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RESUMO

Este trabalho estudou a modificacdo superficial da liga Ti6AlI7Nb tratada por
deposicao de Al,O3z por Atomic Layer Deposition (ALD) e revestimento de apatita.
Isso se deu com quatro grupos de amostras: amostras de substratos (grupo G1),
amostras tratadas por deposicdo de Al,Oz por ALD (grupo G2), amostras com
deposicao de Al,O3 por ALD e revestidas com apatita por eletrodeposicéo (grupo G3)
e amostras com deposicédo de Al,O3; por ALD e revestidas com apatita por imersao
em solucao de Simulated Body Fluid cinco vezes concentrada (SBFx5) (grupo G4).
Esses grupos foram comparados, resultando na modificdo microestrutural que
proporcionou melhor resposta bioldgica, no caso, a producéo de proteinas totais. Os
grupos foram caracterizados por fluorescéncia de raios X (FRX), Espectroscopia de
Energia Dispersiva de Raios X (EDS), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Espectroscopia de Difracdo de Raios X (DRX), Espectroscopia Raman e Microscopia
de Forca Atbmica (AFM). As caracterizacdes revelaram a composi¢cdo quimica e
cristalografica da liga de titanio Ti6AI7Nb e ap6s as modificacbes superficiais,
confirmando a formacdo dos filmes aluminio-titanio (grupo G2) e aluminio-titanio-
apatita (grupos G3 e G4). Os resultados revelaram cristais de apatitas laminares em
forma de placas, e cristais irregulares, com aparéncia de flocos crescendo do centro
para a borda e aparéncia de flores. Os tamanhos e indices de cristalinidades, assim
como, a relacdo Ca/P mostraram valores dentro da faixa esperada para apatitas
biologicas, sintética e ndo estequiométricas. Ensaios de citotoxicidade in vitro e
quantificacdo de proteinas totais, relacionadas a calcificacdo da matriz extracelular
foram realizados e mostraram que a liga sem tratamento apresentou maior afinidade
celular, como pode ser visto no grupo G1, porém, as modificagbes da superficie
Ti6AI7Nb por nanofilmes de Al,O3; por ALD e apatitas melhoraram a bioatividade e a
producdo de proteinas como mostrou 0s grupos experimentais G2, G3 e G4. A
formacdo de microporosidade foi favoravel & maior producdo de proteinas totais,
como observado no grupo G2. Além disso, influenciou na nucleacdo de apatitas em
nanoescala, como mostra 0os grupos G3 e G4. Os resultados apresentados neste
trabalho confirmaram a nao citotoxicidade, sustentando fortemente a aplicacéo

desses nanofilmes na engenharia de tecidos.

Palavras-chave: Biomaterial, Al,O3, ALD, Revestimento, Apatita, Liga Ti6AI7Nb.



ABSTRACT

This work studied the surface modification of Ti6AI7Nb alloy treated by Al,O3
deposition by Atomic Layer Deposition (ALD) and apatite coating. This happened
with four groups of samples: samples of substrates (group G1), samples treated
by deposition of Al,O3 by ALD (group G2), samples with deposition of Al,O3 by
ALD and coated with apatite by electroplating (group G3) and samples with
deposition of Al,O3 by ALD and coated with apatite by immersion in a Simulated
Body Fluid solution five times concentrated (SBFx5) (group G4). These groups
were compared, resulting in the microstructural modification that provided a better
biological response, in this case, the production of total proteins. The groups were
characterized by X-ray fluorescence (FRX), Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy (EDS), Scanning Electron Microscopy (SEM), X-Ray Diffraction
Spectroscopy (XRD), Raman Spectroscopy and Atomic Force Microscopy (AFM).
The characterizations revealed the chemical and crystallographic composition of
the titanium alloy Ti6AlI7Nb and after surface modifications, confirming the
formation of aluminum-titanium (group G2) and aluminum-titanium-apatite (groups
G3 and G4) films. The results revealed laminar apatite crystals in the form of
plates, and irregular crystals, with the appearance of flakes growing from the
center to the edge and looking like flowers. The sizes and crystallinity indices, as
well as the Ca/P ratio showed values within the expected range for biological,
synthetic and non-stoichiometric apatites. In vitro cytotoxicity assays and
quantification of total proteins related to calcification of the extracellular matrix
were performed and showed that the untreated alloy had higher cellular affinity, as
can be seen in the G1 group, however, the Ti6AI7Nb surface modifications by
Al;,O3 nanofilms by ALD and apatites improved bioactivity and protein production
as shown by experimental groups G2, G3 and G4. The formation of microporosity
was favorable to the greater production of total proteins, as observed in the G2
group. Furthermore, it influenced the nucleation of apatites at the nanoscale, as
shown by the G3 and G4 groups. The results presented in this work confirmed the
non-cytotoxicity, strongly supporting the application of these nanofilms in tissue

engineering.

Keywords: Biomaterial, Al,O3, ALD, Coating, Apatite, Ti6AI7Nb Alloy.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Esse trabalho contribuiu para o estudo sobre a modificacdo da liga de titanio
Ti6AI7Nb para aplicacbes na area de engenharia de biomédica. Os resultados
revelaram que a liga sem tratamento (grupo G1) ao receber a deposi¢cao do
nanofilmes aluminio-titanio (grupo G2) mostrou microporosidade melhor que a liga
sem tratamento, pois apresentou a maior quantidade de producdo de proteinas
totais. Além disso, a microposisitade favoreceu a criacdo de nucleos responsaveis
pela nucleacdo de apatita (grupos G3 e G4). Os resultados obtidos sustentam a
capacidade de geracdo de células 6sseas e a promissora aplicagdo em processos
de osteossintese e osteoconducdo. Além disso, os testes bioldgicos mostraram que
as superficies modificadas foram atoxicas, pois comprovaram Otima viabilidade

celular dentro da norma ISO 10993.
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1 INTRODUCAO

Acidentes de transito viraram um problema de saude publica. De acordo com
um relatério global sobre seguranca no transito, publicado pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) em dezembro de 2018 [1], as lesBes graves causadas por
acidentes de transito sdo as principais causas de morte em todas as idades. A
maioria dos traumas gera um impacto social significativo nos individuos lesados e,
por isso, pesquisas de materiais biocompativeis com o corpo humano estdo sendo
desenvolvidas a fim de acelerar o processo de osteossintese e melhorar a
osseointegracao. [2], [3], [4], [5].

Os materiais mais estudados e utilizados como biomateriais sdo as ligas
metélicas, que representam uma classe de biomateriais com composi¢des quimicas
variadas e estruturas cristalinas complexas por serem formadas por elementos
quimicos de transicdo interna, segundo classificacdo da tabela periddica dos
elementos quimicos. A principal caracteristica desses elementos metalicos é a
formacéo espontanea de Oxidos estaveis na superficie metélica [6], [7], [8], [9].

Os biomateriais metélicos sdo menos biocompativeis do que outros tipos de
biomateriais sintéticos, por serem menos toleraveis a resisténcia em um ambiente
fisiol6gico, mesmo apos utilizar estratégias para melhorar a resisténcia a corrosao
[10], [11], [12], [13]. No entanto, estes materiais apresentam propriedades
mecanicas superiores em relagdo a outros biomateriais sintéticos, como por
exemplo, a capacidade de resistir a esforcos sob tracdo mecanica, e certas ligas
podem suportar altos valores de carga sem sofrer deformacado, apresentando assim
uma natureza dinamica [6], [14], [15].

As ligas de titanio sdo conhecidas por serem materiais bioinertes ao processo
de formacdo O0sseo por ndo ocorrer espontdaneamente como se espera de um
biomaterial. Entdo, para que esse estimulo aconteca, a superficie da liga em
questdo precisa ser modificada por técnicas que permitam a ativacdo dessa
superficie, e assim, desencadear a producéo de proteinas precursoras da divisao
celular [38], [39].

A liga de titanio Ti6AI7Nb é uma das ligas metalicas mais estudadas para
aplicacdo biomedical e tem se destacado devido a presenca do elemento Nidbio
(Nb) por ser considerado inerte no corpo humano. Assim, € uma liga metalica mais
resistente as transformacdes fisicas, quimicas ou biolégicas do corpo humano,

hY

assemelhando-se a propriedade do Nb puro. A liga Ti6AlI7Nb apresenta melhor
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comportamento mecanico, melhor resisténcia a corrosao [16], [17], [18], [19], menor
teor de aluminio e maior biotolerancia que a liga Ti6Al4V, opcdo amplamente
aplicada em artroplastias, mas que teve seu uso restrito devido a toxicidade do
vanéadio (V) e foi substituido [4], [5].

Devido as suas propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo e
biocompatibilidade, a liga Ti6AI7Nb € utilizada em implantes osseointegrados,
eliminando assim possiveis efeitos bioldégicos adversos entre as diferentes ligas
metélicas utilizadas em diversas situagdes clinicas [4], [9], [20]. O seu baixo peso
especifico, o torna um material muito leve em comparagdo com outras ligas
metalicas. A liga Ti6AI7Nb oferece a possibilidade de fabricar dispositivos de
osseointegracao leves e resistentes [12], [13]. A alta resisténcia a corrosdo, aliada
ao seu modulo de elasticidade mais préximo ao do osso humano, proporciona
melhor distribuicdo de carga [3], [7], [9], [21], [22].

Os implantes ortodénticos feitos de titanio tém maior formacédo de tecido
0sseo ao seu redor do que quaisquer implantes feitos de outros materiais metalicos,
ou seja, a osseointegracao reforca a ideia de que os implantes de titanio tém uma
capacidade mais extraordinaria de interagir com os tecidos biol6gicos do hospedeiro
do que os implantes feitos de outros metais uma vez que evita possiveis efeitos
bioldgicos adversos [16], [21], [22], [23].

Embora estudos tenham comprovado essas caracteristicas na liga metalica
Ti6AI7Nb, modificagbes ainda precisam ser feitas na sua superficie para o
desenvolvimento de uma topografia de superficie que favoreca a proliferacdo celular,
prevista a partir de uma rugosidade adequada, que permita uma melhor adsorcéo de
proteinas e consequente viabilidade celular. [3], [9].

A biotolerancia € influenciada pela existéncia de uma camada passiva nativa
na superficie, permitindo menor interacdo com o ambiente fisiologico; embora seja
de espessura nanométrica, permite a interacdo com o ambiente biologico [4], [23]
[27], [27]. Por exemplo, LI, Guang-Zhonget, et al. [25] mostraram que a camada de
oxido nanoporoso poderia facilitar o desenvolvimento de nanobiomateriais a base de
titAnio. De acordo com um estudo de Michalska-Domanska, et al. [26], a camada de
oxido mais espessa e estavel no topo do implante € fundamental para a ativagédo
biolégica, desencadeando a formacéo 6ssea, o que favorece a osseointegragao.

Nesse contexto, muito se tem investido nas técnicas de modificacdo de
superficie da liga de titanio Ti6AI7Nb para potencializar as respostas biologicas entre
0 substrato e o tecido/6rgao [4], [10], [16], [25] [26], [27], [28], [29]. As principais
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aplicacdes da liga Ti6AI7Nb ocorrem em: implantes de contato com o sangue [10],
implantes com propriedade bacteriana [17], proteses ortopedicas e odontoldgicas
[18], [20], substitucédo total do quadril [36], [100], entre outras aplicacdes.

Entre as técnicas, a Deposicdo de Camada Atdmica, do inglés Atomic Layer
Deposition (ALD) se destaca por permitir 0 controle de espessura em nivel
nanometrico, controle da uniformidade de filmes finos em grandes areas e excelente
aderéncia em superficies irregulares, incluindo poros, nanotubos, nanofios, ou seja,
padrées 3D em geral [11], [12]. Essas métricas decorrem da natureza autolimitada
da ALD, que ndo muda mesmo com o0 aumento dos tempos de exposi¢do ao
reagente e co-reagente, mantendo a mesma espessura dos filmes finos
independentemente da forma do substrato [29], [30], [31].

E importante ressaltar que filmes com espessura e rugosidade uniformes em
nivel nanométrico conferem a melhoria das propriedades de resisténcia a fadiga,
coeficiente de atrito e resisténcia ao desgaste, que sdo as principais caracteristicas
gue se deseja melhorar em um biomaterial para esses fins [9], [25], [27], [26], [32].

Técnicas de modificacdo de superficie sdo os tratamentos termoquimicos
aplicados para melhorar o revestimento de biocerdmicas, por exemplo, a
hidroxiapatita (HAp), ideal para promover a osseointegracdo. Segundo as
referéncias [33], [34], [35] o revestimento aumenta a capacidade de adesédo ao 0SS0
na fase inicial do implante e oferece maior probabilidade de adesé&o celular, uma vez
que o biomaterial a base de fosfato de célcio tem composicdo quimica e
mineraldgica semelhante ao material 0sseo; entretanto, para que iSso ocorra, as
condicbes ideais das superficies e o0 carregamento dos implantes devem ser
melhorados, visando o sucesso da interface implante/tecido 6sseo [17], [18], [36],
[37], [38], [39], [40], [41].

Portanto, este trabalho tem como objetivo obter uma superficie (filme)
bioativa, que seré feito com a modificagdo superficial da liga Ti6AI7Nb a partir da
deposicao de um filme de Al,O3 por ALD com espessura de 200 nm, e essa mesma
superficie apés a primeira modificagcdo superficial, recebeu os revestimentos de
apatita por dois métodos: eletrodeposicao e fluido corporal simulado (SBF). Sendo
que, a modificacdo superficial com o filme de aluminio-titinio mostrou maior
bioatividade que a liga sem tratamento e revelou propriedade osteogénica favoravel

a calcificacdo da matriz extracelular com os revestimentos de apatita.



22

2 OBJETIVOS

Modificar a superficie da liga Ti6AI7Nb com a deposicdo de nanofilmes de
oxido de aluminio (Al,O3) por ALD e crescimento de hidroxiapatita por métodos
biomiméticos como eletrodeposicdo e SBF para potenciais aplicagbes em

engenharia de tecidos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Depositar nanofimes de Oxido de aluminio (Al,O3) por ALD, visando o
melhoramento da biocompatibilidade da liga e o crescimento de Apatita;

e Sintetizar apatidas biolégicas a partir da aplicacdo de dois métodos
biomiméticos com SBF e eletrodeposicéo.

e Avaliar o método que melhor contribuiu para a formacéo de fosfato de célcio
da liga metalica de titanio Ti6AI7Nb;

e Caracterizar morfolégica e fisicoquimicamente a superficie das amostras,
antes e apos as deposicdes dos filmes finos de ALD (Al,O3) e a formacéo de
fosfato de calcio;

e Analisar biologicamente in vitro as amostras para verificar a bioatividade da

liga antes e apds a modificacdo superficial.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 LIGA DE TITANIO Ti6AI7Nb

A liga de tianio Ti6AI7Nb foi sintetizada em 1977 e pela primeira vez em 1986
foi utilizada em procedimentos cirargicos. A sua microestrutura cristalogréfica é
compostas por duas fases alotropicas: alfa e beta (a e B), que sdo desejaveis em
implantes ortopédicos e odontblogos por suas propriedades mecéanicas [42], [43].

Segundo Peters (2003) [42] e Donachie, (2000) [43] a fase alfa apresenta
estrutura hexagonal compacta, frequente em temperatura ambiente, e que, acima de
888 °C ocorre a transformacdo para a fase beta de estrutura cristalina cubica de
corpo centrado e se mantém até 1673 °C. As duas fases presentes na liga Ti6AI7Nb
oferecem variedade microestrutural e permite combinar suas propriedades com o
tipo de aplicacdo final [29], [30], [31], [44], [45]. Conhecer o histérico de
processamento e o tipo de tratamento de modificacdo de superficie é impressindivel
para promover o melhoramento microestrutural e tribolégico da liga Ti6AI7NDb.

A nomenclatura da liga de titanio Ti6AlI7Nb significa 6% em peso de aluminio
e 7% em peso de ni6bio e 0 peso restante de titanio. Assim, o comportamento
cristalogréfico da liga Ti6AI7Nb se deve aos elementos denominados estabilizadores
de fases como o nidbio (Nb) que estabiliza a fase B e promove maior
biocompatibilidade e o aluminio (Al) estabilizador da fase a, que exibe excelente
resisténcia ao calor e oxidagao [42], [46], [47].

A liga Ti6AI7Nb € uma das ligas de titdnio mais utilizadas na fabricacdo de
implantes ortopédicos, justificada por suas propriedades mecéanicas, por ser proxima
ao do osso humano, como a alta resisténcia a corrosdo e baixo moédulo de
elasticidade, além de sua baixa densidade e boa biocompatibilidade. A capacidade
de osteossintese esta relacionada a formacgédo espontanea de uma fina camada de
oxido de titanio (TiO,) sobre a superficie, permitindo a osseointegracdo que ocorre
em interface implante e tecido 6sseo [10], [17], [36], 48].

Sabe-se que corrosdao € um fendmeno quimico comum aos metais apos
reacoes de Oxi-reducao, resultando em formacéo de camadas de Oxidos pela reacéo
com oxigénio, umidade e ar [49]. Nesse caso especifico, a oxidacdo espontanea que
ocorre nas ligas de titanio resulta na formacgéo do 6xido de titanio, e essa corroséo é
toleravel, pois o 6xido formado contribui para a bioatividade da liga [26]. Segundo

Yang, Fran, et al.,, 2019 [23], [50], essa camada interage com o meio biolégico
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estimulando a adesao celular. Por isso, estudos revelaram que a biotolerancia [16],
[25], [26], [51] da liga de titanio esta relacionada a existéncia dessa camada ativa na
superficie, que, além de proteger contra a corrosdo, promove a interacdo com o
meio fisiolégico.

O esquema da Figura 1 simula o que acontece no meio fisiologico. O filme de
oxido de titanio (TiO,) € formado espontaneamente na superficie da liga, protegendo
e previnindo o contato do meio fisiolégico diretamente com a superficie da liga
metalica, fazendo da liga um excelente biomaterial [17], [52].

A camada fina de oOxido de titanio (TiO;) tem cerca de 2 a 10 nm de
espessura, 0 que confere biocompatibilidade e resisténcia a corrosao [52], [53],
porém, possui baixa resisténcia a fadiga. RADI, et al. (2018) [54] fez experimentos
para aumentar a espessura de Oxido de titanio (TiO;), com pulverizacdo catodica e
obteve protecdo relevante contra corrosdo do meio fisiolégico, obtendo melhor
biocompatibilidade da liga Ti6AI7Nb.

Figura 2: llustracdo da interface metal/meio fisiol6gico a) titanio e meio fisiolégico, b)
interface titanio, c) camada de TiO, e meio fisioldgico
(a) (b) (c)

Titdnio

Oxido d.e. .
Titénio
Fonte: Adaptada de Kasemo et al. (2002) [23].

PIETRZYK, Bozena et al. 2020 [18] estudaram o comportamento de trés
oxidos TiO,, ZnO, Al,O3, crescidos por imersdo sol-gel na susperficie de liga de
tithnio Ti6AL7NDb, para aumentar sua bioatividade e resisténcia a corrosao e
constataram inercia quimica, impedimento da permeacao dos elementos de liga para
o meio fisiol6gico e a alumina apresentou a melhor propriedade de barreira, além de
oferecer a propriedade de bioinercia, ao ser misturado com Oxido de titanio,
controlou sua porosidade e, também reforcou a microestrutura da matriz de
hidroxiapatita melhorando a adesao do revestimento no substrato.

Os meétodos mais utilizados para realizar o melhoramento superficial para

aplicacfes biomédicas séo as técnicas termoquimicas, realizadas por modo térmico,
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como plasma [9], sputtering [22], micro arco-MAO [17], catodo oco [27], [55], PVD,
CVD e métodos eletroquimicos. Neste trabalho, sera aplicada a técnica de
deposicdo por camada atdmica para obter nanofilmes de 6xido de aluminio (Al,O3)
sobre a superficie da liga Ti6AI7NDb, visando melhor microestrutura para ser aplicada
em engenharia de tecido 6sseo.

Apesar da liga apresentar boas propriedades mecanicas e resisténcia a
corrosdo como vistas anteriormente devido a formacdo espontadnea da camada de
oxido de titanio, a modificacdo de superficies, ainda € motivo de investigacao para
melhorar sua biocompatibilidade e propriedades mecanicas, visando ativar a
superficie para o desenvolvimento de tecido 6sseo e, principamente a fixacdo e o
vinculo permanente, evitando intervencdes artroplasticas. A técnica de modificacédo
superficial em escala nanométrica tem despertado interesse por promover uma
melhor interacdo a nivel celular e permitir melhor vinculo na interface do implante e

tecido/osso.

3.2 DEPOSICAO POR CAMADA ATOMICA

O tratamento por Deposicdo de Camada Atbmica, do inglés Atomic Layer
Deposition — ALD é uma técnica aplicada para formacdo de filmes finos sobre a
superficie de substratos de vidro, de ceramicos, metdlicos, poliméricos, formando
nanocompositos. Isso se deve a sofistificada reprodutibilidade, alta eficiéncia que se
observa na estruturacdo de filmes do tipo nanocoating. O crescimento em
espessuras nanométricas confere alta uniformidade, conformacao, baixa porosidade
e baixa densidade sobre as superficies do material revestido [17], [18], [26], [28].

A Deposicdo por Camada Atdbmica se desenvolve num processo
autocontrolado, em que se constréi nanofilme por passos autolimitados sobre o
substrato. Nessa técnica, as substancias paticipantes do processo sdo substancias
denomidas de precursores metalicos e ndo metalicos, gas de purga, gases inertes
ao processo e sao adicionadas por ciclos em pulsos predeterminados.

O processo acontece dentro de uma camara a vacuo, onde, adiciona-se o
precursor metalico, que reage fisicoquimicamente com a superficie do substrato, em
seguida, adiciona-se 0 gas de purga, responsavel por remover o excesso do
precursor metalico em fase gasosa e outros reagentes fisissorvidos. O segundo
pulso é do precursor ndo metalico, que reage com a superficie novamente, por

reacao de troca com o metal, formando uma pelicula fina molecular e os reagentes
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em excesso sdo removidos por gas purga. Esse processo se repete varias vezes,
completando um ciclo a cada sequéncia de: precursor metalico — gas de purga —
precursor nao metalico — gas de purga e reinicia-se 0 processo nessa sequéncia.

A técnica é caracterizada por ser uma deposicdo camada por camada
atdbmica, porgue os filmes formados sdo uniformes e de espessura a nivel atbmico
(Angstron) [26], [27], [28]. A Figura 2 ilustra os semiciclos em que ocorrem as

reacdes quimicas, completando um ciclo ALD.

Figura 3 — Semiciclos em ALD.

Ciclo ALD
Primeiro meio-ciclo Segundo meio-ciclo
Precursor Metélico Purga Precursor ligante Purga
a) b) ) d)
? A 8 & - o ] 8 & -
s A g o

Fonte: Maciel, 2016 [60] e Dias, 2017 [61].

Figura 4 — llustracédo do ciclo ALD no sentido horario.
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Fonte: Maciel, 2016 [60] e Dias, 2017 [61].

A Figura 3 — llustra o ciclo ALD na formacao do filme de Al,O3; a partir de
precursores AlCI; e vapor de H,O. O gas nitrogénio e argbnio sdo gases de purga
utilizados nesse tratamento por serem inertes ao processo. E nessa ilustracéo
(Figura 3), observa-se a formacao do acido cloridrico (HCI), produto formado apds a

reacdo de troca com o precursor metalico com grupos hidroxilas.
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No crescimento do filme de éxido de aluminio (Al,O3) por ALD, utiliza-se
também um outro precursor metalico denominado trimetilaluminio (TMA) e precursor
ligante (ndo metalico) vapor de agua ou gas ozb6nio para a obtencdo do oxigénio
[26], [27], [28].

Esses precursores atendem aos requisitos como a volatilidade eficiente e
estabilidade térmica, ou seja, durante o processo, a pressado de vapor do precursor
precisa atender o patamar de temperatura estavel, que permita a repetibilidade dos
ciclos sem que ocorra a saturagdo precoce, durante o tempo de cada ciclo,
possibilitando a ocorréncia das rea¢fes autolimitadas que ocorrem com o substrato
e o filme depositado, e isso deve ocorrer por tantos ciclos necessarios até a
formacéo da espessura nanométrica do filme desejado [26].

Atomic Layer Deposition — ALD contribui para formagdo de filmes finos do
tipo nanocoating, que apresentam maior resisténcia a corrosdo devido a formacéo
em multicamadas, que, observada em meios fisioldgicos, apresentou ligacdes de
difusdo entre as multicamadas formando barreiras quimicamente complexas e
resistentes aos processos de corrosdo no meio fisiolégico [29].

PESSOA, R. S. et al. 2017 [57] utilizaram a técnica para crescimento de
filmes finos de dioxido de titanio em substratos poliméricos obtendo a inativacdo de
Candida Albicans, mostrando atividade antifungica e fotocatalitica do TiO, revelando
potencial aplicacdo como material antifingico em dispositivos biomédicos. PESSOA,
R. S. et al. 2015 [58] aplicou a técnica ALD em substrato de titdnio de fase alfa,
previamente polido para obter o crescimento de filme estequiométricos de éxido de
titanio (TiO,) de boa qualidade.

Shahmohammadi, Mina, et al. 2022 [59] mostrou em seu trabalho que os
filmes TiO,/ZrO, depositados por ALD em substratos de polimetiimetracrilato
(PMMA) promovem a reducdo de ades&o de bacterias e fungos e a formagdo de
biofiimes, e melhora nas propriedades de superficie, mecénica e bioldgica do
substrato PMMA, muito utilizado em varios setores da medicina e odontologia.

Nesta pesquisa, pretende-se observar a contribuicdo desta técnica de
formacdo do nanofilme de Oxido de aluminio, como revestimento na liga Ti6AI7Nb
afim de contribuir para o melhoramento da produgcdo de proteinas totais

indispensaveis para proliferacéo celular.

3.3 OXIDOS DE ALUMINIO (Al,O5)
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Assim como o oxido de titanio, o 6xido de aluminio também é utilizado como
protecdo contra corrosdo, podendo a espessura do filme aumentar a protecéo
contra corrosao, e ainda, reduzir o risco de surgimento de falhas [54]. A alumina ou
oxido de aluminio é um material ceramico e portanto naturalmente poroso e tém
variada aplicabilidade utilizado em: catalise, filtros, estruturas leves, isolante térmico
e implantes biomédicos [41], [62].

Zang, et al [63], relata que ceramicas de alumina séo utilizadas ha décadas
como suporte de implantes proteicos na area de artroplastia total do quadril, por
apresentar propriedades inertes, duras e hidrofilicas e baixa deterioracéo na regiao
de articulagdes em estudos observados tanto in vitro quanto in vivo.

Nas aplicagdes com alumina se utiliza a a-Al,O3 policristalina, a forma densa
ou porosa e a forma monocristalina, denominada de safira, que apresenta
resisténcia mecanica trés vezes maior que a policristalina sendo bastante utilizada
em aplicacbes odontoldgicas e implantes intradsseos [64]. A Tabela 1 apresenta

caracteristicas da alumina policristalina, segundo a norma ISO 6474.

Tabela 1 — Caracteristica da bioceramica alumina

Propriedades Valor
% de Al,O3 > 99,50
% SiO, + Na,O <0,1
Densidade (g/cm3) 23,90
Tamanho médio de graos (um) <7
Dureza Vickers (HV) > 2.000

Médulo de ruptura a flexdo (MPa) > 400

Fonte: Pereira et al, 2006 [64]

A substituicio e a reparacdo de implantes causam traumas para 0S
pacientes, aléem da lenta recuperacao, principalmente em pessoas idosas. Para
resolver esse problema, a alumina vem sendo utilizada como biomaterial, com o
objetivo de prolongar o aparecimento de falhas nos implantes ortopédicos, que
corriqueiramente precisam de intervencgdo cirdrgica. O sucesso desse revestimento

deve-se a elevada energia superficial da alumina, que proporciona adsorcéo de

proteinas fundamentais para regeneracao de tecidos duros [41], [62], [64].
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A alumina, deve-se a sua atuacdo como biomaterial, apresentando
propriedades como resisténcia a fadiga e ao desgaste, alta dureza, baixa
condutibilidade térmica, por ser um isolante e, além de ser estavel em elevadas
temperaturas e bioinerte [38], [63]. Zhang et al [63] comprovou esse comportamento
ao obsevar o aumento significativo de osteogénese em tubos de alumina dopados
com MnO..

As ligas de titanio possuem propriedades notaveis como soldabilidade e
biocompatibilidade, baixa densidade, alta relagédo resisténcia/peso, elevada
tenacidade a fratura e resisténcia a fadiga. Mas, precisa melhorar as propriedades
superficiais, principalmente o comportamento tribologico e reverter a passividade de
sofrer corrosdo em ambientes in vitro e in vivo, que podem dissolver alguns dos
seus elementos de liga, causando o afrouxamento do implante e doencas como
Alzheimer e cancer [37], [63], [65].

A espessura e a técnica para formacédo do nanofilme de 6xidos de aluminio
podem também influenciar significativamente o processo de osseointegracao a partir
do aumento de espessura do filme no substrato, favorecendo a bioatividade de liga
de titanio [26] .

Os filmes formados por ALD-Al,O3, por ser uma técnica camada por camada
atdbmica, pode ser uma excelente alternativa para inibir a liberacdo de elementos de
liga. Segundo relatado por Pietrzyk, et al., 2020 [18] comprovou em testes com trés
tipos de revestimentos distintos a reducéo da permeacédo dos ions aluminio da liga
Ti6AI7Nb, com o revestimento de Al,O3, formados por sol-gel.

Segundo PIETRZYK, Bozena et al. (2020) a camada de 6xido na liga de
titAnio pode limitar a permeacdo do aluminio, funcionando como propriedade de
barreira e impedindo sua solubilizagdo no meio fisiologico. Além disso, melhora a
adeséao e crescimento da HAp no substrato.

O 6xido de aluminio pode promover a estabilidade mecéanica da camada de
oxido de titanio ja que cresce espontaneamente sobre a liga de titanio, porém, é
menos resistente a corrosao do meio fisiologico quando muito fina. [66], [67]. Com
isso, resolve-se verificar a influéncia do nanofilme de éxido de aluminio (Al>O3)

formado por ALD para melhorar a bioatividade da liga de titanio no meio fisioldgico.

3.4 APATITAS PARA APLICACAO BIOMEDICA
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A apatita biolégica € um material a base de fosfato de calcio que possui
composicdo quimica e mineraldgica semelhante ao material do osso. E um dos
principais componentes dos 0ssos nos vertebrados presente na forma de nanocristal
do tipo solido inorganico, e representa cerca de 65% da massa total 6ssea. Os

0SS0S, em sua composicdo quimica apresentam colageno, fibras e minerais de

fosfato de calcio e pequenas concentracdes de ions Na*, Mg?* e CO 23 e em menor

quantidade K*, F- e Cl'. Os jons Ca’* e PO 1’ se depositam no colageno por um

processo denomindo de biomineralizacdo, em que, inUmeras proteinas atuam como
inibidores e nucleadores para promover sua aderéncia a matriz de colageno [64],
[68].

O emprego de fosfato de calcio na area biomedica, visa a regeneracao e
reposicao do tecido 0sseo e ultimamente tem sido utilizado para revestimento em
superficies de ligas de titanio objetivando o melhoramento da biocompatibilidade e a
proliferacdo de proteinas percussoras da divisdo celular. Por sua semelhanca a fase
mineral do 0sso, apresenta as caracteristicas ideiais para ser aplicado como
biomaterial, dentre as caracteristicas temos: a biocompatibilidade, bioatividade,
auséncia de toxicidade que eleva o0 interesse em pesquisas, além da
osteocondutividade que € uma das principais propriedades, pois, em superficies
metalicas indicam o caminho para o crescimento ésseo [41], [62], [65], [64], [68].

Os fosfatos de célcio séo classificados a partir da razao molar dos atomos de

calcio e fésforo (Ca/P), que varia, de 0,5 e 2,0. Sao sintetizados por precipitacdes de

solugdes que contenham ions célcio Ca®* e ions fosfato PO 3;' [68] e, apls, se define

sua aplicacdo, de acordo com a estequimetria formada. Estudos comprovaram a
utilizacdo em superficies metalicas a fim de promover a osseointegracdo 0ssea. A
osseointegracao significa a ligacao interfacial que ocorre entre o implante e o tecido
0sseo, para isso € necessario que ocorra modificacbes na superficie que promovam
o carreamento de particulas na inteligacdo do implante ao tecido 6sseo [69], [70],
[71].

Dentro da familia da Apatita se destacam B-TCP (Caz(PO4)2) e HAp
(Ca1o(PO4)s(OH),2) por serem bioativos no meio fisiologico e obtencdo de respostas
biologicas, como a proliferacdo de células do tecido 6sseo [64], [68]. Apesar de
semelhantes na composi¢cao quimica, apresentam estruturas cristalinas diferentes,
logo, propriedades mecanicas, fisicas, biolégicas e mineraldgicas diferentes,

resultantes dos mecanismos de processamento.
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Segundo o estudo de Hassan (2019) [39] e Pereira et al. (2006) [64], a
hidroxiapatita faz parte da familia “fosfato de calcio”, CaP, formada por quatro
categorias, descritas como hidroxiapatita (HAp) com razdo de Ca/P igual a 1,67,
hidroxiapatita com deficiéncia de calcio do tipo moleculares: o fosfato de tetracalcio
e o fosfato de octacalcio (CDHA) e o fosfato tricalcico (a ou B-TCP) e o fosfato de
calcio bifasico (BCP) com menor proporcao de Ca/P.

SADAT-SHOJAI (2016) [40] em estudos com polimeros PHB, descreve a
HAp como bioceramica bioativa, pois confere estabilidade estrutural quando
incorporada ao polimero, além de melhorar as propriedades mecénicas e aumentar
a bioatividade, resultando na proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos.

BIEMOND, J. E. et al.(2013), [72] verificaram que amostras de ligas de titanio
revestidas por hidroxiapatita obtiveram boa ligacao interfacial implante/tecido 6sseo
apos 15 semanas de implantados, confirmando que implantes osseointegrados com
revestimento de HAp aumentam a formacéo e o crescimento de 0sso.

VIANA, J. R. et al 2020 [65] verificaram que hidroxiapatita € aplicada para
promover o aditamento proteico e obter maior afinidade ao meio fisiolégico, pois
melhora os processos de osteointegracdo e osteossintese. Outras pesquisas [17],
[73] mostram que a utilizagdo do revestimento de hidroxiapatita tem como finalidade
promover principalmente a bioatividade de materiais bioinertes.

O revestimento da hidroxiapatita se tornou o mais utilizado sobre a liga
Ti6AI7Nb, com a finalidade de promover o processo de osseointegracdo, pois
aumenta a capacidade de se ligar ao osso, na fase inicial do implante e,
consequentemente pode aumentar a probabilidade de adeséo celular [73], [74].

O crescimento de apatite biologica feito nesse trabalho, ocorreu por dois
meétodos de crescimento biomimético: eletrodeposicdo e imersédo em fluido corporal
simulado, comumente conhecido pela sigla em inglés SBF (Simulated Body Fluid) e,
nesse experimento sua concentragdo foi cinco vezes mais concentrada que a
solugéo padréo.

Apos as modificacdes superficiais com revestimentos de apatitas, que sera
mostrado a seguir, foram também verificadas a biocompatibilidade e a bioatividade a
partir dos testes in vitro de viabilidade celular e producéo de proteinas totais. A
formacao de apatita bioldgica proporciona o ancoramento das células, por isso, é de
fundamental importancia essa avaliacdo biologica para posteriors testes bioldgicos

gue avaliem a adeséo, proliferacdo e migracéao celular.
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida em seis etapas. Na primeira etapa, houve a
preparacdo metalografica das amostras. Na segunda etapa, a deposi¢do de Oxido
de aluminio Al,Os por ALD nos substratos. Na terceira etapa, foram feitas as
caracterizacbes das amostras antes e depois do tratamento de Oxido de aluminio
Al,O3 por ALD. A guarta etapa, seguida do tratamento anterior (terceira etapa) foi
efetivado o crescimento de apatite, pelos métodos biomimético com SBF e
eletrodeposicdo. Na quinta etapa foram realizadas as caracterizagcbes nas
superficies para avaliar a formacdo da apatita. Na sexta etapa, foi realizado o teste
in vitro, a fim de avaliar a biocompatibilidade e bioatividade ap6s os tramentos
realizados. As células-tronco mesenquimais (MSCs) utilizadas nos teste biol6gicos
foram obtidas do fémur de nove ratos Wistar (Rattusnorvegicus) regularmente
registrada no comité de ética CEUA/ICTSJC 018/2010. A Figura 4 mostra um

diagrama com as etapas da metodologia, como descrita anteriormente.

Figura 5 — Fluxograma das etapas de execucdo da metodologia
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Fonte: Autoria proépria.
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4.1 OBTENCAO DA LIGA DE TITANIO Ti6AI7Nb

A liga de titdnio Ti6AI7Nb foi adquirida comercialmente pela empresa Boaji
Tian Xing Minor Metal Materials Co., Ltd, localizada no Parque industrial da Vila
Mingxing, Maying, cidade Baoji, Estado Shaanxi, pais China, como pode ser visto na
Figura 5 Anexo 1. Foi realizado o pedido ao fornecedor de uma barra cilindrica
(tarugo) de 50 cm de comprimento e 10 mm de diametro da liga de titanio Ti6AI7Nb
ASTM F1295.

4.2 PREPARACAO METALOGRAFICA DAS AMOSTRAS METALICAS

As amostras foram cortadas em discos, utilizando maquina de corte manual

(Figura 5) no laboratério de usinagem da Universidade Federal do Piaui - UFPI.

Figura 6 — Maquina de corte das amostras a) maquina de corte b) amostras de titanio

Fonte: Autoria prépria.

Os insumos utilizados na preparacdo metalogréafica das amostras foram: pano
de polimento, lixas 220, 400, 600, 1200 e 2000 mechs, fita adesiva dupla face,
discos de corte de carbeto de silicio e solucdo de alumina 1u para o polimento,
como mostra a Figura 6.
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Figura 7 — Insumos para preparacao metalogréfica das amostras

Fonte: Autoria prépria

A etapa um foi realizada no laboratério de engenharia de materiais do
Instituto Federal do Piaui - IFPI. Utilizou-se lixas granulometricas, em ordem
decrescente de granulometria, 200 a 2000 mechs, com agua corrente huma politriz
manual, modelo Arotec. O polimento foi realizado com pano apropriado para
materiais ndo ferrosos e uma solugdo composta por 4cido nitrico, agua destilada e
alumina 1pm, no mesmo equipamento, como pode ser visto nas imagens da Figura
7.

Figura 8 — Lixamento e polimento da amostras utilizando politriz manual.a) politriz
manual modelo Arotecb) lixamento com fluxo de agua c) visualizacdo do polimento
em pano proprio e supenséao de alumina.

@)

Fonte: Autoria propria

Apés o polimento, as amostras foram divididas em quatro grupos. O primeiro
conjunto de amostras, grupo G1, se refere a liga Ti6AI7Nb sem tratamento (grupo
controle). O grupo amostral G2 representa a liga Ti6AI7Nb revestida com 200 nm
Al,O3 por ALD. O grupo de amostras G3 representa a liga Ti6AI7Nb revestida com
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200 nm AlL,O3;, com apatita depositada por eletrodeposicdo. E o grupo G4,
representa o grupo amostral da liga Ti6AlI7Nb revestida com Al,O3; por ALD, com
apatita depositada por SBF e subdividida em trés amostras, denominadas G4 (200-
7), G4 (200-14) e G4 (200-21), onde as variaveis 7, 14 e 21 representam os dias de
agitacao do precipitado.

4.3 DEPOSICAO DE Al,0; POR ALD

A deposicdo do filme de Al,Oj3 foi realizada no Laboratorio de Tecnologia de
Processos a Plasma do Instituto Tecnoldgico de Aeronautica - ITA. O processo de
deposicado ocorreu no equipamento Beneq TFS 200, operando no modo térmico, na
temperatura de 150 °C, e em condi¢cdo de 2000 ciclos de processo e tempos de
pulso de 0,3 s do precursor metalico de Trimetilaluminio (TMA), com pulsos de 2 s
de purga N2, 0,3 s de 4gua deionizada, e 2 s de purga hovamente. O valor nominal
da espessura do filme de 2000 ciclos ALD corresponde a 200 nm.

Figura 9 — Diagrama esquematico do reator térmico ALD e do ciclo ALD utilizados
neste trabalho
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Heating Chamber | e
s .

Vacuum

|
pump | e

Fonte: Autoria prépria

4.4 REVESTIMENTOS DE APATITA POR ELETRODEPOSICAO

Para o crescimento de apatita pelo método de eletrodeposi¢do, uma solucao
eletrolitica de Ca(NO3)..4H,O (0,06 g) e NH4H,PO, (0,017 g) e 0,1L com &gua
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destilada foi usado. Depois de ajustar o pH para 5, um potencial foi aplicado para
medir a corrente resultante usando um potenciostato (Metrohm Dropsens). O
experimento eletroquimico foi realizado em um tanque eletrolitico com trés eletrodos
imersos: um filme de platina de alta pureza como eletrodo auxiliar, um tubo de
Ag/AgCl (3M KCI) como eletrodo de referéncia e o coletor de amostras como
eletrodo de trabalho. O coletor de amostra tem a forma peculiar de um tubo com
cabeca rosqueada, e uma abertura circular externa onde fica centralizada a
superficie da amostra a ser eletrodepositada. A eletrodeposicao foi aplicada para a
formacao de apatita nas amostras de substrato revestidas com o filme de 200 nm
Al,O3 crescido por ALD. O processo ocorreu a 70°C e tensao de -2V [40], diferindo
em 4 horas para cada amostra. Apdés a conclusdo do processo, as amostras

secaram espontaneamente.

Figura 10 — Materiais utilizados no sistema de eletrodeposicéo
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Fonte: Autoria prépria.
4.5 REVESTIMENTO DE APATITA POR SBF (SIMULATED BODY FLUID)

Para o crescimento de apatita pelo método de deposicdo de SBF, foi usado
uma solugédo de SBF cinco vezes concentrada (SBFx5) [36]. Os reagentes utilizados
para o preparo da solugéo eletrolitica foram: NaCl (42,8 g), MgCl2.6H20 (1,52 g),
CaCl2.2H20 (1,83 g), Na2HPO4 (0,70 g) e NaHCO3 (1,76 g). A solugéo foi
preparada em béquer de polipropileno (PP) com 1L de agua destilada e pH=6. As
amostras revestidas com o filme Al,O3; de 200 nm crescido por ALD foram inseridas
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em um béquer, e a sintese por precipitacdo ocorreu em incubadora de bancada
refrigerada (Cientec CT-713) com agitacdo a 80 rpm e sob temperatura ambiente
(36,5 °C) por 07, 14 e 21 dias [31], [40]. O pH foi monitorado diariamente durante o
tempo de deposicao, e a solugéo trocada a cada 48 horas. Ao final do processo, as

amostras foram retiradas para secagem espontanea.

Figura 11 — Materiais utilizados no método biomimético com SBF
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Fonte: Autoria propria.

4.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE METALICA

4.6.1 Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X

A espectroscopia de fluorescéncia de raios-X € uma analise multielementar
baseada na medida de intensidade dos raios-X caracteristicos, emitidos pelos
elementos quimicos que compdem uma amostra, por exemplo. Existem dois tipos
de técnicas que utilizam a fluorescéncia de raios-X: a dispersao por comprimento de
onda (WD-XRF, abreviacdo de wavelength dispersive X-ray), baseada na lei de
Bragg e precisa de um movimento sincronizado e preciso entre o cristal difrator e o

detector. A segunda técnica é a fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia
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(ED-XRF, energy dispersive X-ray fluorescence) que discrimina raios-X de energias
préximas com instrumentacdo menos dispendiosa e mais pratica [54], [55].

As amostras foram analisadas por fluorescéncia de raios-X por dispersao de
energia no equipamento da PANAlytical, modelo Epsilon 3 (Figural3), no
Laboratorio de Engenharia de Materiais do Instituto Federal do Piaui IFPI, com a

finalidade de identificar qualitativamente os componentes da liga metalica.

4.6.2 Difracéo de Raios X

A difragéo de raios-X permite identificar as fases cristalinas presentes nas
amostras, por meio de um difratograma gerado por equipamento especifico de
analise espectroscopica de raios-X. O preparo das amostras é imprescindivel para
obter bons resultados que ajudam a identificacdo cristalografica do material. A
técnica de angulo rasante € uma das tecnicas utilizadas por difracdo de raios — X
para identificar a cristalografia de superficies metalicas e filmes finos e possibilita
sua caracterizacdo, em colaboracdo com outras técnicas [56], [57]. As amostras
foram analisadas por difracdo de raios-X modelo D8 Advance da Bruker com
radiacdo Cu-Ka (A=1,5406 A) e monocromador, na configuracdo de angulo rasante.
Os dados foram tratados no software HighScore Plus da PANalytical, onde foram
gerados os difratogramas e, com o auxilio de fichas cristalograficas realizou-se a

identificacdo quimica e mineraldgica.

4.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia
Dispersiva.

A microscopia eletrbnica de varredura-MEV é usada principalmente na analise
de topografia de superficie, com a finalidade de investigar a ocorréncia de desgaste
mecanico, corroséo superficial, tamanho de gréo, entre outras aplicagoes [51].

Acoplada a esta técnica existe uma segunda técnica do MEV denominada
Espectrometro de Energia Dispersiva ou do inglés Dispersive Energy Spectrometer
EDS, por meio da qual é possivel fazer microanalise qualitativa de elementos
quimicos na superficie do material, além de caracterizar os materiais € possivel
gerar microimagens dessas superficies [52]. Segundo Callister [75], o Microscopio
Eletrbnico de Varredura — MEV, revelam imagens que variam entre 10 a 50.00
didametros, o que possibilita profundidades de campo muito grandes. A superficie de
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amostras € analisada pela varredura de um feixe de elétrons, que geram feixes
secundarios e se obtém espectros caracteristicos de cada elemento quimico
presente na superficie da amostra. As imagens de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) foram obtidas em um SEM, modelo TESCAN VEGAS3,
correspondente a um sistema de emisséo termidnica de tungsténio, adequado para
operacdes de alto e baixo vacuo e com um espectrémetro de raios X de dispersao

de energia (EDS) acoplado, fabricado pela Oxford Instruments.

4.6.4 Microscopia de Forca Atdmica

Microscopia de forca atdmica ou do inglés Atomic Force Microscopy (AFM) é
uma técnica que teve origem na Microscopia de Varredura por Sonda, permitindo
visualizar e manipular em escala atbmica por meio de uma agulha finissima “tateia”
e se deslocando em trés eixos (X, y e z) na superficie, resultando em imagens 3D de
alta resolucdo por meio do escaneamento a laser na ponta da sonda e o sistema
fotoelétrico envia as informacdes para um computador que gera a imagem
topografica de superficies de amostras analisadas. Com essa técnica, foi possivel
avaliar a rugosidade superficial nas amostras, em escala nanométrica e ainda
determinar as forcas intermoleculares e forcas entre as superficies, mas isso, a
partir da metodologia de microscopia de forca.

As imagens de AFM foram obtidas pelo microscopio de marca NTEGRA da
NT-MDT e para cada amostra, 4 regides diferentes foram escaneadas com uma
frequéncia de escaneamento de 0,4 Hz no modo de contato intermitente. Duas
areas foram escaneadas: 400 p? e 9 p% O software NOVA foi utilizado para a

analise estatistica das imagens.

4.6.5 Espetroscopia RAMAN

Os métodos espectroscopicos sdo muito importantes para elucidar estruturas
moleculares, fazer determinagcbes qualitativas e quantitativas de compostos
organicos e inorganicos e se baseiam na medida de quantidade produzida ou
absorvida de radiacéo pelas moléculas ou espécies atdbmicas de interesse (SKOOG,
et al, 2006). A técnica é capaz de examinar a composi¢cdo molecular, permitindo
identificar a natureza quimica a partir das estruturas vibracionais da ligbes quimicas

NOS COMpPOStos presentes nas amostras.
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Assim, a espectroscopia Raman foi realizada no Bruker Senterra Il
Spectrometer System, com laser de 785 nm e faixa de medicéo de 50-3500 cm™,
utilizando uma lente de 50X para focalizacdo e coleta de sinal e um microscépio
Olympus BX51 acoplado. Os indices de cristalinidade foram calculados pela
equacdo CIRaman= 4,9/ I'., onde I sdo os valores de Full Width at Half Maximum
(FWHM) ap6s a deconvolucdo da banda de 961 cm™ usando perfis padréo e do tipo

Lorentz.

4.7 ENSAIOS IN VITRO

4.7.1 Isolamento celular

As células-tronco mesenquimais (MSCs) foram obtidas do fémur de nove
ratos Wistar (Rattusnorvegicus) registro do comité de ética CEUA/ICTSJC 018/2010.
Apos a limpeza dos fémures, em fluxo laminar, as células da medula 6ssea foram
isoladas e inseridas em frascos de cultura celular de 250 mL e 75 cm? (TPP,
Biosystems, Curitiba, Brasil) com meio de cultura alfa MEM essencial (Gibco)
suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (BFS) (LGC Technology, Campinas
Brasil) e gentamicina (500 ug/mL) (Gibco). Foi incubado em estufa a 37 °C, com
umidade atmosférica contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada trés
dias, e a progressdo da cultura foi avaliada por microscopia de fase invertida
(Microscope Carl Zeiss, Axiovert 40C, Alemanha). Apés a confluéncia, as células
foram liberadas enzimaticamente e plaqueadas na densidade de 2x10* células
viaveis em cada poco da microplaca de 24 pocos (TPP, Biosystems, Curitiba,
Brasil). Previamente ao plagueamento, o p0 foi pesado e esterilizado em luz
ultravioleta e colocado dentro dos pocos. O meio de cultura osteogénico foi
adicionado a placa e trocado a cada 48 horas. Apés esses procedimentos, todas as
placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO, e mantidas até o momento dos

testes. Todos os testes foram realizados de acordo com a ISO 10993-5 [72].

4.7.2 Ensaio da viabilidade celular

O teste de citotoxicidade cellular, utilizando o corante MTT (brometo de (3-
(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio), avalia a viabilidade das células a partir da

reacdo redox do brometo de tetrazolio e a metodologia utilizada € previamente



41

descrita [79]. A cultura celular ocorreu por trés dias na placa de 24 pocos e,
posteriormente, 0,5 mg/ml de MTT foi adicionado, seguido de incubacdo em 5%
CO, a 37 ° C por 1 hora. Dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma -Aldrich, St. Louis, MO)
para dissolver os cristais de formazan, o produto resultante do MTT. Os dados
foram medidos em absorbancia no espectrofotometro (Micronal AJX 1900) e no
comprimento de onda 570 nm.

4.7.3 Quantificacao de proteinas totais

A andlise para determinacdo das proteinas totais foi realizada pelo método
modificado de Lowry. Resumidamente, células cultivadas por 7 dias foram usadas e,
em seguida, detergente lauril sulfato de sédio foi adicionado, resultando em lise
celular. Os dados foram medidos em absorbancia no espectrofotdmetro (Micronal
AJX 1900) no comprimento de onda 680 nm, e o teor de proteina foi calculado de

acordo com a curva padréao da albumina bovina.

4.7.4 Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas dos testes biologicos foram realizadas no
software GraphPad Prism, versdo 6.00 para Windows (GraphPad Prism, Inc., San
Diego, CA) e analisadas pela Andlise de Variancia (ANOVA), comparando grupos

distribuidos em amostras independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LIGA DE TITANIO Ti6AI7Nb ANTES E APOS DEPOSICAO DE Al,O3 POR ALD

O Grupo G1, analisado por FRX antes do procedimento metalografico (Tabela
1), mostrou a composicao tipica da liga Ti6AI7Nb, com predominancia de titanio,
seguido de niodbio e aluminio. Esses valores corroboram com o espectro e
mapeamento EDS-SEM (Figura 11-a, b e c), onde o pico mais proeminente € do
titAnio, seguido do nidbio e do aluminio. A ocorréncia de oxidacdo foi confirmada
com a presenca de oxigénio, em percentual maior que nidbio e aluminio. Portanto,
houve oxidacdo superficial da liga, predominantemente de fases espontaneas de

oxido de titanio, TiO,/TiO, denominado titanato.

Tabela 1 — Composicao quimica da liga Ti6AI7Nb

Composicao Concentracéo
quimica (FRX) (%)
Ti 90,5
Al 3,1
Nb 5,2
Outros 1,2

Fonte: Autoria prérpria

Os resultados de DRX (Figura 12-a) mostram os planos cristalogréaficos (100),
(101), (102) e (110) correspondentes a estrutura cristalina do anatase (TiO,), que &
a estrutura mais estavel do titAnio a temperatura ambiente e apresenta
predominéancia pelas fases a+ [28], [46.], [80], [81].

A andlise EDS-SEM do grupo 2 mostrou que a adi¢do de alumina depositada
inferiu mudancas na composi¢cdo quimica devido a um novo rearranjo em sua
superficie, formando aluminio-titanio. Os resultados de EDS (Figura 11-b-1) e DRX
(Figura 12-b) mostram que esta espessura nao foi suficiente para impedir a
identificacdo dos picos de difracdo caracteristicos da fase a + 3. Os planos da fase 3
(102) e (201) desapareceram por serem menos estaveis durante o tratamento,
deixando apenas o plano (120). A Figura 12-b mostra que o filme depositado
influenciou na extensao dos picos 35°, 40° e 53°, nos planos (100), (101) e (102)

correspondentes a fase de estimulo alfa, Ti a.
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As reacfes quimicas de superficies possuem um mecanismo bastante
complexo, mas as reacdes de oxidacao-reducao ocorridas promoveram a difusdo do
aluminio na superficie, estabilizando a fase a do titanio e promovendo o rearranjo
cristalino. O mapeamento EDS-SEM (Figura 11-b-2, b-3.) mostrou que existem

elementos quimicos da liga, praticamente inalterados apés o tratamento.

Figura 12 — Resultados de caracterizacdo por Espectro de EDS, MEV e
Mapeamento por EDS das amostras antes e apOs o tratamento ALD e a
eletrodeposicao. (a) Grupos G1 (b) Grupo G2 (c) Grupo G3. Espectros EDS (a-1,
b-1 e c-1). Imagem MEV da superficie (a-2, b-2 e c-2). Mapeamento de EDS (a-3,
b-3 e c-3).
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Figura 13 — Difratogramas da liga Ti6AI7Nb sem e com o tramento ALD e

revestimento de apatitas revestidas por eletrodeposicao e SBF. (a) Difratograma

grupo G1. (b) Difratograma grupo G2. (c) Difratograma G3. (d) Difratograma
grupo G4: (G4 200-7), 14 dias (G4 200-14) e 21 dias (G4 200-21). Espectro
Raman dos grupo (e) G3 e (f) G4
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5.2 LIGA DE TITANIO Ti6AI7Nb APOS REVESTIMENTOS DE APATITA

A Figura 13 mostra as imagens de AFM do grupo G1, superficie da liga
polida, e do grupo G2, apds o revestimento de 200 nm de Al,O3 por ALD, em dois e
trés dimensdes. A imagem do grupo G1 mostra uma topografia com sulcos
alternados de vales e picos (Fig. 13-a-1). No grupo G2, (Fig. 13-a-2) observa-se a
redugdo do tamanho das ranhuras. A rugosidade média quadratica (ozys) € um
parametro que depende da escala, por isso, ao reduzir a area para uma mesma
amostra observa-se uma reducgéo do valor de (ogys). Quando se comparam as duas
superficies analisadas, pode-se observar que uma das principais contribuicbes da
deposicdo de alumina por ALD foi primeiramente, a diminuicdo da rugosidade
superficial, e uma mudanca na morfologia da superficie.

O grupo G1 apresentou riscos de abraséo (Figura 13-a) devido ao polimento
manual, e apés a deposicdo de AI,O3 por ALD (Figura 13-b), formou-se
microporosidade na superficie tratada. De acordo com Liu, Fu et al. [82], superficies
modificadas por oxidacdo beneficiam a ancoragem, fixacdo e propagacao cellular,
vinculando o implante ao osso humano. Além disso, a técnica ALD mostrou que o
revestimento de alumina foi uniforme, evidenciado pelo preenchimento de
imperfeicdbes do substrato (Figura 13), e comprovou o0 crescimento de filmes
nanocoating [11], [12], [29], [30], [31].

Figura 14 — Imagens AFM em duas e trés dimensdes para uma area de
varredura de 400 p? e 9 p? da liga polida e ndo tratada (a-1 e b-1) e da liga
revestida com 200 nm Al,O3 por ALD (a-2 e b-dois)

(a-1) Liga sem tratamentos

(a) Scan area = 400u* (b) Scan area = 9u?
v. P

r

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18um

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18um 0 0.5 1,0 15 2,0 25 um
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Fonte: Autoria propria

5.2 LIGA DE TITANIO TI6AI7Nb APOS REVESTIMENTOS DE APATITA

O grupo G3 apresentou os elementos quimicos: calcio, fésforo e oxigénio da
eletrodeposicado. Nos subgrupos G4, residuos de oxigénio, calcio, fésforo, cloro e
sédio foram observados em todos os tempos de tratamento com SBFx5. Os
mapeamentos EDS (Figura 14) mostraram uma distribuicdo uniforme desses
elementos quimicos em toda a superficie, assumindo uma espessura de fosfato de
calcio suficiente para impedir a identificacdo dos elementos de liga em ambos os

métodos de crescimento.
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Os difratogramas da Figura 12-c, 12-d mostram os picos de difragdo dos
grupos G3 e G4, identificados e comparados com os padrdes de difracdo com
Crystallography Open Database - COD coédigos 1010916 e 9013627, e comparados
com outras referéncias [83], [39]. Os planos mais importantes do espectro da apatita
foram (002) e (211) [68], mostrando também outros planos (222), (004), (022), (310),
(112) e (210) correspondentes a diferentes espécies de fases de fosfato de calcio,
confirmando a complexa mistura de apatita biolégica.

A apatita formada por eletrodeposicao resultou em picos de EDS (Figura 14-
a-1) puramente de Ca, P e O, identificados pelos planos de raios X caracteristicos
(002) e (121), confirmando a presenca de cristais de HAp. O mesmo resultado foi
obtido por Lobo et al. [34], que sintetizou HAp em compoésitos de nanotubos de
carbono.

Os espectros de EDS (Figura 14-b, 14-c, 14-d) do método biomimético
SBFx5 revelaram a composi¢cdo quimica do Ca, P, O e Cl e, em conjunto com a
identificacdo dos planos XRD (Figura 12-d), resultou nas fases mistas de apatita tipo
HAp no plano (002) e fosfato de tetracalcio (TTCP) nos planos ( 210), (211).

O espectro Raman do grupo G3 (Figura 12-e) confirmou picos de fosfato de
célcio, configurando a formacéo de apatita. O pico em 590 cm™ indicam o grupo
PO,. O modo de alongamento P-O esta4 presente no pico em 961 cm™ [39],
caracterizando a formacdo de HAp. Os picos em 1247 cm™ e 3260 cm™ referem-se
a quantidade significativa de &gua combinada com apatita. [83].

Em relacdo ao grupo G4, o espectro Raman (Figura 12-f) revelou o pico da
banda em 959 cm™, que corresponde ao mineral fosfato, caracterizando as fases
HAp carbonatadas [41], [62], [87]. As bandas 428 cm™ e 584 cm™ identificam o fon
PO3~ [41], [62], [87] caracterizando estruturas de fosfato de célcio, o que corrobora
com os resultados de EDS e XRD apresentados. Uma banda larga em torno de
1640 cm™ é atribuida ao modo de flexdo da molécula de 4gua em um arranjo

composto, conforme referéncia [88].

Figura 15: Grupo G4 com recobrimento de apatita depositado por SBF 5X aos
(a) 7 dias , (b) 14 dias e (c) 21 dias. Espectros EDS (a-1, b-1 e c-1). Imagem
MEV (a-2, b-2c-2). Mapeamento EDS (a-3, b-3 e ¢-3)
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10 nm fumpnsems

Fonte: Autoria propria

Os valores do tamanho meédio dos cristalitos dos grupos G3 e G4 foram
calculados a partir da equacao de Scherrer, como consta na Tabela 2. Os valores
médios do tamanho dos cristalitos mostraram que as apatitas formadas eram
menores que as encontradas por Pang e Bao (2003) [84], que esta entre 20,8 nm a
52,7 nm, correspondendo a HAp nao calcinado e sintetizado a uma temperatura de
15°C a 99 °C.

Os indices de cristalinidade mostraram cristalinidade dentro da faixa
esperada para apatitas bioldgicas e sintéticas, como pode ser visto na Tabela 2. Os
baixos indices de cristalinidade podem estar relacionados ao baixo percentual de
fosfato de célcio precipitado, como observado nos grupos G4. No entanto, no grupo
G3, arelagéo Ca/P = 2,21 foi maior do que nos outros grupos.

Segundo Bouyer, Gitzhofer e Boulos (2000) [85], a temperatura a 70 °C
corresponde a temperatura da energia de ativacdo da cristalinidade da HAp,
conforme realizada por eletrodeposicdo neste estudo. No entanto, a alta
cristalinidade nem sempre é regular nos tratamentos SBFx5, como no grupo G4 que
resultou em baixas apatitas cristalinas. Ainda assim, o tempo de tratamento por
SBFx5 nédo influencia na formacdo de novas fases de fosfato de calcio, conforme
Vranceanu et al. [86] relataram, pois, observaram uma diminui¢do na relacao Ca/P =

1,47 aos 21 dias de tratamento com SBFx5.

Tabela 2.Relagdo Ca/P, tamanho meédio do cristalito e indice de cristalinidade

dos grupos com revestimentos de apatita

Grupos Razéo Ca/P Tamanho médio do Cl Raman
cristalito (nm)
G3 2,21 16,51 0,36
G4 (200-7) 1,86 15,85 0,32
G4 (200-14) 1,81 72,66 0,33

G4 (200-21) 1,57 13,18 0,28
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Fonte: Autoria propria

A Tabela 2 mostra a relacdo Ca/P feita a partir da composicao quimica por
EDS, onde a relacdo Ca/P no grupo G3 foi maior do que no grupo G4. Segundo
outras investigacdes [35], [90], [91], a relacdo Ca/P = 1,67 corresponde a
hidroxiapatita (Hap) estequiométrica encontrada no tecido 6sseo. Porém, os valores
encontrados no presente estudo revelaram apatitas ndo estequiométricas, tipicos de
apatitas sintéticas.

Lobo et al. [33], [34] desenvolveu o crescimento de apatita cristalina
nanoestruturada por eletrodeposicdo, obtendo apatita biol6gica de razdo Ca/P
estequiométrica. A mesma metodologia de Lobo et al. [33], [34] foi aplicada no
presente estudo, porém, com diferenca no tempo de crescimento, que resultou em
apatita ndo estequiométrica, conforme identificado pelo relacdo Ca/P = 2,21 (Tabela
2), inferindo que o maior tempo de eletrodeposicdo realizado neste estudo pode ter
influenciado na relacdo estequimétrica de fosfato de calcio, que foi acima do valor
padrdo, como mostra as referéncias [35], [90], [91].

Neste estudo, o maior tempo de tratamento, por SBFx5 [93], apresentou
relacdo Ca/P = 1,57 apds 21 dias, produzindo apatita ndo estequiométrica, assim
como encontrado por Ozeki et al. [92], que também obtiveram diminui¢do da relagao
Ca/P com o aumento do tempo de tratamento. No entanto, em pH mais acido, os
autores obtiveram melhor precipitacdo de HAp estequiométrica.

Sete dias foram necessarios para produzir um revestimento suficientemente
espesso capaz de impedir a identificacdo dos elementos da liga Ti6AlI7Nb. Como os
grupos G4 (200-14) e G4 (200-21) apresentaram comportamento diferente quanto
aos valores do tamanho médio dos cristalitos em relacdo ao grupo G3, para fins de
comparacao, o grupo G4 (200-7) foi escolhido para a realizagdo dos testes
biolégicos.

As imagens SEM (Figura 15) observadas no mesmo campo de visao de 13,8
pm mostraram crescimento cristalino gradual, formando as camadas homogéneas
de apatita e exibindo diferentes caracteristicas e orientacdes cristalinas. O grupo G3
(Figura 14-b-2) revelou estruturas regulares com aspecto de flocos crescendo do
centro para a borda. No grupo G4 (Figura 14: b-2, c-2 e d-2) no campo de visédo de
50 nm e 10 nm, foram observados cristais laminares em forma de placa e
crescimento com aspecto de flor, também do centro para a borda, aspecto mais

presente nas amostras cultivadas por SBFx5.
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A nucleagao de apatitas por SBFx5 formou estruturas de maior diametro,
como mostra (Figura 15-b, 15-c, 15-d), também encontrado nesse outro estudo [34].
No tempo de eletrodeposicao (Figura 15-a), as particulas cresceram de forma mais
compacta e com didmetro menor. Essas diferencas estdo relacionadas a presenca
do nanocompésito aluminio-titanato, que atua como ndcleo de crescimento para 0s
cristais de apatita, e também as condi¢cfes de tratamento em cada método.

No grupo G4 (200-21) Figura 15-f, observa-se a diminuicdo da regularidade
das placas devido a baixa cristalinidade verificada pelo menor tamanho do cristalito
(13,18nm) e menor indice de cristalinidade, 0,28. Isso mostra que a imerséo de 21
dias nao influencia significativamente a criacdo de novos fosfatos de calcio (Tabela
2), mesmo comportamento encontrado por outros estudos [86], [89]. Assim, o0s
métodos de crescimento de fosfato de célcio revelaram morfologias tipicas de
apatitas bioldgicas [34], [35], [90], [91].

Superficies bioceramicas como Oxido de aluminio, sdo mais amplamente
utilizadas antes do revestimento biomimético [17], [38], [40], [23], [34], [91], [94]. Os
resultados mostraram que o revestimento influencia no melhor desenvolvimento da
nucleacdo da apatita, desde a formacéo de cargas negativas ativas até a superficie,
permitindo a atracdo de ions em solucédo e formando a precipitacdo de fosfato de
calcio, capaz de oferecer ligacdo ao osso desde que ndo possua substancias
toxicas ao organismo [37], [23], [95] e, resultando também na bioatividade de
materiais bioinertes, como a liga de titanio.

Rambo et al. [96] prepararam esponjas de Al,O3; de alta porosidade e as
submeteram a solugdo supersaturada de SBFx5, entretanto, ndo obtiveram
formacdo de apatita tdo boa quanto em revestimentos de alumina sobre liga de NiTi.
De acordo com Liu et al., [82], o revestimento de alumina ndo induz a nucleacéo de
apatita, mas contribui para formar microestruturas porosas por ligacdo com a
estrutura anatase do titanio. Este revestimento forma um novo rearranjo aluminio-
tithnio e desenvolve resisténcia microestrutural e nucleagéo de apatita induzida por

porosidade ideal quando submetido a eletrodeposicéo e solugcéo SBF x 5 [93].

Figura 16: Imagem SEM das superficies da liga metalica ndo tratada (G1) (a), com
deposicdo de Al,O3 200 nm por ALD (G2) (b), revestida com apatitas pelos
meétodos de eletrodeposicdo 70 °C por 4 horas (G3) (c) e revestidos pelo método
biomimético SBFx5 por (d) 7 dias (e) 14 dias e (f) 21 dias

(a) (b)
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5.2 TESTES BIOLOGICOS

A viabilidade celular foi medida por absorbancia (570 nm) usando um ensaio
MTT (Figura 16). Todos 0s grupos apresentaram percentagens de células viaveis
apos 3 dias de cultivo (ou 72 horas). O grupo G1 foi 0o que apresentou maior
guantidade de células viaveis, com diferenca estatistica dos demais grupos (p<0,05)

com porcentagem de células adequada de acordo com o guia ISO 10993 [78].

Figura 17: Resultados dos testes bioldgicos: a) citotoxicidade (ensaio MTT), b) e

analise de proteina total
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Segundo Esposito et al. [97], a citotoxicidade € medida pelos indices de
absorbancia que indicam a afinidade celular pelo corante utilizado. O grupo G1
observou-se melhor viabilidade celular, pois apresentou maior indice de absorbancia
que os demais grupos experimentais conforme observado em estudos anteriores
[97], [98], nos quais 0 grupo controle apresentou maior viabilidade celular do que os
grupos experimentais, algumas vezes com diferenca estatistica.

Os demais resultados sustentaram fortemente a capacidade de diferenciacao
osteogénica, conforme também comprovado por Silva et al. (2020) [37] que utilizou
revestimentos ceramicos de alumina e apatita, mostrando a ndo citotoxicidade
desses materiais, recomendando o uso no preenchimento de defeitos 6sseos. O
grupo controle (grupo G1) mostrou também que, mesmo o material sem qualquer
modificacdo de superficie tem potencial para diferenciacdo celular, mas o
aprimoramento bioativo impulsiona o desenvolvimento de células 6&sseas,
importantes propriedades osteocondutoras e osteoindutoras [99], [100].

Por isso, a producdo de proteinas na superficie do biomaterial é

indispensavel para a atividade celular, pois permite a adesdo, migracdo e
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proliferagdo celular, influenciando decisivamente a interagdo da interface tecido-
implante [101]. Assim, todos 0s grupos apresentam porcentagens de proteinas
totais apOs sete dias (Figura 16-b), que ndo diferiram significativamente (p>0,05).
Quanto a isso, a quantidade de proteinas totais no grupo G1 foi a menor em relacao
a todos os grupos experimentais e 0 grupo G2 apresentou maior quantidade de
producdo de proteina total, se destacando dos grupos com fosfato de calcio, (G3 e
G4) e a liga metalica, como recebida (G1), como mostra os resultados in vitro na
(Figura 16-b).

Assim, os principais resultados do grupo G2 como a formacéo do filmes de
Al,O3 por ALD na espessura de 200 nm, a reducdo da rogosidade superfial liga
Ti6AI7Nb e a formacdo do nanofilimes aluminio-titanio favoreceram a melhor
bioatividade da liga, podendo se inferir com isso, melhores condigbes para o
processo de osseointegragdo, como encontrado em outras referencias [102], [103].
Esse achado também mostra que o revestimento de Al,O3 por ALD, apesar de ser
um material bioinerte [25], [54], [83], ao revestir a liga Ti6AI7Nb tornou-a bioativa
para processos de formacdo Ossea, pois, houve crescimento de estruturas de
fosfato de calcio como mostrado os grupos G3 e G4, e esse crescimento também foi
influenciado pela formacao prévia de nucleos precusores a nucleacdo de apatita
presentes nos filmes aluminio-titanio, que contribuiram para aformacdo do filme
aluminio-titanio-apatita, como constatado nos grupos G3 e G4, infereindo-se com
esses resultados, promissoras condi¢cdes para formagdes osteogénicas.

Pesquisas anteriores [79], [18], [88], [104], [105] ja demonstraram que O
revestimento de fosfato de calcio em ligas de titanio é usado para melhorar sua
biocompatibilidade, obtendo a ativacdo da superficie para ancoramento celular, e
assim, promovendo a osseointegracdo. Os grupos G3 e G4 apresentaram producéo
de proteina total significativa e, apesar da baixa viabilidade celular, confirmaram a
ativacdo da superficie para um caminho promissor a diviséo celular.

As diferencas morfologicas da apatita podem ter influenciado nos resultados
dos testes bioldgicos, pois, comparando os grupos G3 e G4, embora nao tenha se
diferenciado estatisticamente (p>0,05) (Figura 16-b) de acordo com a ISO 10993
[79], o grupo G4 apresentou maior quantidades de producao de proteinas totais que
0 grupo G3 (Figura 16-b), porém, esses dois grupos tiveram menor producdo de
proteinas totais quando comparado ao grupo G2, mostrando que a microporosidade
da superficie filme aluminio-titAnio possui maior capacidade de ancoramento

protéico que os grupos de fosfato de calcio, como mostrado nesses resultados.
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De acordo com Vercik et al. [104], a solu¢cdo SBFx5 influencia na producédo
de maior quantidade de fases de fosfato de calcio, resultando em uma nucleacéo de
apatita mais densa (Fiugra 15-d ), embora o processo seja lento. J4, a nucleacédo de
apatita por eletrodeposicdo favoreceu o crescimento controlado e orientado,
formando particulas esféricas e uniformes (Figura 14-b), como encontrado no
estudo anterior [89]. A partir desses achados, pode-se inferir que a superficie
revestida com fosfato de célcio se mostrou promissora ha ancoragem/incremento
proteico, mas a morfologia superficial do revestimento de apatite foi menos
favoravel a viabilidade celular, o que pode estar relacionado a apatitas de baixa
cristalinidade, como revelaram os resultados anteriores. Assim, o estudo in vitro aqui
realizado ndo € suficiente para esclarecer a baixa viabilidade celular, visto que,
revestimentos de fosfatos de célcio ja sao utilizados em liga de titdnio para melhorar
sua biocompatibilidade, promovendo a osseointegragéo.
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6 CONCLUSAO

As caracterizacdes revelaram que modificacdes feitas na liga Ti6AI7Nb com
filme de alumina de 200 nm depositado por ALD, nunca antes feito nesta espessura,
para aplicacdes biomédicas, formaram filmes nanométricos de aluminio-titanio
(grupo G2) que conferiram rugosidade reduzida em relacdo a liga polida e se
mostraram ideais para a producdo de proteinas totais, precursoras da proliferacdo
celular e, ainda, favoreceu a nucleacao da apatita (grupo G3 e G4), que produziram
cristalinidade tipica de apatitas bioldgicas, sintéticas ndo carbonatadas e néo
estequiométricas.

O nanofilme de aluminio-titanio conferiu reforco e estabilidade para formar a
microestrutura da matriz de apatita sintética, pois a reducdo da rugosidade
superficial formou ndcleos para o crescimento do cristal e possibilitou a adesédo dos
recobrimentos ao substrato observado a partir da nucleacdo da matriz de apatita, e
evidenciando o melhoramento da bioatividade da liga Ti6AI7Nb em implantes
0SSeos.

O revestimento de estruturas porosas [96] e rugosas [80] desempenha um
papel critico na inducdo da nucleacao da apatita nas superficies da liga de titanio,
tornando-a bioativa, como pode ser confirmado nos resultados biolégicos, nos quais
houve maior producdo de proteinas totais em todos 0s grupos experimentais em
comparagao com 0 grupo controle.

Os testes biolégicos mostraram que os tratamentos realizados sao
precursores da proliferacdo celular por serem atoxicos e possibilitar melhor resposta
bioldgica, como comparado com as referéncias [3], [9]. Os grupos experimentais
(grupos G2, G3 e G4) apresentaram maior producdo de proteina total que o grupo
controle (grupo G1). Mas, o grupo G2 foi quem mais se destacou, dada a melhoria
da superficie a redugdo da rugosidade superficial, que formou microporosidade
promissora ao ancoramento proteico e, consequentemente pode ser aplicado a
divisdo, migracao, e proliferacao celular.

Os resultados deste estudo mostraram que 0s grupos experimentais (G3 e
G4) foram eficientes para o crescimento da apatita biolégica e demonstraram
potencial de diferenciacdo celular, potencializando o desenvolvimento para células
0sseas, sendo importante continuar as pesquisas para investigar as propriedades
osteocondutoras e osteoindutoras; e considerar ainda a tribologia necessaria para

avaliar como habilita-la e aplica-la a implantes 6sseos.
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CONTINUIDADE DA PESQUISA

e Avaliar a espessura dos filmes formados;
e Realizar testes de propriedades de barreira e resisténcia a corrosao;
e Realizar outros testes bioldgicos in vitro e en vivo para verificar propriedade

osteoindutoras e osteocondutoras.

CONTRIBUICAO DA PESQUISA

O estudo de modificacdo de liga Ti6AI7Nb obteve um nanofilme de alumina-
titdnio e alumina-titanio-apatita que pode ser aplicado na engenharia de tecido, pois
comprovou Otima viabilidade celular e producdo de proteinas, revelando a nao

toxicidade e superficie promissora ao desenvolvimento de osteogénese.
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ANEXO A — Obtencéao da liga Ti6AlI7Nb
Comprovante de aquisicdo da liga de Ti6AI7Nb em forma de barra cilindrica de 50
cm e 10 mm de diametro.

BAOJI TIAN XING

Minor Metal Materials Co., Ltd

PROFORMA

INVOICE
No0.38,Mingxing Industrial Park,Maying Town,Weibin District,
Baoji 721013,
No.: TX170405-2 Shaanxi,China.
TEL: +86-917-3909013

FAX: +86-917-3909015

TO: LUCIANA MENDES DE SOUSA
ATT: LUCIANA MENDES DE SOUSA

Valid: 30 days
Date: 2017-4-5

Diameter:10mm 45.00

Titanium Bar Ti6AI7ND ASTM F1295 Length:50cm 1 piece 45.00

a)

b)

Fonte: Autoria propria.



