativas variacdes, a fim de acelerar o processo de deposicdo e alterar a
cristalinidade do recobrimento, como a substituicdo da placa de vidro bioativo G por
imersao do substrato em uma solugéo de silicato de sédio, a fim de formar grupos de
Si-OH (silanol) na superficie e a substituicdo da solucédo de silicato de sddio por
tratamento em solucédo de NaOH 5 mol.L™?, seguido de tratamento térmico a 600°C
(BOSCHI; RIGO; ZANIN, 2007).

Este método oferece algumas desvantagens como: o tempo de recobrimento
necessario, que € longo se comparado aos outros, e por ndo saber se as condi¢des
da solucdo de SBF séo ideais para o processo de recobrimento devido a
metaestabilidade da solucédo, pode ocorrer precipitacdo ou recobrimento desigual
sobre o substrato.

Entretanto, € uma boa alternativa, por ser aplicavel a qualquer substrato
sensivel ao calor, devido ao uso de temperatura baixa, diferentemente do método
Plasma Spray, que utiliza altas temperaturas de processo, além desse método nao
requerer equipamento tecnoldgico sofisticado e apresentar baixo custo dos

reagentes quimicos.
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2.5 BACTERICIDAS

O insucesso do implante devido a infeccdo € responsavel por
aproximadamente 23% das cirurgias e isso leva ao aumento dos custos de
assisténcia médica, tempo de hospitalizacdo, desconforto e uso prolongado de
antibiéticos que contribui para resisténcia de bactérias (JAGGESSAR, 2018).

Segundo Carrilo, Castillo e Mauricio (2011) diferentes bactérias patogénicas e
resistentes a antibiéticos tem-se tornado um grande desafio no pds-operatorio de
realizacdo cirargica de implantes.

Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli), bactérias
Gram-positivas e negativas, respectivamente, sdo comumente usadas para avaliar
as propriedades antibacterianas de materiais metalicos (REN, YANG, 2017).

Identificada como uma colonizadora de implantes dentarios especialmente em
superficies de titanio, a Staphylococcus aureus €, de acordo com Roberts et
al.(2006) uma bactéria Gram-positiva que pode causar diferentes infec¢cdes que
podem estar relacionadas muitas vezes aos maus resultados de alguns implantes ou
pela formacéao de biofilmes (AGUAYO et al., 2015; JAGGESSAR 2018).

Escherichia Coli assume forma de um bacilo, € uma bactéria bastante
utiizada em estudos in vitro com o propdsito de se estudar a esterilizacao,
desinfeccdo e contaminacdo. Além disso, é de facil manipulacdo em laboratério,
multiplica-se em pouco tempo (20 min) e pode ser encontrada na cavidade oral de
individuos saudaveis ( STEINEBRUNNER, 2005).

A Escherichia coli, juntamente com a Staphylococcus aureus € a mais comum
e uma das mais antigas bactérias simbiontes do homem (MURRAY et al.,2004).

Assim, ha uma procura crescente por biomateriais e técnicas de esterilizacao
capazes de inibir a colonizacdo bacteriana em dispositivos implantados por meio da
imobilizagdo dos agentes antibacterianos na sua superficie, destruindo a adesao
bacteriana inicial ou ap6s o contato (ACTIS; GAVIRIA; GUDA; ONG, 2013).

2.5.1 Nanoparticulas de prata

Nos ultimos anos, recobrimentos biomimético com HA e alguns bactericidas

vém sendo estudados. Nesse aspecto, implantes de titdnio com apatitas bioativas
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estdo obtendo bons resultados, no que diz respeito a resisténcia mecéanica e a
bioatividade.

A prata é reconhecida por suas propriedades bactericidas, e por ser um
agente inorganico, ganhou atencdo, pois em pequenas concentracfes apresenta
boa biocompatibilidade, perfil de seguranca satisfatéria e estabilidade especifica
(TIAN, et al., 2016).

A maioria dos biomateriais antimicrobianos é constituida de prata elementar,
sais de prata ou complexos de prata incorporada nos materiais organicos
(polimeros) ou inorgénicos (biovidros e HA).

Embora a atividade antimicrobiana in vitro de polimeros (poliamida,
poliuretano e PMMA) e biovidros contendo prata sejam extensivamente estudada, a
acao bactericida do recobrimento via método biomimético de HA com nanoparticulas
de prata tem sido relatada em menor extens&o (BAUDRIT, 2014; DURAN, 2016).

Uma maneira de prevencdo e tratamento de infec¢cdes microbianas é a
utilizac&o de prata. A presenca de Ag* tem demonstrado sua eficiéncia e capacidade
de inibir o crescimento bacteriano.

Assim, surgiram recobrimentos de HA dopados com Ag® com excelentes
resultados. Diferentes métodos de recobrimento, tais como: precipitacdo (OH et al.,
2004;) e troca idnica (FENG et al., 2005) sdo encontrados na literatura com o
objetivo de incorporar o ion Ag*na HA (ABE; KOKUBO; YAMAMURO, 1990).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) podem ser utilizadas para reduzir
infeccdes, prevenir a colonizacdo bacteriana em superficies de prétese, em
cateteres e materiais odontolégicos, bem como na inddstria de alimentos, no
tratamento de agua e na fabricacdo de tintas antibactérias. A prata possui acéo
bactericida sobre inUmeros tipos de bactérias Gram-positivas e negativas tais como
E. coli, S. aureus, E. flecium, S. pneumoniae, V. cholera e sobre alguns virus.
Porém, alguns tipos de microrganismos se apresentam resistentes a acao da prata,
como Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae e Klebsiella
pneumoniae.

A resisténcia pode ser ocasionada pela producéo de proteinas que atuam
como quelatos, complexando a prata ou outros metais pesados no interior das
células fazendo com que haja a diminui¢do de sua toxicidade (MIRZAJANI, 2011).

Existem outros microrganismos que sdo capazes de sintetizar nanoparticulas

de prata por acdo enzimatica (P. fungi) ou por reducdo extracelular (Fusarium
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oxysporum), ou ainda podem realizar a degradacdo das mesmas, como caso da
bactéria Chromobacterium violaceum (FERRARIS; SPRIANO, 2016).

Nanomateriais levam vantagem por serem de tamanho reduzido e assim
aumentam consideravelmente os efeitos de superficie em relacdo ao volume dos
materiais.

O uso das AgNPs, deve-se ao fato da prata ser um bom agente bactericida,
potencializando seu efeito por estar na escala nanométrica. Muitos materiais
inorganicos com efeitos bactericidas contendo nanoparticulas de prata estdo sendo
desenvolvidos e alguns deles em uso comercial para esse filme (JUAN, 2010).

Quando se trata de implantes, além da propriedade antimicrobiana, a
citoxicidade deve ser levada em consideracdo. Nas AgNPs, a maioria dos estudos
foram sugeridos como nédo téxicos sob niveis de concentracdo especificos, sendo
que o desenvolvimento de novas estratégias de engenharia de quimica verde deve
levar a AgNPs a condi¢cdes mais amigaveis, com acdes especificas controlaveis e
efeitos colaterais reduzidos (KOKUBO, 2016).

Um dos métodos mais conhecidos para a sintese das nanoparticulas foi
proposto por Turkevich. Este método se da através da redugdo do nitrato de prata
com citrato de sédio, com adi¢do de amobnia para atingir uma coloracédo amarela.

No presente trabalho sera utilizado um método baseado nesses principios da
“‘Quimica Verde” que utiliza nitrato de prata junto a quitosana, fazendo com que sua
sintese seja favorecida em relacéo a natureza (CAO;LIU, 2010).

Zheng e Wilkie (2003) utilizaram a técnica de recobrimento por Plasma
Spraying para recobrir o titdnio com hidroxiapatita e, além disso, incorporaram Ag".
Através dos ensaios de halos de difusdo e DRX puderam observar a excelente
capacidade inibitéria da prata contra bactérias Gram-positivas.

A capacidade inibitéria da prata foi caracterizada por este metal possuir carga
positiva, e quando em contato com as membranas celulares que possuem cargas
negativas, adere a superficie das membranas, causando a morte celular e
consequentemente leva a eliminacao total ou parcial das bactérias (FIELDING, et al.,
2012; LALUEZA, et al., 2011).

Apesar da excelente atividade antimicrobiana, compostos de prata sollveis,
como o AgNOs por exemplo, ndo sdo adequados para uso a longo prazo. No
entanto, uma quantidade desejada de atividade antimicrobiana pode ser obtida com

AgNPs, sendo que a atividade antimicrobiana de AgNPs é altamente influenciada
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pela sua morfologia; quanto menor as particulas, maior a eficiéncia antimicrobiana
(LAZIC, et al., 2018).

Juan et al. (2010) conseguiram comprovar a boa capacidade das AgNPs,
qguando depositadas em superficie de titdnio e constataram que a modificacdo na
superficie gerou um material promissor com excelente propriedade antibacteriana, ja
que apos 24 horas de exposicado a cobertura, 94% de S. aureus e mais de 95% de

E. coli sofreram morte celular.

2.5.2 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo derivado da quitina, um elemento estrutural
encontrado no exoesqueleto de crustaceos e insetos, sendo o segundo mais
abundante biopolimero natural em abundancia na natureza.

A aplicabilidade desse material ocorre em diversas areas, incluindo a médica,
devido a propriedades de biocompatibilidade, biodegrabilidade e baixa toxicidade
(LIU, 2017; RAHEL, 2012; SOGIAS; WILLIAMS; KHUTORYANSKIY, 2012).

Quando comparada a outros polimeros naturais a quitosana possui uma
grande vantagem que é a mucu adesdao, ou seja, hd uma habilidade do polimero se
aderir ao muco ou a pele. Porém, para que isso ocorra, € necessario que o material
interaja com os componentes do muco ou alterem sua estrutura (DAMIAN et.al.,
2005; NEVES, 2013).

Combinado com os metais h4 formacado de um complexo estavel, devido a
presenca de cargas positiva nos grupos funcionais de amina da quitosana. Neste
complexo, os ions metélicos se encontram ligados a varios grupos amino ou grupos
hidroxila.

Estes grupos podem ser da mesma cadeia ou de diferentes cadeias
poliméricas. O complexo formado entre a prata e a quitosana, por exemplo, possui
como forma molecular [Ag(NH3)2]JOH (BANERJEE et al., 2016; KIM, 2014; LIH et al,
2016; NAHRAWY et al., 2016; RAHEL, 2012;).

O uso de polimeros, principalmente os naturais, tem sido de vital importancia
para o avanco das ciéncias. Esses materiais poliméricos vém sendo empregados em
diversos campos como na engenharia de tecidos, implante de dispositivos médicos e
orgaos artificiais, proteses, oftalmologia, farmacéutica, odontologia e em sistema de
liberacdo controlada de farmacos (BRITA; GARCIA, 2018).
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Em implantes ortodénticos e ortopédicos, ha necessidade de que o material
apresente propriedades anti-inflamatérias e os fons metalicos (Ag*, Cu?*, Zn?*, Mn**
ou Fe?") adsorvidos em nanoparticulas de quitosana aumentam suas propriedades
antibacterianas, por exemplo, os ions Ag" adsorvidos em nanoparticulas de
quitosana tem um efeito bactericida contra Escherichia coli, Salmonella cholera e
Staphylococcus aureus (RAHEL, 2012).

2.5.3 Oleo Essencial

O 6leo essencial € um liquido volatil concentrado, podendo ser utilizado como
produto farmacéutico, cosmético, alimenticio e, na aplicacdo médica para tratar
varias doencas. Os 6leos apresentam propriedades importantes como atividades
antioxidante, antimicrobiana e antifingica, e também podem ser usados para higiene
bucal e para manutencao de implantes (RUCKMAN, 2013).

Principalmente como bactericidas, os 6leos essenciais tém recebido atencéo,
pois, além dessa propriedade, sdo antimicrobianos naturais extraidos de fontes
vegetais (JUNG; SONG, 2015).

Neste trabalho foi utilizado o 6leo essencial de capim-limdo, um dos mais
importantes e conhecidos internacionalmente como lemongrass, tem como
constituintes principais o geraniol, o farnesol, o citronelol, o mirceno, o neral o
geraniale (BRITO et al., 2011).

A eficiéncia analgésica, bactericida, inseticida, inibitéria do crescimento de
fungos e bactérias, tem sido motivo de muitas pesquisas com este material
(MARTINS et al., 2004).

Uma pesquisa conduzida por Saddiq e Khayat (2010), mostrou que o epoxido
de citral, que é um ingrediente ativo do 6leo de capim-limdo, tem alta atividade
contra o crescimento de bactérias.

A atividade antibacteriana dos 6leos vai depender do tipo, composi¢cdo e
concentracdo da espécie, da composi¢cdo do substrato e do processamento e
condi¢cOes de estocagem, sendo que o 6leo de capim-limdo pode apresentar acdes
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas. (BERTINIET, 2005).

Na cavidade oral, bactérias Gram positivas sdo predominantes, e estudos
mostraram que o capim limdo é mais eficaz em bactérias Gram-positiva do que em

Gram-negativas mesmo em baixa concentracao (NAIK et al., 2010).
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2.5.4 Polimero

Polimeros estdo sendo utilizados em enxertos 0sseos e outras aplicacdes
meédicas, devido sua biocompatibilidade, flexibilidade de design, disponibilidade de
grupos funcionais, leveza e alto rendimento (STYLIOS; TAOYU; GIANNOUDIS,
2007).

O poliestireno € um polimero aromatico sintético feito com monémero de
estireno e possui um alto peso molecular (SANPUI, 2008).

A resina de poliestireno tornou-se muito utilizada em construgbes, entre
outras aplicacdes, em decorréncia de possuir propriedades isolantes, resisténcia
mecanica, leveza, facilidade de manuseio e baixo custo (TWU, 2008).

Neste trabalho foi utilizado o poliestireno expandido, que € uma espuma rigida
obtida por meio da expansdo do poliestireno (PS) durante o processo de
polimerizacdo, sendo que o processo de fabricacdo do EPS é um processo que
consiste em uma transformacéo fisica e, por isso, nao interfere nas propriedades
quimicas do PS (FERREIRA, 2016).

Quimicamente, o EPS consiste de dois elementos, o carbono e o hidrogénio,
portanto ndo apresenta produtos téxicos ou perigosos, além disso, esse material tem
resisténcia ao envelhecimento, ou seja, as propriedades do isopor mantém-se
inalteradas por um longo periodo, ha estimativas de que em meio a natureza demore
cerca de 150 anos para se degradar (ABIQUIM, 2017; FERREIRA, 2016).

Estudo realizado por Monte et al.(2016), avaliaram o efeito da membrana de
poliestireno com colageno e norbixina, por meio do teste do micronucleo e ensaio
cometa em ratos e evidenciaram que a membrana ndo tem toxicidade biologica e,

por isso, € seguro para aplicacdes in vivo.

2.6 BIOATIVIDADE

Larry L. Hench introduziu o conceito de bioatividade, como sendo: “Um
material que retorna uma resposta especifica na sua interface, resultando na
formacéo de uma ligacao entre os tecidos e o material” (HENCH,1994).

Esta definicdo se deu a partir de alguns vidros que entraram em contato direto

e se uniram fortemente ao osso e desde entdo, algumas ceramicas como,
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hidroxiapatita sintetizada, fosfato tricalcico também se ligaram ao osso (KOKUBU,
2016).

Assim, quando um material bioativo é implantado no corpo humano, ocorre
uma seérie de reacles bioquimicas e biofisicas na interface implante-tecido. Estas
reacOes resultam em uma forte interacdo interfacial, associada a formacdo de uma
camada fina com alta concentracdo de calcio (Ca) e fosforo (P) na superficie do
implante (OREFICE; SILVA JR., 2001).

A bioatividade do material pode ser verificada através de submersdao do
material em solu¢des que simulem os fluidos corporeos. Sendo a solugdo de SBF
(Simulated Body Fluid), a mais utilizada em teste, isto, porque esta solucéo
apresenta concentracdo idnica proxima a do plasma sanguineo (KOKUBO;
TAKADAMA, 2006).

2.7 CORROSAO

A corrosdo € um processo espontaneo que influencia e altera as
caracteristicas dos metais diminuindo a vida util. O processo de corrosao nesse
material ocorre normalmente por processo eletroquimico, onde na reac¢do anddica
ocorre a oxidacdo do metal e na catédica ocorre a reducao do metal.

As reacdes anddica e catddica estdo representadas pelas equacgdes (1) e (2),
respectivamente (ASM Handbook, 2003; CALLISTER,2012, RETHWISH, 2012).

M — M™ + ne (1)
M™ +ne” - M (2)

Em ambientes naturais e artificiais, a corrosao ocorre quando materiais feitos
de metais puros e/ou suas ligas passam por uma mudanca quimica do estado
fundamental para uma espécie ionizada (BEECH, 1999).

De acordo com Beech (1999) estas reagbes podem ser influenciadas por
atividades microbianas, especialmente quando os organismos estdo em contato com
a superficie do metal, formando um biofilme. A deterioracdo resultante do metal é
conhecida como biocorroséo, ou corroséo influenciada microbiologicamente.

Assim, segundo Toptan (2016), a resisténcia a corrosao € um fator importante

que deve ser levado em consideracdo na escolha de um biomaterial, ja que, 0s
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materiais de implantes estdo rodeados pelo fluido corpéreo, que por apresentar
adgua, oxigénio dissolvido, proteinas entre outros ions, torna-se um ambiente

agressivo para os metais utilizados.

2.7.1 Potencial de Circuito Aberto (OCP)

O potencial de circuito aberto € determinado pela variacdo do potencial em
funcdo do tempo, entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, quando o
eletrodo de trabalho € imerso em solucéo eletrolitica (FONTANA, 1987).

Quando iniciada a inducédo, a solucdo metal/solucéo se caracteriza por uma
distribuicdo de cargas ndo homogéneas. Com o tempo, acontecem processos de
transferéncias de cargas, como a adsor¢cdo de moléculas do solvente, ion do
eletrdlito e de moléculas presentes no meio e, nestas condic¢des, a célula se mantém
estavel (SOUZA, et al., 2009).

O potencial de circuito aberto é uma maneira simples de analisar a formacao
de filmes passivos de implantes/ligas em uma solu¢do. Um aumento de potencial na
direcdo positiva indica a formacao de um filme protetor que no caso do titanio é o
filme de 6xido de titanio (TiO,), enquanto que um potencial constante indica que a
pelicula se mantém estavel. Ja uma queda de potencial no sentido negativo indica
guebra do filme, a dissolucdo do filme ou que ndo houve a formacédo da pelicula
(WANG, et al, 2016).

2.7.2 Curvas de Polarizacao

Polarizacdo é definida como a variacdo do potencial de um eletrodo em
funcdo da corrente elétrica, em que as curvas consistem em uma varredura continua
de potenciais, aplicada a uma velocidade constante, monitorando a densidade de
corrente que flui na interface da solugcdo/metal (FONTANA, 1987).

A superficie de um metal é transformada na polarizacdo, em uma camada de
oxido e/ou hidroxidos, através da passagem de corrente elétrica. As células
eletroquimicas podem ser divididas em dois tipos: célula galvanica e célula

eletrolitica.
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Na célula galvanica o processo é caracterizado pela variacdo da intensidade

de corrente que circula no sistema. Ja na célula eletrolitica, a variavel é o potencial

do eletrodo (FONTANA, 1987).
A Figura 3 mostra uma curva tipica de polarizacdo de um metal, em que é

possivel observar as regides catddicas e anddicas divida em regides ativa, passiva e

transpassiva.

Figura 3 - Curva de polarizacdo do potencial versus logaritmo da

densidade corrente
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Fonte: FONTANA (1987, p.26).

A regido abaixo do potencial catddico (potencial abaixo do potencial de
corrosdo- E*, a taxa de solucdo do metal é muito baixa devido as reacfes catodicas.
Ja a regido anddica tem inicio com o aumento de potencial e a reversao da corrente
no potencial de corrosdo, nesta regido ocorre a dissolugdo anoddica (FONTANA,
1987).

De acordo com Callister (2012) a corrosédo de alguns metais e ligas perdem

sua reatividade quimica e se tornam inertes sob condicbes ambientais especificas,

esse fenbmeno é conhecido por passividade.
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Esse comportamento pode ser resultante da formacdo de um filme Oxido
muito fino e aderente a superficie do metal, que atua como uma barreira de protecéo
contra corroséo adicional.

No caso do ambiente bucal, os filmes de Oxido de titanio e suas ligas podem
ser removidos por escovacédo ou quando em contato com alimentos. Portanto, tanto
em aplicagbes dentérias, quanto em outras aplicagdes, a compreensao da cinética
de repassivacdo é muito importante para a compreensdo da corrosdo (LIU et al.,
2014).

Yetim (2016) utilizou amostras de Ti c.p de grau 2 para 0s ensaios de
corrosdo em fluido corporal, saliva artificial e solugdo de Ringer, em que se analisou
uma amostra de Ti c.p, Ti revestido com TiO; e Ti revestido com TiO, dopado com
prata.

Apesar do Ti c.p j& ter boa resisténcia a corrosdo, a mudanca positiva do
potencial de corrosdo (Ec¢or) mostrou um aumento na resisténcia a corrosao das
amostras revestidas, além de que, as curvas também mostraram a avaliacdo de
passivacao para as amostras revestidas em todos os meios.

A partir das observacbes foi concluido que as melhores propriedades de
corrosao foram obtidas a partir dos testes realizados em solucdo de saliva artificial
com amostras de TiO, dopadas com prata e este material pode ser utilizado em

aplicacdes dentarias.

2.7.2.1 Método de extrapolacao de Tafel

As informacdes quantitativas do processo de corrosdo podem ser obtidas pelo
método de extrapolacdo de Tafel (método de insercao), por meio das conhecidas
curvas de Tafel, como ilustra a Figura 4.

A representacdo grafica € feita através da curva de polarizacdo (potencial
versus log da densidade de corrente), onde é feita uma extrapolacdo dos ramos,
regido anddica e catodica.

A extrapolacdo dos referidos ramos, que culmina com sua intersecdo, gera
um par de valores coordenados, 0s quais sdo: o potencial de corrosdo (Ecor) € a

densidade de corrente de corrosao (lcor) do sistema.
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A vantagem em utilizar a representacéo da densidade de corrente em escala
logaritmica € que, nestas curvas, a parte em que € vélida a equacdo de Tafel é

linear.

Figura 4 - Extrapolagao de Tafel para determinagao do potencial de
corroséo (Ecorr) e densidade de corrente de corrosao (lcorr)
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Fonte: Adaptado de MENUCCI (2006).

2.8 ENSAIO MICROBIOLOGICO

Na avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica, diferentes métodos
podem ser utilizados, sendo os seguintes 0s mais conhecidos: método de difusao,
bioautograficos e macrodiluicdo e microdilui¢ao.

O método de difusdo em agar € a técnica utilizada nesse trabalho, e € a mais
utilizada para avaliacdo da atividade antimicrobiana, principalmente de OEs, sendo
reconhecido como preciso e confidvel, embora produza resultados qualitativos, além
de ser uma técnica de facil execucdo (BURT, 2004).

De acordo com este método, placas de Petri sdo preenchidas com agar,
sendo inoculado com o micro-organismo a ser testado. Séries de placas de Petri
com discos de papel ou pocos contendo diferentes concentra¢des sdo incubadas.

A eficacia do teste é demonstrada pelo tamanho da zona de inibicdo do

crescimento do micro-organismo em torno do disco ou poco, sendo usualmente
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expresso como o didmetro dessa zona, em cm ou mm, podendo ou ndo ser incluida

a area correspondente ao disco de papel ou poco.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado Ti c.p. grau 2, as amostras
foram lixadas, lavadas e separadas para analises microestruturais.

Em seguida, as condi¢cbes descritas na Tabela 3 foram avaliadas, sendo as
amostras recobertas pelo método biomimético, em meio de 1,5 SBF (Simulated body
fluid). Apds, o processo de recobrimento, as amostras foram dopadas com dois
bactericidas: AgNPs e Oleo essencial de capim-limé&o.

Ap6s o processo de recobrimento, as amostras foram submetidas a
caracterizagcdo microestrutural, ensaio de corrosdo, bioatividade e bactericida. A

Tabela 3 apresenta a nomenclatura e as condicdes das amostras utilizadas.

Tabela 4 - Nomenclatura e condi¢gdes das amostradas

NOMENCLATURA CONDIQAO
Ti c.p. titanio comercialmente puro
Tic.p.+ HA titAnio comercialmente puro+hidroxiapatita

Ti c.p.+HA+AgNPs titanio comercialmente
puro+hidroxiapatita+nanoparticula de prata
Ti c.p. + HA+G6leo + PS  titAnio comercialmente puro + hidroxiapatita+ 6leo

essencial + poliestireno.

Fonte: Autor.

A Figura 5 mostra as etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho.
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Figura 5 - Fluxograma das etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho
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Fonte: Autor.

3.1 CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL

3.1.1 Microscopia eletrbnica de varredura e Espectroscopia por energia

dispersiva

O microscopio eletrbnico de varredura permite realizar a caracterizacao
morfolégica do titanio, além dos defeitos e homogeneidade do recobrimento. No
presente trabalho foi utilizado o microscopio eletrdnico de varredura (MEV) da marca

FEI, modelo Inspect S 50, com espectrometro de energia dispersiva (EDS) acoplado,
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da marca EDAX, modelo Apollo X, instalado no Laboratério de Caracterizacdo
Estrutural (LCE), na UFSCar - Séo Carlos.

3.1.2 Difracéo de raios X

A Difratometria de raios X é uma técnica utilizada para obter caracteristicas
importantes sobre a estrutura de materiais, em que ao incidir um feixe de raios X
sobre o solido, 0 mesmo interage com 0s atomos presentes, originando o fendmeno
de difracao.

Através dessa técnica, foi possivel identificar fases cristalograficas no
material, sendo que neste trabalho é importante para a determinacdo da fase da
hidroxiapatita formada durante o recobrimento.

As analises foram feitas no Difratdbmetro da marca Rigaku, modelo
Miniflex600, da USP- campus Pirassununga, com radiacdo Cu-Ka, em uma faixa de

20 de 20° a 90°, com passo de 0,02° e tempo de contagem de 2 s/passo.

3.1.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por
Reflectancia Difusa

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier por
reflectancia difusa (FTIR) € uma técnica utilizada para determinar grupos funcionais.
Isto é possivel, pois cada grupo funcional apresenta bandas de absor¢cdo em
frequéncias caracteristicas de radiacdo na regido infravermelha do espectro.

O uso da espectroscopia no infravermelho permite avaliar nos recobrimentos
de apatitas, possiveis bandas de absorcdes para os grupos fosfato (PO47),
carbonato (CO3%) e hidroxilas (OH’), o que permite acompanhar o desenvolvimento
da camada de hidroxiapatita carbonatada sobre o metal, como mostrado na Tabela
4.
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Tabela 5 - Bandas de absor¢ao do espectro no infravermelho para apatitas

Grupos Banda de Ligacdo Quimica
Funcionais Absorcéo (Cm™)
PO,* 1200-1000 Estiramento Assimétrico do fosfato.
960-950 Estiramento Simétrico do fosfato.
570-560 Vibracéo da ligacdo assimétrica do
fosfato.
3670-3570 Vibracéo de estiramento do ion OH-
OH" 3670-3570 Vibracdo de estiramento do ion OH-.
630 Vibracdo de estiramento do ion OH-.
OH'(H0) 3600-3200 Deformacéao da ligagdo H-O.
1700-1600 Deformacéao da ligagao H-O.
CO5% - Tipo A 1514,1450 Estiramento assimétrico da ligacéo do
carbonato.
880 Vibracéo da ligacéo fora do plano do
carbonato
CO5% - Tipo B 1465,1412 Estiramento assimétrico da ligacéo do
carbonato.
870 Vibracéo da ligacdo fora do plano do
carbonato.
Fonte: LAFRON (2008, p.55).
3.1.4 Andlises Térmicas - calorimetria diferencial de varredura e

termogravimetria

Os ensaios de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e termogravimetria
(TG) foram realizados nas seguintes condi¢cfes: aquecimento a 1100°C, com taxa de
aguecimento de 10°C/min, seguido de isoterma por 10 minutos a 1100°C e
resfriamento até temperatura ambiente, com taxa de resfriamento de 10°C/min,
sendo o arg6nio utilizado como gas de arraste. O equipamento empregado foi da
marca Netzsch, modelo STA 449 F3, instalado no LABMAT, na UNIFAL-MG,

Campus de Pocos de Caldas.
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3.2 RECOBRIMENTO BIOMIMETICO

Para realizar o recobrimento biomimético foram utilizadas solu¢cdes de NaOH
5 mol.L™?, para a etapa do tratamento alcalino, solucéo de silicato de sédio (S.S) para
etapa de nucleacdo e solucdo de 1,5 SBF para formacédo de hidroxiapatita. A

concentracédo ibnica das solucgdes utilizadas esta representada na Tabela 5.

Tabela 6 - Concentragao idnica das solugdes para o recobrimento biomimético
-1
(mol.L™)

Condicdes Na* K" Ca?* Mg®* HCOs* CI HPO4* S04 SIOs*

Plasma 1420 50 25 15 27,0 103,0 1,0 0,50 -
SBF 1420 50 25 15 4,2 147.8 1,0 0,50 -
15SBF 2130 75 38 23 6,3 221,7 1,5 0,75 -

S.S 2,0 - - - - 1,0 - - 3,6

Fonte: ABNT NBR ISO 23317(2013, p.23).

Na Tabela 6 estd descrita a quantidade dos reagentes utilizados para
preparara solucdo de 1,5 SBF (SBF 50% mais concentrado), segundo a norma
ABNT NBR ISSO 23317:2013. O pH da solucdo foi ajustado para 7,40 na
temperatura de 36,5°C.
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Tabela 7 - Reagentes utilizados no preparo de SBF e 1,5 SBF

Reagentes SBF (9) 1,5SBF (g9)
NaCl 8,035 12,053
NaHCO; 0,355 0,533
KCI 0,225 0,338
K2HPO43H,0 0,176 0,264
MgCl,.6H,0 0,311 0,467
HCI 1,0M 39,0 mL 58,5mL
CacCl,.2H,0 0,386 0,579
NaSO4 0,072 0,108
Tris 6,118 9,177
HCI 1,0M Oa5mL Oa7,5mL

Fonte: Adaptado de ABNT NBR ISO 23317 (2013).

Para o recobrimento das amostras, os corpos de prova foram lixados com lixa
180 mesh, de modo a promover uma superficie rugosa e aumentar a area especifica
do material. Segundo Vercik (2003), esta caracteristica foi necesséria para favorecer
a precipitacdo de apatitas. Em seguida ocorreu a limpeza do material metalico com
detergente, acetona, alcool e 4gua destilada, em banho ultrassénico.

Posteriormente, as amostras foram mergulhadas na solugcdo de NaOH (5M) e
levadas para estufa a 60°C por 24 horas, para promover sitios ativos sobre a
superficie, a fim de favorecer a precipitacdo da apatita. Apds o tratamento alcalino,
0s substratos de Ti c.p. foram lavados com &gua e secos a temperatura ambiente
por 24 horas. Em seguida, as amostras foram tratadas termicamente a 600°C por 1
hora em forno, disponivel do LABMAT — ICT- Unifal.

As amostras foram submetidas a etapa de nucleacao, permanecendo imersas

em solugcdo de silicato de sodio a 36,5°C por sete dias. Finalizada a etapa da
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nucleacdo, as amostras foram mergulhadas em solucdo de 1,5 SBF a 36,5°C por
sete dias, sendo a solucéo trocada a cada 48 horas para favorecer as condicoes de
supersaturacdo da solucdo, acelerando a formacdo da camada de apatita. Apos
essas etapas, as amostras foram lavadas com agua deionizadas e secas no

dessecador.

3.3 DOPAGEM COM NANOPARTICULA DE PRATA

Apbés o recobrimento biomimético, algumas amostras de Ti+HA foram
dopadas com AgNPs. As AgNPs foram obtidas a partir de solucdo de &cido acético
1%(v/v), quitosana e solugéo AgNO3 1,6x102 mol.L™.

Preparou-se uma solug¢édo contendo 6,92 mg/mL de quitosana em solucdo de
acido acético 1% preparada anteriormente, em agitacdo magnética por 30 minutos.
Um volume de 40 mL desta solucao foi misturada junto a 16 mL de solugdo AgNOs,
com agitacdo magnética por 10 minutos. A solucéo foi colocada em tubos de ensaio
tampados e mantidos em banho-maria a 90°C por 18 horas.

Posteriormente, a solucao foi colocada em béquer e as amostras foram
submersas rapidamente trés vezes na solucdo. Em seguida, foram secas em
temperatura ambiente dentro do dessecador.

A comprovacédo da formacédo de AgNPs foi realizada por meio de analise de
espectro de infravermelho, realizado na solu¢do, o qual apresentou um pico de
absorbancia caracteristico da Ag no comprimento de onda de banda em,

aproximadamente, 420 nm.

3.4 DOPAGEM COM OLEO ESSENCIAL

Apo6s o recobrimento biomimético, algumas outras amostras de Ti+HA foram
dopadas com 0leo essencial. A solugéo foi preparada a partir da diluicdo de 0,25g de
quitosana em &cido acético 1% (v/v). A solucdo foi agitada por 30 minutos em
agitador magneético. Foram utilizados 0,5 gramas de poliestireno dissolvido em 1,5
mL de 6leo de capim-lim&o e essa mistura foi adicionada na solucdo de quitosana

diluida em acido, com alta velocidade de agitacao.
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Posteriormente, a solucdo foi colocada em béquer e as amostras foram
submersas trés vezes na solugdo. Em seguida, foram secas em temperatura

ambiente em dessecador.

3.5 ENSAIO DE BIOATIVIDADE

O ensaio de bioatividade foi realizado de acordo com a norma ISO
23317:2014. Amostras de Ti c.p e todas as outras condi¢cdes foram imersas em SBF
a 36,5°C pelo periodo de uma, duas, trés e quatro semanas, e avaliado o
crescimento de apatitas. No final de cada semana as amostras foram retiradas dos
recipientes, lavadas com agua destilada e secas no dessecador.

Para avaliacdo do crescimento das apatitas, técnicas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier por Reflectancia Difusa (FTIR) foram utilizadas.

3.6 ENSAIO DE CORROSAO POR POLARIZACAO

As amostras de tithnio sem recobrimento e com recobrimento foram
submetidas ao ensaio de corrosdo por circuito aberto (OCP) e por polarizagéo
potenciodinamica linear.

Para a realizacdo dos ensaios de corroséo, foi utilizado o potenciostato da
marca Metrohm, modelo Autolab/PGSTART 302, conectado a um microcomputador
controlado pelo programa NOVA 1.8, do mesmo fabricante, instalado no LABMAT na
UNIFAL-MG, campus Pocos de Caldas. A Figura 6 mostra o sistema eletroquimico
utilizado para a obtencéo dos resultados de corrosao.

Os ensaios foram realizados utilizando como solucéo eletrolitica de 1,5 SBF
com pH de 7,4 a 36,5°C (temperatura corporea) e uma solucao de saliva artificial
com pH 6,0 a 25°C.

Para a realizacdo da solucao de saliva sintética foram dissolvidas quantidades
determinadas de Na,HPO,4, NaCl, KSCN, KH,PO4, NaHCO3; e KCIl em agua destilada
e deionizada a 25°C e utilizou-se o HCI 1M para a correcdo do pH para 6,0, as

guantidades de cada reagente estao especificadas na Tabela 7.
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Tabela 8 - Reagente para preparo de Saliva Sintética

Reagentes Saliva sintetica (9)
Na,HPO4 0,26
NaCl 6,7
KSCN 0,33
KH2PO4 0,2
NaHCO3; 15
KCL 1,2

Fonte: Adaptado de AFNOR S90-701 (2004)

A Figura 6b, mostra em detalhe a célula eletroquimica e os eletrodos de

trabalho (ET), contra-eletrodo de platina (EP) e de referéncia de calomelano

saturado (ECS), e o termOmetro. A Figura 6¢ mostra o eletrodo de trabalho,

indicando a posi¢ao da amostra. Nos ensaios de corroséo por circuito aberto (OCP),

os eletrodos permaneceram na solucéo por 1200s. E nos ensaios de polarizagéo as

curvas foram obtidas variando o potencial (E) de -1,5 V a + 3,0 V com passo de

0,001 V e velocidade de varredura de 0,001 V/segundo. Os ensaios foram realizados

em triplicata.

Figura 6 - Sistema eletroquimico

(continua)
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Figura 6 - Sistema eletroquimico
(concluséo)

Fonte: Autor.

Legenda: a) Potenciostato
b) Célula Eletroquimica
c) Eletrodo de Trabalho

3.7 ENSAIO DE CULTURA E BACTERIAS

Neste trabalho foi utilizado o método do teste difusdo em disco para avaliar o
potencial antimicrobiano das amostras. Para os testes, a cepa bacteriana usada foi
[American Type Culture Collection (ATCC)] Staphylococcus aureus (ATCC 6538).
Neste método o halo de inibicdo do crescimento bacteriano indica a magnitude da
atividade antimicrobiana.

Inicialmente, a cepa bacteriana selecionada Staphylococcus aureus, foi
retirada de placa de cultura preservada e suspendida em solugcdo salina estéril
(cloreto de sddio a 0,9 %, NaCl).Essa suspensao padrédo da bactéria foi padronizada
em 102 células mL™ utilizando a escala 0,5 de Mac Farland e semeada na superficie
das placas de agar Muller-Hinton com auxilio de swabs estéreis.

As amostras foram colocadas sob a cultura de bactérias e incubadas por 24 h
a 37 °C e o didmetro do halo formado em volta dos discos foi mensurado de acordo
com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (antigoNCCLYS)
para testes de sensibilidade por disco-difusdo. Todos os testes foram realizados em

triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO MICROESTRUTURAL DO TI.C.P

A micrografia da amostra do titdnio grau 2 comercialmente puro (Ti c.p.),
obtida por microscopia eletrénica de varredura (MEV) esté apresentada na Figura 7.

Observou se uma morfologia com distribuicio homogénea com estrutura
granular e equiaxial, com a presenca de maclas (defeito cristalino em que ocorre o
deslocamento dos atomos de suas posi¢cdes regulares), caracteristica da fase a do
titanio, confirmada através dos picos do difratograma na Figura 8, resultado também
observado por Wang, et. al. (2013).

Este difratograma apresenta picos bem definidos e estreitos, indicando que o

material apresenta uma estrutura cristalina bem definida. (Wang, et. al. 2013).

Figura 7 - Micrografia obtida por MEV do Ti. c.p. grau 2.

Fonte: Autor.
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Figura 8 - Espectro de difracdo de raios X do Ti. c.p. grau 2

= " Fase g

Intensidade (U.A.)

Fonte: Autor.

A micrografia do titdnio corrobora com o resultado obtido pelo DRX. Os picos
obtidos para a fase a do titdnio estdo em concordancia com o difratograma de
Santos, 2014.

4.2 CARACTERIZACAO TERMICA

4.2.1 Calorimetria Diferencial de Varredura

A Figura 9 apresenta as andlises por calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) de aquecimento e resfriamento para o Ti c.p. grau 2. Segundo Gemmelli
(2007) a temperatura de 730°C se refere a energia liberada na transformacédo do
TiO, de anatasio para rutilo, que € o Unico 6xido estavel acima de 718°C.

Na temperatura de 850°C ocorre a recristalizagdo do metal, onde os novos
graos se estabelecem em formatos de nucleos muitos pequenos que crescem até
substituir completamente o seu material de origem (CONTIERI, 2009).

O pico (endotérmico) a 900°C refere-se a transformacdo de fases a/f3,
segundo Murray (1986), o titanio de alta pureza muda de fase em torno de 882°C,
porém, o titAnio grau 2, apresenta teores de nitrogénio e oxigénio que podem ser

responsaveis pelo deslocamento desse pico.
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Segundo Weschetal (1993) o Ti grau 2 apresenta a transicdo de fases em
temperatura em torno de 913+14°C. Essas transformacgfes também podem

ser observadas na curva de resfriamento, Figura 9b.

Figura 9 - Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do Ti c.p. grau 2
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-0,1 | |Exotérmico -0,1 ‘Endotermlco
-0,2 1 L L L L -0,2 ! ! ! 1 1 1
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fonte: Autor.
Legenda: a) Aquecimento
b) Resfriamento

4.2.2 Termogravimetria

A Figura 10 mostra as curvas de termogravimetria para o Ti c.p. grau 2. Foi
observado pela curva de aquecimento, um aumento na massa da amostra de
aproximadamente 1,15% massa, em decorréncia da formacao de TiO; na superficie
do material. Na curva de resfriamento foi possivel observar um ganho de massa de

0,62% massa.
O aumento de massa do Ti c.p, mostrado na Figura 10, refere-se com a

formacéao de TiO,.
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Figura 10 - Curvas de termogravimetria (TG), para o Ti c.p. grau 2
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Fonte: Autor.
Legenda: a) Aquecimento.

b) Resfriamento.

4.3 CARACTERIZACAO DO RECOBRIMENTO

4.3.1 Recobrimento com Hidroxiapatita

As Figuras 11a e 11b apresentam as micrografias obtidas por MEV e a Figura
11c mostra o espectro obtido por EDS, na condi¢ao Ti c.p+HA, em que foi possivel
observar a formacdo de uma estrutura globular e homogénea, caracteristica da
hidroxiapatita, mostrando que a imersdo em 1,5 SBF foi determinante na formacao
do recobrimento (CUMPATA 2014).

A homogeneidade do recobrimento ocorreu devido aos tratamentos alcalinos
e térmicos. O tratamento alcalino foi importante neste processo, visto que, devido a
formacdo espontanea do TiO,, ocorreu uma camada protetora sobre a superficie do
substrato, o que o torna pouco reativo a deposicao de hidroxiapatitas.

Quando o dioxido de titanio reage com o NaOH, forma-se o hidrogel de
titanato, que se desidrata durante o tratamento térmico e se estabiliza na forma de
titanato de sédio (Na,TisO11), parcialmente cristalizada, responsavel pela aceleracéo
do crescimento do fosfato (ADAWY, 2009). Ou seja, nos tratamentos alcalino e
térmico, ha um aumento nos sitios ativos da superficie do metal.

Na Figura 1la foi possivel observar a formagdo de trés camadas de

hidroxiapatita superpostas com formato globular.
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Fonte: Autor.
Legenda: a) Vista geral
b) Em detalhes

c) Espectro obtido na microanalise por EDS na regiéo A.

A Figura 11c, mostra a microanalise semi quantitativa por EDS e a Tabela 7
apresenta os resultados da microanalise semi quantitativa, realizada na regido A, em
que foi possivel observar a presenca de Ca, P e O, elementos presentes nas
hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)2. A presenca de cloro pode ser proveniente do HCI,
NaCl, e outros compostos contento cloro, que foram utilizados para preparar a
solucdo de 1,5 SBF.

Apesar de se esperar a formacao de hidroxiapatita, que é o fosfato de calcio
mais estavel e o menos soluvel de todos, a partir do recobrimento biomimético, o
EDS mostra a formacdo de apatita, jA que a razdo atbmica Ca/P apresentou um



51

valor inferior a 1,67, conforme Costa et al. 2009. Porém, a composic¢ao estavel pode
ter esta razao estendida para aproximadamente 1,5 (BEST, 2008).

A presenca do elemento oxigénio pode ser decorrente da formacdo da
estrutura hidroxiapatita e ou de contaminacdo superficial, assim como o carbono, a
presenca do magnésio pode ser decorrente dos reagentes utilizados na preparagéo
da solugéo de 1,5 SBF.

Tabela 9 — Microanalise semi quantitativa por EDS

Elemento % peso % atdbmica
Carbono 9.03 16.73
Oxigénio 39.88 55.49
Magnésio 0.93 0.85
Fosforo 8.76 6.30
Cloro 0.66 0.42
Célcio 14.07 7.81
Titanio 26.67 12.40

Fonte: Autor.

A Figura 12 mostra o difratograma de raios X do substrato com recobrimento
na condicdo Ti c.p+HA. Foram observados picos caracteristicos da estrutura
cristalina hexagonal compacta, fase a, estrutura apresentada pelo Ti em temperatura
ambiente e outros picos confirmando a presenca de hidroxiapatita, também
observado por Coelho (2013) e Erakovic et. al (2004).

Figura 12 - Difratograma de raios X da condi¢do Ti c.p+HA
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Fonte: Autor.
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O resultado obtido por espectroscopia no infravermelho (FTIR) para Ti c.p +
HA é apresentado na Figura 13.

Figura 13 - Espectro de infravermelho da condigado do Ti c.p + HA

—Ti+HA
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Fonte: Autor

O espectro de FTIR confirma os resultados do MEV/EDS e DRX, com a
identificacdo da formacéo de apatita através das bandas de absorcéo referentes a
vibragéo dos grupos PO,>(587, 1021 cm™) e OH (3691 cm™).

A banda em 1735 cm™ e a banda larga em 3000 — 3500 cm™ s&o referentes
as moléculas de &aguas incorporadas. Os picos em 1412 cm™ e 880 cm™ sdo
referentes, respectivamente, ao estiramento e vibracdo do grupo CO3s*do tipo A e B,
caracterizando assim a hidroxiapatita do tipo AB (BARRERI, 2001).

4.3.2 Recobrimento com Hidroxiapatita e dopagem com nanoparticula de prata

As Figuras 14a e 14b mostram as amostras do Ti + HA + AgNPs. Foi possivel
observar que as nanoparticulas de prata (AgNPs) recobriram a superficie de forma
homogénea e densa, isso pode ter ocorrido devido a substituicdo dos ions de calcio
por ions de prata, ja que a estrutura das apatitas possuem ions Ca* que podem ser
substituidas por cations metalicos como Ag* e Cu*(LALUEZA, et. al., 2011).

A Figura 14c mostra o EDS realizado na regiao A, e observa-se que além da

presenca de fosforo e calcio, principais elementos da hidroxiapatita, verificou-se a
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presenca de sbédio que pode ser decorrente do tratamento alcalino, ao qual as
amostras foram submetidas, previamente ao recobrimento biomimético, ou em
decorréncia do NaCl utilizado na preparacao da solucéao de 1,5 SBF.

O oxigénio pode ser decorrente da formacao da estrutura hidroxiapatita e ou
de contaminacéo superficial, assim como o carbono. E a presenca da prata indica
que houve a incorporacdo da nanoparticula de prata (AgNPs), na superficie da

amostra.

Figura 14 - Micrografias obtidas por MEV para a condi¢ao Ti c.p+ HA + AgNps

0 100 200 300 400 500 600
eV

Fonte: Autor.
Legenda: a) Vista geral
b) Em detalhes
c) Espectro obtido por EDS na regiao A.



54

A Tabela 8 mostra os resultados da microanalise semi-quantitativa, por EDS.
Foi possivel verificar que a razdo Ca/P (% atdmica), ndo apresentou o valor de 1,67,
mas apresentou um valor superior a 1, ou seja, o material pode ser empregado
como implante, pois de acordo com Best et al. 2008, compostos com razao menor

que 1, ndo sao adequados, visto que apresentam uma alta solubilidade.

Tabela 10 - Microanalise semi quantitativa obtida por EDS

Elemento % peso % atbmica
Carbono 13,08 22,94
Oxigénio 39,02 51,39
Saodio 0,53 0,48
Fosforo 13,73 9,34
Prata 3,03 0,59
Célcio 20,91 10,99
Titanio 9,70 4,27

Fonte: Autor.

A Figura 15 mostra o difratograma de raios X da condicdo Ti + HA + AgNPs.
Foi possivel observar a presenca da hidroxiapatita da fase a do titanio (estrutura
cristalina hexagonal), a prata, proveniente das nanoparticulas e B—TCP, decorrente
da transformacdo de HA deficiente em célcio. A distribuicdo mais homogénea
observada nas micrografias das amostras dopadas com AgNPs podem estar
relacionadas ao surgimento da fase 3- TCP (RAMESHABU, 2006).
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Figura 15 - Difratograma de raios X da condi¢cédo Ti+HA+AgNPs
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Fonte: Autor.

A Figura 16 apresenta o FTIR para essa condicdo, e foi possivel observar a
partir do espectro bandas caracteristicas ao grupo OH™ a 3437 cm™, do grupo CO3*
do tipo A em 1492 cm™, enquanto em 1406 cm™do tipo B, referente aos
estiramentos assimétricos da ligac&do de carbono do grupo COs? do tipo B, indicando
dessa forma a formacdo de apatitas. Os grupos PO,> s&o identificados nas bandas
situadas a 1140 e 1030 e 599 cm™ (BULINA, 2017).



Figura 16 - Espectro de infravermelho da condicédo do Tic.p +

HA + AgNPs
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A Figura 17 apresenta o espectro de infravermelho da nanoparticula de prata,

obtido a partir da solucdo, observa-se um pico de absorbancia caracteristico no

comprimento de onda de banda da Ag em, aproximadamente, 420 nm.

Figura 17 - Espectro de absorbancia no infravermelho de

AgNPs
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4.3.3 Recobrimento com Apatita e dopagem com éleo essencial e poliestireno

As Figuras 18a e 18b mostram as micrografias da amostra Ti c.p. + HA + dleo
+ PS. Foi observada uma superficie heterogénea e porosa. A superficie heterogénea
pode ser decorrente da evaporacao de solventes organicos durante a preparacao do
filme.

Observa-se a formacdo de uma estrutura fragmentada com uma distribuicéo
desigual do recobrimento, sendo que as regides mais claras vistas nas imagens,
provavelmente estejam relacionadas ao acumulo de 6leo (YANG, SONG, 2016).

As Figuras 18c e 18d mostram o EDS realizado nas regides A e B, e foi
observado a presenca de carbono e oxigénio proveniente do polimero (PS), e os
elementos calcio e fésforo, indicando que houve a incorporacdo do filme de dleo

com polimero sobre o Ti recoberto com hidroxiapatita.

Figura 18 - Micrografia obtida por MEV para a condi¢ao Ti c.p+ HA + 6leo + PS

(continua)
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Figura 18 - Micrografia obtida por MEV para a condi¢ao Ti c.p+ HA + dleo + PS
(concluséo)
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Fonte: Autor.

Legenda : (a) Vista geral.
(b) Em detalhes.
(c) Espectro obtido por EDS na regiao A.
(d) Espectro obtido por EDS na regiédo B.

A Tabela 9 mostra os resultados da microanalise semi-quantitativa, por EDS,
realizada nas regides A e B, em que foi possivel observar a presenca dos elementos

quimicos presentes na estrutura das hidroxiapatitas como Ca, P e O.

Tabela 11 - Microanalise semi quantitativa obtida por EDS.

Elemento Regido A Regiéo B
% Peso % Atémica % Peso % Atdmica
Carbono 76,43 81,97 90,18 93,92
Oxigénio 21,46 17,28 7,32 5,28
Fésforo 0,94 0,39 0,76 0,30
Calcio 0,88 0,28 0,97 0,30
Titanio 0,29 0,08 0,77 0,20

Fonte: Autor.
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A Figura 19 mostra o difratograma de raios X do substrato com recobrimento
na condicdo Ti c.p+ HA + 6leo + PS, e observou se picos de Ti, hidroxiapatita e um
pico de baixa intensidade do poliestireno em 26 = 27,3°, (LOPES,2007).

Figura 19 - Difratograma de raios X da condi¢&o Ti + HA + 6leo + PS
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Fonte: Autor.

A Figura 20 apresenta o espectro de FTIR do 6leo essencial de capim limé&o,
do poliestireno (PS) e do Ti+ HA + Oleo+ PS.

O espectro do 6leo apresenta uma banda na forma de tripleto, entre 3000 cm’
! e 2800 cm™ que pode ser atribuida a grupos metilicos (CH3), metilénicos (CH,) e
metinicos (CH), confirmados pelo dubletos préximo a 1370 cm™, equivalente as
deformacdes angulares do grupo. A banda intensa ocorre entre 1600 e 1700 cm™,
caracteristica da carbonila (C=0).

No espectro do poliestireno observa-se a presenca do anel aromatico
corresponde ao mero do estireno e ocorre em bandas caracteristicas em 1653 cm™
(deformacdo axial de ligacdo carbono-carbono no anel), 746 cm™ (deformacéo
angular fora do plano de C-H do anel aromético), e a 697 cm™ (deformagéo angular
fora do plano do anel aromatico (PEDROZA, MONTEIRO,TAVAREZ, 2008).

Ja no espectro da condicdo Ti+ HA+ dleo + PS, observou-se as bandas
caracteristicas do grupo OH™ a 3394 cm™, do grupo COs* a 1498 cm-1 do tipo A e
1413 cm™ do tipo B, referentes aos estiramentos assimétricos da ligacdo de
carbono, indicando a atividade de apatitas. Os picos em 1142 e 1028 cm-! sdo
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referentes a vibracdo do grupo PO,%, enquanto o pico em 681 cm™ refere-se ao
estiramento do grupo PO4>".

Figura 20 - Espectro de infravermelho da amostra na condi¢céo Ti +
HA+ 6leo + PS, do 6leo de capim limao e filme de
poliestireno
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Fonte: Autor.

4.4 ENSAIO DE BIOATIVIDADE

O ensaio de bioatividade descreve a capacidade de formacdo de apatitas
sobre a superficie de implantes metédlicos, em solucdo SBF, por um periodo de
quatro semanas.

4.4.1 Amostrade Titanio sem recobrimento

No ensaio de bioatividade do Ti c.p. sem recobrimento, apresentados nas
micrografias das figuras 21a a 21d, foi observado que no decorrer das semanas
houve a formacdo de pequenos globulos compactos caracteristicos de
hidroxiapatita. Na primeira e segunda semana, ainda € possivel observar a
superficie do titdnio e pequenos aglomerados de hidroxiapatita distribuidos sobre a
superficie, identificados pelos elementos Ca, P e O, através do EDS, realizado na
primeira semana, Figura 21e.
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As Figuras 21c e 21d mostram as micrografias ap0s o0s ensaios de
bioatividade nas terceira e quarta semanas, respectivamente. Observa-se na quarta
semana uma intensa formacdo de camada de HA na forma de glébulos
aglomerados, identificados pelo EDS (Figura 20f) realizado na regido A da Figura
21d, a partir dos elevados teores dos elementos Ca, P e O, quando comparados
com o EDS da primeira regido, demonstrando que o Ti c.p. sem recobrimento,

apresenta baixa bioatividade.

Figura 21 - Micrografia obtida por MEV e microanalise por EDS apds o ensaio de

bioatividade do Ti c.p. sem recobrimento

(continua)
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Figura 21 - Micrografia obtida por MEV e microanalise por EDS apds o

ensaio de bioatividade do Ti c.p. sem recobrimento

(concluséao)
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Fonte: Autor.
Legenda: (a) 128Semana,;
(b) 28Semana,;
(c) 38Semana;
(d) 43Semana,;
(e) Microanalise por EDS-12Semana.
(f) Microanalise por EDS- 22 Semana.

A Tabela 10 apresenta os resultados da microanalise semi-quantitativa, por
EDS, em que se observa a presenca de Ca, P e O, presentes na estrutura da
hidroxiapatita.

A presenca de cloro pode ser proveniente do HCI (utilizado para preparar a
solucéo de 1,5 SBF), o sédio pode ser decorrente do tratamento alcalino, ao qual as
amostras sao submetidas previamente ao recobrimento biomimético ou devido ao
NaCl presente em grande quantidade na preparacao da solucéo de 1,5 SBF.

Os elementos carbono e oxigénio aumentam no decorrer das semanas, pelo
fato da hidroxiapatita permitir a substituicdo dos ions PO.* pelo fon CO5%.
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Tabela 12 - Microanalise semi quantitativa para o Ti c.p. sem recobrimento por EDS

Elemento EDS A - 12semana EDS B — 4@ semana
% Peso % Atdmica % Peso % Atdmica

Carbono 0,61 1,97 1,57 3,47
Oxigénio 1,36 3,29 31 51,53
Sadio 15,50 26,05 2,62 3,03
Cloro 7,03 7,66 1,23 0,92
Fésforo 0,25 0,31 1,23 0,92
Célcio 0,20 0,19 15,77 10,46
Titanio 75,05 60,54 36,65 20,35

Fonte: Autor.

4.4.2 Amostra de Titanio recoberto com Hidroxiapatita

As Figuras 22 a 22f, mostram a superficie das amostras na condi¢ao Ti + HA,

durante as quatro semanas do ensaio de bioatividade, bem como a andlise semi

guantitativa por EDS, para as regides A e B identificados nas micrografias.

Figura 22 - Micrografias obtidas por MEV e microanalise por EDS do ensaio de

bioatividade para a condig&o Ti+HA.

(continua)
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Figura 22 - Micrografias obtidas por MEV e microanalise por EDS do ensaio de
bioatividade para a condigéo Ti+HA.

(concluséao)
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Fonte: Autor
Legenda: (a) 18Semana;
(b) 28Semana;
(c) 38Semana;
(d) 4°Semana;
(e) Microanalise por EDS-12Semana;

(f) Microanalise por EDS-42Semana.

A Tabela 11 mostra os resultados da microanalise semi-quantitativa por EDS,
realizados na primeira e quarta semana, e foi possivel observar a presenca dos
elementos Ca, P e O, presente na estrutura da hidroxiapatita, sendo que esses
elementos tiveram suas % aumentadas na quarta semana, apresentando uma

relacdo de Ca/P de 1,70, razdo bem préxima da hidroxiapatita.
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Tabela 13 - Microanalise semi quantitativa para a condi¢cao Ti + HA, por EDS

Elemento EDS regido A — 12semana EDS regido B — 42 semana

% Peso % Atdmica % Peso % Atdmica
Carbono 7,08 13,69 12,74 20,83
Oxigénio 39,24 56,97 46,52 57,07
Saédio - - 0,64 0,54
Magnésio 0,97 0,93 1,15 0,93
Fosforo 7,05 5,29 12,96 8,21
Célcio 10,25 5,95 22,14 10,84
Titanio 35,39 17,16 3,86 1,58

Fonte: Autor.

Os resultados referentes as quatro semanas do ensaio demonstraram que
houve a formacdo de uma grande quantidade de glébulos de hidroxiapatita, e na
primeira semana do ensaio de bioatividade foi possivel observar a formacgéo de uma
camada sobreposta de HA.

No decorrer das semanas observou-se um acréscimo na formacao de HA,
isso sugere que o biomaterial nessa condi¢cdo quando for implantado, facilitara a
osseointegracao (KOKUBO, 2004).

Na Figura 22d, referente a quarta semana de ensaio de bioatividade,
observou-se os glébulos da hidroxiapatita distribuidos homogeneamente sobre a
superficie do titdnio em camadas sobrepostas.

O aumento na quantidade de hidroxiapatita pode ser confirmado quando
comparado os EDS da primeira e quarta semana, nas Figuras 22e e 22f,
respectivamente, nas quais pode-se observar a presenca dos elementos Ca, P e O,
com maior intensidade na quarta semana.

Os teores de sbdio e magnésio presentes nas analises de EDS das Figuras
22d e 22e podem ser decorrentes do tratamento alcalino ou dos reagentes (NaCl e
MgCl,.6H,0), utilizados no recobrimento da hidroxiapatita.

A Figura 23 esta apresentado o espectro de infravermelho (FTIR), do ensaio
de bioatividade para as quatro semanas para a condi¢cdo Ti c.p + HA e a semana
zero (ensaio utilizado como controle), para comparar com as quatro semanas de

ensaios.
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E possivel observar as bandas caracteristicas do grupo PO,> em 1114, 1176,
556 cm™,esta Ultima referente & vibracdo da ligacdo assimétrica do fosfato, em 1490
cm™ a banda referente ao estiramento grupo COs* do tipo A e em 904 cm™ referente
a vibragcdo do grupo COs* do tipo B e em 3583 cm™ vibragcdo do grupo OH
(BULINA,RICCI,2017).

Estas bandas ocorrem nas quatro semanas, estando assim coerente com as
Figuras de microscopia por MEV que evidenciam o aumento da hidroxiapatita no
decorrer das semanas. No FTIR é possivel observar que as bandas de PO,* e de

CO5* foram mais intensas na quarta semana.

Figura 23 - Espectro de infravermelho do ensaio de bioatividade

para a condicdo Ti c.p+HA
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—— Semana 1
—— Semana 2
OH ——Semana 3

/ —— Semana 4
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Fonte: Autor.

4.4.3 Amostra de Titanio recoberto com Hidroxiapatita e dopado com
nanoparticula de prata

As Figura 24a a 24d apresentam as micrografias obtidas por MEV, e as
andlises por EDS para a condicdo Ti + HA + AgNPs, e foi possivel observar com
maior evidéncia, as nanoparticulas de prata (AgNPs), na quarta semana, isso pode
ter ocorrido devido a transformacéo da estrutura da hidroxiapatita, que tem seus ions
de Ca?*substituidos pelos fons Ag*, o que justifica a maior quantidade de prata no

decorrer das semanas, resultado também observado por VIEIRA, 2013.
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Na analise por EDS observa-se a presenca de Ag sobre as regibes de
analise, bem como a presenca de fosforo, calcio e oxigénio referentes a formacéao da
hidroxiapatita, ja o carbono é evidenciado devido a quitosana utilizada no preparo da
nanoparticula de prata e a presenca do enxofre pode ser decorrente de
contaminagao superficial.

Na primeira semana é possivel observar a formagéo de hidroxiapatita com um

crescimento ao longo das semanas durante o ensaio de bioatividade.

Figura 24 - Micrografia obtida por MEV e microanalise por EDS do ensaio de
bioatividade para a condigao Ti+HA+ AgNPs
(continua)
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Figura 24 - Micrografia obtida por MEV e microanalise por EDS do ensaio de
bioatividade para a condigao Ti+HA+ AgNPs

(concluséo)
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Fonte: Autor

Legenda: (a) 12Semana,;

(b) 28Semana,;
(c) 33Semana;
(d) 43Semana,;

(e) Microanalise por EDS-12Semana.

(f) Microanalise por EDS- 22 Semana.
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De acordo com as concentracdes apresentadas na Tabela 12, referentes a

analise de EDS, nota-se a maior concentracdo dos elementos precursores das

hidroxiapatita na 4% semana condizentes com o MEV em que se observou pelas

micrografias 0 aumento das camadas com o decorrer das semanas, e esse aumento

facilitara a osseointegracao do material.

Tabela 14 - Microandlise semi quantitativa para a condi¢édo Ti + HA + AgNPs por

EDS
(continua)
Elemento EDS regido A — 12 semana EDS regido A — 42 semana
% Peso % Atdmica % Peso % Atdmica

Carbono 9,68 19,37 15,04 26,18

Oxigénio 30,61 45,96 36,76 48,03

Fosforo 11,42 8,86 14,33 9,67

Prata 0,52 0,12 2,77 0,54

Célcio 17,81 10,67 23,71 12,37
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Tabela 14 — Microanalise semi quantitativa para a condicéo Ti + HA + AgNPs por

EDS
(concluséo)
Elemento EDS regido A — 12 semana EDS regido A — 42 semana
% Peso % Atdmica % Peso % Atdmica
Titanio 29,97 15,03 7,38 3,22

Fonte: Autor.

A Figura 25 apresenta o0 espectro de infravermelho para o ensaio de
bioatividade. E possivel observar as bandas em 1014 e 1190 cmreferente a
vibracéo do grupo POs>em 535 cm™ao estiramento do grupoPO,*". Em 1345 cm™ é
verificado o estiramento do grupo COs*do tipo A, enquanto em 904 cm™

corresponde a vibragdo do grupo COs*. A banda de vibragdo do grupo OH
corresponde ao pico em 3697 cm™.

Figura 25 - Espectro de infravermelho do ensaio de bioatividade do Ti
c.p.+HA +AgNPs
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Fonte: Autor.
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4.4.4 Amostra de Titanio recoberto com Hidroxiapatita e 6leo incorporado em

polimero

As Figuras 26a-26f, apresentam as micrografias obtidas por MEV e por EDS,
nos ensaios de bioatividade, para a condi¢do Ti c.p. +HA+ 6leo + PS.

Na primeira semana, conforme mostra a Figura 26a, ja se observa a formacéo
de hidroxiapatita. As Figuras 26b e 26c¢, sdo referentes as segundas e terceiras
semanas, respectivamente, e nota-se um aumento na formacdo dos globulos de
hidroxiapatita.

Porém na quarta semana observa-se maior nitidez da sobreposicdo de
camadas de hidroxiapatita, sendo possivel verificar o aumento na quantidade dos
glébulos. A formacédo de hidroxiapatita sobre este recobrimento indica que o filme

(6leo com o polimero) possui bioatividade.

Figura 26 - Micrografia obtida por MEV e microanalise por EDS do ensaio de

bioatividade para a condicao Ti+HA+ 6leo+ PS

(continua)
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Figura 267 - Micrografia obtida por MEV e microanalise por EDS do ensaio de

bioatividade para a condigao Ti+HA+ dleo+ PS

(Concluséao)
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Fonte: Autor
Legenda: (a) 128Semana,;
(b) 22Semana,;
(c) 33Semana;
(d) 43Semana,;
(e) Microanalise por EDS-12Semana.

() Microanalise por EDS- 22 Semana.

De acordo com as concentracdes apresentadas na Tabela 13, referentes a
analise de EDS, nota-se a presenca dos elementos célcio, fosforo e oxigénio
presentes na estrutura da hidroxiapatita.

O carbono € o principal constituinte do 6leo e do polimero e por isso os teores
sdo elevados, jA o sOdio, o magnésio e o cloro sdo decorrentes dos reagentes

utilizados no preparo da solugdo de SBF e o enxofre pode ser decorrente de
contaminagao superficial.



Tabela 15 - Microanalise semi quantitativa para a condig¢ao Ti + HA+ éleo+ PS por

Elemento EDS regido A — 12 semana EDS regido A - 42 semana
% Peso % Atomica % Peso % Atomica
Carbono 41,83 61,67 48,83 63,05
Oxigénio 16,29 18,02 27,31 26,47
Saédio - - 0,55 0,37
Magnésio - - 0,80 0,51
Fosforo 3,77 2,16 7,74 3,87
Enxofre 12,97 7,16 - -
Calcio 23,60 10,43 14,51 5,61
Cloro - - 0,26 0,11
Titanio 1,54 0,57 - -

Fonte: Autor.

A Figura 27 mostra o espectro de infravermelho do ensaio de bioatividade,
para a condicdo Ti c.p. + HA + dleo + PS. E foi possivel observar as bandas em
1016 e 1088 cm™, referentes a vibracdo do grupo PO,>em 589 cm™ao estiramento
do grupo PO,**.Em 1459 cm™ foi verificado o estiramento do grupo CO3*do tipo A,
enquanto em 992 cm™ corresponde a vibracdo do grupo COs?. A banda de vibracado
do grupo OH" corresponde ao pico em 3509 cm™.
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Figura 27 - Espectro de infravermelho do ensaio de bioatividade
do Tic.p.+ HA + dleo + PS
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Fonte: Autor.

4.5 ENSAIO DE CORROSAO

4.5.1 Ensaio de Polarizagdo em Solucdo corpoérea

A Figura 28 apresenta as curvas do potencial de circuito aberto (PCA) das
amostras nas condicdes: Ti c.p., Ti + HA; Ti + HA + AgNPs; Ti + HA + éleo + PS e do
filme: 6leo + PS, os ensaios foram realizados em solucao 1,5 SBF, a temperatura de
36,5°C e pH 7,4.

A amostra do Ti c.p apresentou um pequeno aumento no potencial com o
decorrer do tempo, indicando a formacao da pelicula passiva pela formacao do 6xido
de titanio (TiOy), na superficie, que tende a proteger o substrato.

Enquanto que o potencial dos substratos para as condi¢cdes Ti + HA; Ti + HA +
AgNPs e Ti + HA + 6Oleo + PS, tenderam a permanecer constantes, indicando que o
recobrimento foi estavel e aderente a superficie, resultado semelhante foi
encontrado por Sinha (2012).

A curva de potencial de circuito aberto para o filme: 6leo+PS apresentou um
comportamento de estabilizacdo do filme, verificado pela tendéncia constante do
potencial em funcdo do tempo.
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Figura 28 - Curvas de OCP para as amostras nas condi¢des: Ti
c.p., Ti+HA; Ti+HA+AgNPs e Ti+HA+d6leo e filme: éleo
+ PS, em solugao 1,5 SBF, temperatura de 36,5°C e
pH 7,4
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Fonte: Autor.

A Figura 29 mostra as curvas de polarizacdo linear, das amostras nas
condicdes: Ti c.p., Ti+HA; Ti+HA+AgNPs; Ti+HA+dbleo + PS e do filme: 6leo+PS, e
através do método de extrapolacdo de Tafel, foi possivel determinar os valores do
potencial de corrosdo (Ecorr), a densidade de corrente de corrosédo (Icorr) e a
densidade de corrente passiva (Ipass), os resultados estdo apresentados na Tabela
14.

Figura 29 - Curvas de polarizagao linear para as amostras nas
condigoes: Ti c.p., Ti+HA; Ti+HA+AgNP s e
Ti+HA+6leo e filme: 6leo + PS, em solugao 1,5
SBF, temperatura de 36,5°C e pH 7,4
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Fonte: Autor.



75

Tabela 16 - Parametros eletroquimicos para as amostras nas condi¢des: Ti
c.p., Ti+HA; Ti+HA+AgNPs e Ti+HA+dleo e filme: 6leo + PS em solugéo
1,5 SBF, temperatura de 36,5°C e pH 7,4

Condicéo Ecorr (V) Icorr (A/cm?) Ipass(A/cm?)
Ti c.p. -0,458 £0,032 1,176 E®+2,913E7  1,572E°+ 3,620E™°
Ti + HA -0,389 + 0,036  1,618E°+3,425E7  8,992E°+1,762 E™

Ti+HA + AgNPs  -0,055 + 0,059  3,700E°+7,631E7 4,216 E°+1,644E°
Ti + HA+ 6leo+PS  -0,110 + 0,044 5,921E®%+5151E° 1,478 E®+3,435E”

Filme: 6leo + PS  -0,553 + 0,049 5,201E®+ 1,872E® 1,484 E3+2,869E™

Ecorr=potencial de corrosao; Icorr =densidade de corrente de corroséo; Ipass = densidade
de corrente de passivacao.
Fonte: Autor.

Foi possivel observar que a amostra na condi¢ao Ti c.p., h4 uma nitida regiao
passiva, onde a densidade de corrente se manteve praticamente constante,
enquanto os valores de potencial sofreram variagdo. Este comportamento indica a
formacéo de um filme passivo (possivelmente 6xido de titanio) na superficie do Ti cp.
(Ipass = 1,572x10°Alcm?).

Ocorreu uma quebra desse filme em torno do potencial 1,102 V e em seguida
uma camada de Oxido foi novamente formada, indicando que o 6xido estava
aderente e estavel na superficie do Ti c.p.

Nas amostras com recobrimento nas condicdes: Ti+HA; Ti+HA+AgNPs e
Ti+HA+ 6leo + PS, nédo foi observada uma regido passiva nitida, sugerindo que o
recobrimento de hidroxiapatita, de AgNPs e de 6leo foram aderentes na superficie
do Tic.p.

O potencial de corroséo (Ecorr) para as condi¢cbes: Ti+HA+AgNPs (-0,55mV)
e Ti+HA+0leo+PS (-110mV), sdo maiores que o Ti cp (-0,458mV), Ti+HA (-0,389mV)
e Filme: oOleo +PS (-0,553mV). Isso indica que 0s recobrimentos propostos
(HA+AgNPs e HA+6leo+PS) sdo mais estaveis e retardam o inicio do processo
corrosivo, isso também foi observado por Sousa (2018) e Mariano (2009), em
amostras de titdnio grau 4.

A condigéo Ti c.p. + HA + AgNPs, apresentou o maior valor de potencial de

corrosdo (Ecor), mostrando que o recobrimento com nanoparticulas de prata retarda
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0 inicio do processo de corrosdo, em comparacao as demais condi¢cfes, resultado
semelhante foi encontrado por Ricci, 2017, em titdnio recoberto com hidroxiapatita e
dopado com nitrato de prata e quitosana (Ti+HA+AgNO3+Q), em meio de 1,5 SBF.
Observou-se ainda que a adicdo do filme (6leo+PS), na condicao
Ti+HA+dleo+PS, promoveu a diminuicdo da densidade de corrente de passivacao,
Ipass=1,478x10°® A/cm?, mostrando que o filme auxiliou na formacdo de um filme

passivo, em valores menores ao que ocorre com o Ti c.p. (Ipass=1,572x10° Alcm?).
4.5.2 Curvas de corrosdo em meio de saliva sintética

As amostras nas condicdes: Ti c.p., Ti+HA; Ti+HA+AgNPs; Ti+HA+6leo+ PS e
flme oOleo + PS foram submetidas a ensaios de corrosdo por polarizacédo
potenciodindmica, em meio de saliva sintética, e através da Figura 30 foi possivel
observar o potencial de circuito aberto.

Em todas as condicfes estudadas foi possivel observar um aumento do
potencial com o tempo, indicando a formacdo de um filme passivo seguido de
estabilizacdo. Este filme tende a proteger o material, ja que € mais estavel que o
metal puro, porém, devido a alta presenca de cloreto, o filme de 6éleo + PS nédo se
mostrou estavel, isso porque os ions de cloreto sdo 0s principais responsaveis pela

guebra do filme passivo e iniciacédo de sitios de corrosao localizada por pites.

Figura 30 - Potencial de circuito aberto das amostras Ti c.p, Ti
+ HA; Ti + HA + AgNPs; Ti + HA + Gleo + PS e filme: 6leo + PS,

em saliva artificial
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Fonte: Autor.
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A Figura 31 mostra as curvas de polarizacdo potenciodinamica linear das

amostras: Ti c.p., Ti+HA; Ti+HA+AgNPs; Ti+HA+dbleo + PS e filme: éleo + PS, em

saliva artificial.

Figura 31 - Curvas de polarizagdo nas amostras Ti cp, Ti+HA;
Ti+HA+AgNPs; Ti+HA+6leo + PS e filme: 6leo + PS, em
saliva artificial, temperatura de 36,5°C e pH 6,0
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Fonte: Autor

Tabela 17 - Parametros eletroquimicos para as amostras Ti c.p., Ti+HA,

Ti+HA+AgNPs e Ti+HA+d6leo + PS e filme: 6leo + PS em saliva sintética

Condicéao

Ecorr (V)

Icorr (A/cm?)

Ipass(Alcm?)

Ti c.p.

Ti + HA

Ti + HA + AgNPs

Ti + HA+ 6leo+PS

Filme:6leo + PS

-0,458 + 0,048

-0,389 + 0,093

-0,123 £ 0,022

-0,526 + 0,064

-0,576 + 0,081

1,117 E®+1,821E”

1,627E°+ 6,387E”

4,285E '+ 2,148E™®

7,779E "+ 2,893E®

3,841E°+ 2,143€E®

1,445E + 1,463E™°

6,530E°+ 3,752E”

1,596 E%+ 4,352E”

9,856 E '+ 1,243E®

1,570 E>+ 3,764E™

Fonte: Autor.



78

A amostra Ti c.p.+ HA + AgNPs apresentou o maior valor de potencial de
corrosédo (Ecorr=-0,123 V), comparado as demais condicoes.

N&o houve variacdo significativa da densidade de corrente de passivacéo
(Ipass), para as condicdes Ti+HA+0leo+PS e TI+HA+AgNPs, mostrando que tanto o
filme quanto as AgNPs, e os valores de Ipass foram menores em relacdo as demais
condi¢bes, indicando que a passivagdo acontece mais rapidamente nessas
condicoes.

Também foi observada, uma nitida regido passiva na amostra de Ti c.p, em
que a densidade de corrente se manteve constante em uma larga faixa de valores
de potenciais. Este comportamento indica a formacdo de um filme protetor,
provavelmente o éxido de titdnio que protege o material (ROBIN, 2008).

Semelhante ao meio de 1,5 SBF, o filme de 6leo + PS apresentou um elevado
valor de densidade de corrente de passivacdo (1,570E°A/cm?), se comparada as
demais condic¢des, indicando que o recobrimento é mais estavel que somente o
filme.

A condicao do Ti+HA+AgNPs, com nanoparticulas de prata apresentou maior
potencial de corrosdao e baixa densidade de passivagdo, sugerindo que o
recobrimento apresentou maior estabilidade e homogeneidade.

Quando comparamos o0s parametros eletroquimicos dos dois meios
estudados, € possivel observar que no meio 1,5 SBF as condicbes de
Ti+HA+AgNPs e Ti+HA+0leo+PS apresentaram maiores valores de potencial de
corrosdo, -0,055V e -0,110V, respectivamente, em relacdo ao meio de saliva
sintética, -0,123V e -0,526V, respectivamente, ou seja, em ambos revestimentos o
processo corrosivo iniciara primeiro no meio de saliva sintética, isto porque a
composicdo dessa solucdo, que tem como base para sua fabricacdo uma maior
quantidade de substancias quimicas, principalmente sais que podem gerar um meio
COrrosivo mais agressivo.

Assim, a camada passiva pode, ser destruida por substancia redutoras,
polarizagdo catddica ou ions muito eletronegativos, principalmente cloretos, que
penetram na camada de 6xido aumentando sua permeabilidade. A presenca de
cloreto pode levar a corrosao localizada pela destruicdo local da camada protetora.
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4.6 ENSAIO DE CULTURA

Nas Figuras 32 (a, b, c, d, e) estdo apresentadas os resultados do ensaio
microbiolégico usados no ensaio de halo de inibicdo com a bactéria Staphylococcus
aureus, gram-positivo. E o0s resultados da atividade antibacteriana estao
apresentados na Tabela 16, em funcdo do halo de inibicdo indicados na seta, em
mm.

Figura 32 - Ensaio antimicrobiol6gico com Staphylococcus aureus, gram-
positivo, das amostras nas condicdes

Fonte: Autor.
Legenda: a) Ti c.p; b) Ti c.ptHA; c) Ti+ HA + Q; d) Ti c.p+tHA+AgNPs; e) Ti c.p+
HA+ PS+ dleo.
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Nas Figuras 32a e 32b, para as condi¢cbes Ti c.p e Ti c.p+HA, observou-se
que nao ocorreu a formacgdo de halo, pois, estes materiais nao possuem
caracteristicas bactericidas.

Na Figura 32c, (Ti+HA+Q), também nao houve formacdo de halo apesar da
quitosana apresentar atividade antimicrobioldgica, isto pode ter ocorrido devido a
baixa concentragdo utilizada, provavelmente ndo se atingiu a concentragdo minima
inibitoria para a formacéao de halos.

O teste desta condicao foi realizado para efeito comparativo, com a finalidade
de provar que o efeito bactericida n&o ocorreria pela quitosana e sim pelos
bactericidas utilizados no trabalho, a AgQNPS e o 6leo de capim lim&o

A Figura 32d, para a condicdo Ti c.p+HA+AgNPs, ocorreu a formacao de
halos de inibicdo de diametro médio de 9,667 £0,667 mm, circulares e crescentes ao
redor dos discos, ap6s 24 horas de incubacdo com as cepas bacterianas, isto
ocorreu pelo fato das AgNPs possuirem carga positiva e quando em contato com as
membranas celulares que possuem cargas negativas, os ions de prata aderem a
superficie das membranas, causando eliminacdo total ou parcial das bactérias
(HANSEN, THUNEMANN, 2016).

Ricci, 2017 observou que a amostra de Ti cp+HA+AgNO3 apresentou um halo
com diametro médio de aproximadamente 0,9 cm, indicando que a prata possui
acdo bactericida contra a bactéria Staphylococcus aureus.

Na Figura 32e, para a condicdo Ti c.p+ HA+06leo+PS, foi possivel observar
que o filme: 6leo + PS, mostrou-se eficaz, contra as bactérias Gram positivas. Esses
resultados corroboram com relatos anteriores que justificam maior susceptibilidade
dessas bactérias devido a presenca da membrana externa em suas células, que
proporciona forte barreira aos 6leos (AL-REZA et al., 2010; BURT, 2004;
CALSAMIGLIA et al., 2007).

Tabela 18 - Resultados dos ensaios antimicrobiolégico com Staphylococcus aureus,
gram-positivo, via halo de inibicdo

Amostras-condigao halo de inibigdo (mm)
Ti c.p. 9,007 + 0,067
Ti + HA 9,066 + 0,069
Ti + HA + AgNPS 9,667 + 0,667
Ti + HA +6leo+0OS 11,000 £ 2,00
Ti + HA + Quitosana 9,067 + 0,067

Fonte: Autor.
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5 CONCLUSAO

A andlise da micrografia e a difracdo de raios X mostrou que o Ti. c.p.
apresenta uma estrutura predominantemente composta de fase a. Através do DSC
verificou-se que a transformacéo de fase a/3 ocorreu em aproximadamente 900 °C e
em torno de 730 °C houve a formacé&o do diéxido de titanio rutilico.

As etapas de tratamento alcalino e tratamento térmico se mostraram
eficientes, visto que em todas as condi¢cdes de recobrimento houve a formacédo da
camada de hidroxiapatita confirmada pelo MEV e EDS. Observou-se também que a
dopagem com AgNPs sobre a camada com HA, promoveu um recobrimento
homogéneo diferente da dopagem com o 6leo essencial+ PS que apresentou uma
superficie heterogénea que pode ter sido causada pela evaporacdo de solventes
organicos durante a preparacgao do filme.

O potencial de circuito aberto revelou um pequeno aumento do potencial em
relacdo ao tempo do Ti. c.p, indicando a formacdo de uma pelicula passivadora na
superficie que tende a proteger o material em ambos meios corrosivos. Ja em todas
as outras condi¢des foi possivel concluir que as camadas se mostraram aderidas e
estaveis no meio 1,5 SBF, pois permaneceram constantes. No meio de saliva
sintética, isto ndo ocorreu, 0 que pode indicar que o recobrimento ndo mostrou
grande estabilidade.

As curvas de polarizacao revelaram uma consideravel melhora na resisténcia
a corrosao apoés a dopagem com os bactericidas nos 2 meios, sendo que a amostra
com 6leo+ PS apresentou uma melhor atividade corrosiva no meio de 1,5 SBF,
porém, em saliva sintética a amostra com nanoparticula de prata apresentou melhor
resisténcia a corrosao.

Quando comparamos o parametro eletroquimico de corrosédo, foi possivel
observar que a corrosao inicia primeiro em saliva sintética, tanto para a condicao
Ti+HA+AgNPs quanto para a Ti+HA+0leo+PS.

Em relacdo ao ensaio de cultura, como esperado, as amostras com
nanoparticula de prata e com Oleo essencial apresentaram atividade contra a
Staphylococcus aureus, confirmado através da formacdo do halo de inibicdo

formado somente nessas duas condicdes.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1-Realizar o recobrimento biomimético em outro material/ ligas metalicas.

2- Testar outros 6leos.
3- Testar outros polimeros.
4- Realizar ensaio de adesao.

5- Realizar o teste de Cultura com outras bactérias e outros métodos (biofilme).

6- Avaliar outras técnicas de recobrimento de hidroxiapatita em implantes metalicos;
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