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RESUMO

Os recobrimentos de superficies metalicas de implantes com materiais
bioativos sdo uma alternativa na busca de materiais para regeneracao 6ssea, com
maior vida util, de fixacdo rapida e menor rejeicdo. Nesse trabalho, pecas de titanio
puro comercial, grau 2, com tratamento de superficie similar ao comercial, sdo
recobertos por biovidros do sistema (SiO2)o.80(P20s)0.04(Ca0)o.16, @ temperatura
ambiente, e submetidos a dois diferentes tratamentos térmicos, 37°C, chamado de
BGTi37, e 600°C, chamado de BGTi600, e comparados ao titanio comercial.

As andlises quimicas dos materiais foram realizadas por
espectroscopia na regidao de infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia difusa, difracdo de raios X, espectroscopia de raios X de energia
dispersiva, espectroscopia fotoeletrénica de raios X e potencial zeta. Por meio delas,
foi possivel determinar a composicao, os grupos funcionais importantes relacionados
a bioatividade, a aderéncia dos materiais formados, caracteristicas quimicas
superficiais, ponto isoelétrico e a morfologia das amostras.A aderéncia dos filmes ao
substrato foi determinada pela norma ABNT MB 985, obtendo o GR 0 para os
materiais formados.A morfologia, a espessura e a rugosidade foram determinadas
por microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forga atdbmica. Foram
obtidos materiais porosos, com espessura e rugosidade adequada a sua aplicacéo.
A interferéncia da formacdo de Oxidos na morfologia e espessura também foi
investigada.

A bioatividade dos materiais e do substrato, contendo apenas titanio
sem recobrimento, foi determinada pela cinética de formacao da apatita carbonatada
em fluido biolégico simulado, seguindo o método de KOKUBO, avaliado por
espectroscopia na regido de infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia difusa, difracdo de raios X, e espectroscopia fotoeletronica de raios X,
com os quais foi possivel detectar a presenca de fosfatos de calcio formados.
Também foram avaliados a atividade da enzima fosfatase alcalina, a viabilidade
celular e a colonizagdo in vitro na superficie dos materiais. Os resultados obtidos
mostraram a viabilidade de se utilizar os materiais de biovidro e titanio como
implantes dsseos.

Palavras-chave: Biovidros, titanio, biomateriais, filmes e regeneracéo

Ossea.



ABSTRACT

The coatings of metal surfaces of implants with bioactive materials are
an alternative in the search for materials for bone regeneration with long life useful,
quickly fixation and lower bounce. In this research, parts of commercial pure titanium
grade 2, with a treatment similar to the commercial surface, are covered by
bioglasses system (SiO2)0.50(P205)0.04(Ca0)o.16 at room temperature, and subjected
to two different thermal treatments, 37°C,called BGTi37 and 600°C, called BGTi600,
and compared to commercial titanium.

Chemical analysis of the material was performed by spectroscopy in the
infrared region for Fourier's Transform with diffuse reflectance, diffraction X rays
spectroscopy, X rays energy dispersive, X rays photoelectron spectroscopy and zeta
potential. It was possible to determine the composition, the important functional
groups related to bioactivity, and adherence of the formed materials, surface
chemical characteristics, isoelectric point and the morphology of the samples. The
adherence of the film to the substrate was determined by ABNT MB 985, getting the
GR 0 for formed materials. The morphology, thickness and roughness were
determined by scanning electron microscopy and atomic force microscopy. They
were obtained porous materials with a thickness and roughness appropriate to your
application. The interference of the formation of oxides on the morphology and
thickness was also investigated.

The bioactivity of the materials of the substrate, was determined by the
kinetics of the formation of carbonated apatite in simulated body fluid, KOKUBO
following the method reported by spectroscopy in the infrared region for Fourier's
Transform with diffuse reflectance, diffraction X rays spectroscopy and X rays
photoelectron spectroscopy, with which it was possible to determine the calcium
phosphates formed; by cell viability; alkaline phosphatase; and colonization in vitro
on the surface of the material. The results showed the feasibility of using the

materials as bioglass and titanium bone implants.

Keywords: bioglasses, titanium, biomaterials, films and bone

regeneration.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda de implantes dentarios e ortopédicos tem
despertado o interesse cientifico e tecnoldgico, em busca de materiais com maior
vida util, de fixag&do rapida e menor rejeicao.

O recobrimento de superficies de implantes metélicos e ceramicos com
materiais bioativos € de grande interesse na area de biomateriais (Hench e Wilson,
1993). O recobrimento de implantes metalicos com um material bioativo agrega
conteudos tecnoldgicos e inUmeras vantagens comerciais ao novo material, como a
possibilidade da fixacdo em curto prazo, o que € de grande interesse em implantes
dentarios. A fixacdo permanente de proteses possibilita a substituicdo de proteses
cimentadas, onde fraturas no cimento podem ocorrer diminuindo a vida util do
implante (Furlong e Osborn, 1991). As modificacbes na superficie dos materiais,
para producdo de materiais mais porosos e recobertos por biomateriais, permitem o
crescimento do tecido de forma a obter uma fixacdo implante-osso eficiente (David
et al.,, 1995). A ligacdo com 0 0sso0, nos biovidros (BGs) esta associada com a
formacao de uma camada de hidroxiapatita (HA) na superficie do material bioativo. A
fase HA formada possui estrutura e composi¢cédo equivalente a fase mineral do 0sso,
0 que proporciona a ligacao interfacial (Hench, 1991). O uso de BGs em implantes
pode melhorar a angiogénese, que € um processo essencial para a reparagao e
regeneracdo de tecidos, e induzir a vascularizagdo dos tecidos em construcao
(Vargas et al., 2013). A biocompatibilidade de implantes dentarios esta diretamente
associada as propriedades da superficie do implante (Whitters et al., 1999). Dentre
as diversas propriedades de superficie, a rugosidade desempenha um papel
determinante na compatibilidade implante/tecido 6sseo (Parra et al., 2006).

Com o processo sol-gel é possivel obter materiais vitreos com alta
homogeneidade e pureza. Ele pode ser realizado a temperatura ambiente, o que &
um facilitador para a incorporacdo de antibidticos e materiais organicos com
atividade biolégica junto ao BG (Andrade e Domingues, 2006).

Estudos recentes mostram que o0s biovidros séo utilizados em
diferentes formas a fim de criar e/ou melhorar a bioatividade de implantes 0sseos
metalicos. Por exemplo, utilizando técnicas de oxidacdo as superficies de titanio

foram modificadas com biovidros e apresentaram taxas de precipitacdo de apatitas
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carbonatas, superiores as superficies sem tratamento (Soares et al. 2012). Em outro
trabalho, nanocompésitos de biovidro sdo utilizados para revestir implantes de
titAnio, com o objetivo de aumentar a taxa de precipitacdo de apatitas carbonatadas
na superficie dos materiais (Durgalakshmi et al. 2015). Em outros estudos utilizando
compositos de titdnio e biovidro (Kaczmarek et al., 2014) e biovidro e colageno
(Quinlan et al., 2015)apresentaram resultados interessantes em termos de
alternativas promissoras aos implantes 6sseos ja comercialmente existentes.

A proposta deste trabalho estd em basadano fato de que biovidros
podem ser utilizados com sucesso para recobrimento de superficies solidas através
do processo sol-gel. Tais recobrimentos, entretanto, devem ser otimizados para que
possam ser viabilizados como tratamento de superficie de implantes ortopédicos e
dentarios (Andrade e Domingues, 2002).

Este projeto foi desenvolvido em parceria com a empresa Peclab®,
especialista em implantes dentarios de titanio, a qual nos doou as pecas metélicas.
O método sol-gel foi entdo usado para produzir o BG do sistema
(Si02)0.80(P20s5)0.04(Ca0)o.16 € recobrir pecas de titdnio grau 2 as quais sofreram
tratamento superficial anterior baseado em procedimentos conhecidos e ja aplicados
na industria. Nossa proposta é verificar se ap0s o recobrimento, as pecas teriam
uma resposta de bioatividade, aderéncia e principalmente de crescimento celular
superior a aquelas dadas pelas pecas sem recobrimento de biovidro.

A sintese do BG pelo método sol-gel apresenta baixa complexidade,
pode ser realizada a temperatura ambiente e possibilita uma futura incorporacdo de

materiais organicos tais como uma larga gama de antibiéticos e antiinflamatarios.



2. OBJETIVO

Este trabalho propde a obtencéo e caracterizacéo de recobrimentos de
biovidro (BG) em pecas de Titanio, grau 2, pelo método sol-gel, com propriedades
estruturais projetadas para sua estabilidade quimica e fisica a fim de melhorar a
interacdo implante-osso. Este objetivo estd vinculado aos objetivos especificos a

sequir:

. Recobrir as pecas de titanio utilizando a técnica de
imersao controlada (dipcoating) em sol-gel;

. Obter filmes finos pertencentes ao  sistema
(Si02)0.80(P20s)0,04(Ca0)o 16, Utilizando a rota sol-gel;

. Obter recobrimentos (flmes de vidro bioativo) que néo
sejam citototoxicos, ou seja, que permitam a adesdo, crescimento e
proliferacdo celular em meio fisiologico;

. Obter materiais com superficie projetada para aplicacbes
biomédicas;

. Caracterizar os materiais formados, no que diz respeito a
estrutura e suas propriedades fisico-quimicas;

. Avaliar a bioatividade e biocompatibilidade, in vitro, dos

materiais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica tem o intuito de ressaltar os principais
conceitos relacionados a esse trabalho, assim como sua abrangéncia e importancia

para a quimica, no que diz respeito aos implantes 6sseos.

3.1. FILMES FINOS

O recobrimento de uma superficie com uma camada transparente
possibilita alterar as propriedades do material formado, sem com isso alterar a
composic¢ao do substrato.

Pode-se definir como filme fino uma camada em que a diferenca do
caminho de raios de radiagdo visivel que a atravessa ndo exceda a 5 A, onde A é o
comprimento de onda da radiacdo.A equacao abaixo relaciona o indice de refracéo

de cada material com a espessura do filme:

2mh=51  (3.1)

Onde n; é o indice de refracdo do filme e h sua espessura. Para um
comprimento de onda igual a 0,6 um e sendo o indice de refracdo da silica = 1,5,
determina-se a espessura critica para uma camada de silica. Assim, foi determinado
gue para ser considerado um filme fino a espessura deve ser igual ou inferior a 1um
(1000nm) (Fanderlick, 1983).

As variadas aplicacbes dos filmes finos estdo relacionadas as suas
propriedades, tais como: reflexdo/transmissédo Optica, dureza, adesédo, porosidade,
dieletricidade, resisténcia a ambientes corrosivos, estabilidade com respeito a
temperatura e a estequiometria. Tais propriedades estdo diretamente ligadas ao
meétodo de deposicdo, material utilizado como substrato, temperatura do substrato,

taxa de deposicao e pressao do ambiente de deposicao (George, 1992).

3.2. TIPOS DE RECOBRIMENTO

Existem diversas técnicas de recobrimento para formacédo de filmes

gue séo escolhidas de acordo com as propriedades desejadas para o material
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produzido. Dentre as varias técnicas a deposicdo quimica em fase vapor (CVD), a
deposicao fisica em fase vapor (PVD), o sol-gel e a imersdo sdo muito utilizadas
(George, 1992), (Brinker e Scherer, 1990), (Rickerby e Matthews, 1991).

3.2.1. METODO DE IMERSAO

O meétodo de imersdo € rapido, eficiente e ndo exige grandes
investimentos em termos de equipamento, pelo fato de ndo ser necessaria a
utilizagdo de vacuo durante a deposi¢do, caracteristicas que o diferencia dos
demais. Normalmente, o substrato a ser revestido é imerso em um liquido e, em
seguida, retirado do banho mantendo uma determinada velocidade sob condi¢cdes
controladas de atmosfera e temperatura (Brinker e Scherer, 1990), (Crook, 2001).
Com a parte imersa na solu¢do, as substancias podem atingir a superficie do
substrato através de mecanismos térmicos, mecéanicos ou de transporte de massa
(Alves, Ronconi e Galembeck, 2002), (Blohowiak, Osborne e Krienke, 1999). Os
produtos da reacdo podem se difundir livremente através da superficie do substrato
levando a um revestimento termodinamicamente mais estavel. Nessa técnica o
substrato € preso a um “cantilever’ adaptado a um motor que o movimenta no sentido
de abaixar e suspender ao longo de um eixo vertical. O limite do movimento vertical
deve ser suficiente para abaixar completamente, mantendo o0 substrato
completamente submerso na solugdo do revestimento e suspendé-lo do recipiente
que contém a solucdo. O revestimento € depositado na superficie do substrato
quando o “cantilever’ é abaixado, empregando uma velocidade pré-determinada.
ApdOs um breve periodo em que o substrato fica submerso na solu¢cdo do banho
(suficiente para que ocorra a reacdo de hidrolise), o substrato revestido € retirado
empregando uma velocidade constante e pré-determinada, conforme a espessura
do revestimento desejada: quanto menor se deseja a espessura do filme, mais lenta
deve ser a retirada do mesmo da solucdo (Chen, Thompson e Boccaccini, 2006),
(Brinker e Scherer, 1990).

A obtencdo de um revestimento fino depende, além da velocidade de
retirada, de varios fatores entre eles, da tensdo superficial entre a superficie e
solucéo, a concentracao e a viscosidade da solucéo e a forca da gravidade. Quando
a viscosidade do liquido (n) e a velocidade de retirada do substrato (U) séo elevadas

0 bastante para reduzir a curvatura do menisco, entdo o filme depositado
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apresentando uma espessura (h), é capaz de balancear a viscosidade (proporcional
a nU/pg)” e a forca de gravidade (pgh):

h=ci(nU/pg)*  (3.2)

Onde a constante de proporcionalidade, c;, apresenta um valor
aproximado de 0,8 para liquidos Newtonianos (Brinker e Scherer, 1990). Quando, ao
contrario, a velocidade de retirada do substrato e a viscosidade ndo séo elevadas o

bastante, esse balanco € regulado pela razdo da viscosidade no momento da
retirada do material da solu¢cdo e a tensdo superficial liquido-vapor (cerro, 2013)

(Yov):
h = 0,94(nUlv)"(NUIpE)"*  (3.3)

Outro fator bastante influente na estrutura do filme a ser depositado é o
precursor utilizado. As espécies poliméricas diluidas constituem o banho de
revestimento, concentram-se na superficie do substrato devido a drenagem
gravitacional que € acompanhada pela evaporacdo e condensacdo. A concentracao
da solucéo é aumentada de um fator de 20 a 30 fazendo com que as particulas dos
precursores se aproximem (Brinker e Scherer, 1990). Durante a formacdo do
revestimento, ou seja, durante a etapa de evaporacao do solvente, o vapor de agua
se difunde a partir da atmosfera em diregcdo a camada depositada mantendo as
condicdes para que as reacdes de hidrélise continuem ocorrendo. Ao mesmo tempo,
as reacOes de policondensacao prosseguem até que seja formada uma camada de
oxido a elevada temperatura. Essa difusdo controlada no processo sol-gel favorece

a formagéo de camadas finas em detrimento de estruturas macicas.

3.3. PROCESSO SOL-GEL

A técnica sol-gel é baseada em reacdes de hidrolise e condensacao, a
baixas temperaturas, e com ela possivel obter materiais com caracteristicas
mecanicas, oOpticas e térmicas especificas, dentre outras (Betz e Hintze-Buning,
2002), (Pugh et al., 2003), (Arfsten et al., 2003). Esse método permite a utilizacao de

rotas diferentes, alcodxido ou coloidal, formacdo de um material com elevada
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pureza. Proporciona o0 recobrimento de grandes superficies por filmes com
espessuras que podem variar de nandmetros a alguns milimetros, além dos baixos

custos nas instalagoes (Hench, 1991), (Rigo et al., 2004).

3.3.1. HISTORICO DO METODO SOL-GEL

Os estudos sobre géis a base de silica ja sdo conhecidos desde 1845,
onde se percebeu que a hidrélise do tetraetilortosilicato (TEOS), em meio &cido,
produzia silica sob a forma de um material vitreo (Brinker e Scherer, 1990).
Entretanto, essa tecnologia s6 foi aplicada industrialmente em 1940, por meio da
primeira concessao de patente, concedida a empresa alema Jenaer Glaswer Schott
&Gen, para a obtencéo de filmes de silicato (Brinker e Scherer, 1990). Os primeiros
espelhos e retrovisores revestidos pelo processo sol-gel surgiram nas décadas de
1950 e 1960. Na década seguinte, foram obtidas fibras 6pticas utilizando a técnica
(Hench e Wilson, 1993), (Brinker e Scherer, 1990).

Nos anos 80, a obtencdo de materiais hibridos, organico-inorganicos,
nos quais um polimero organico encontra-se covalentemente ligado a estrutura de
um composto inorganico (por exemplo, a silica), fomentou ainda mais a utiliza¢éo do
meétodo. Inicialmente, esse material recebeu o nome de Ormosils (organically
modified silicates) e, posteriormente, passou a ser conhecido por Ormocers
(organically modified ceramics).

Na década de 1990 surgiram os biossensores, largamente aplicados,
no campo da medicina, na identificacdo e quantificacdo de metabolitos de forma
rapida e segura, mesmo em concentracdes baixas (Alfaya e Kubota, 2002). A
capacidade de, com esse método, produzir diferentes materiais, com diferentes
formas, tendo controle do processo, além das baixas temperaturas aplicadas e o
baixo custo, fizeram do processo sol-gel uma técnica amplamente utilizada, versatil

e que vem sendo cada vez mais utilizada.

3.3.2. DESCRICAO DO METODO

O processo sol-gel baseia-se na transformagdo de um sol, em um
material poroso que imobiliza a fase liquida nos seus intersticios, conhecido como

gel. As reacdes de hidrélise e condensacdo fundamentam esse processo. E pode
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ser esquematizado pela rota reacional descrita abaixo pelas reacdes de hidrolise
(reacdo 3.4) e condensacgédo (alcodlica, reacéo 3.5 e, aquosa, reacdo 3.6), onde, R
representa um grupo alquila (CyH2n+1), geralmente CHs, C,Hs ou CsHz, M representa
um metal tal como silicio, aluminio ou titanio e M(OR)z o alcodxido metélico, utilizado
como precursor, embora sais metalicos inorganicos possam também ser usados
(BRINKER, 1990; ALFAYA, 2002).

Si(OR); + H,0 - Si(OR)z1(OH) + ROH (3.4)
Si(OR)3 OH + Si(OR)4— (RO)3Si— 0 — Si(RO)3 + ROH (3.5)
2Si(OR)3 OH — (R0O)3Si — 0 — Si(RO)3 + H,0 (3.6)

Durante a reacao de hidrélise ocorre a substituicdo do grupo alcodxido
pelo grupamento hidroxila (OH), seguido das reacdes de condensacdo, que
envolvendo o grupo silanol, produz ligacdes siloxanas (Si-O-Si), além do subproduto
alcool (ROH) ou agua (Brinker e Scherer, 1990), (Corriu e Leclercqg, 1996). O sol é
obtido a partir da mistura fisica dos precursores (alcoéxidos ou sais) como fonte de
cations, que em presenca de agua, sdo agentes de hidrélise; um catalisador (acido
ou bésico); e, as vezes, na presenca de solventes para a homogeneizagdo no
estagio inicial. Uma caracteristica importante do sol é sua baixa viscosidade que
permite que o0 mesmo seja vazado em moldes com a geometria do produto final
(Hench, 1991), (Rigo et al., 2004).

As variacdes nos parametros de sintese podem causar modificacdes
na estrutura e nas propriedades dos géis formados. Pode-se destacar entre 0s
parametros: o precursor, a razdo molar H,O:Si, o0 tipo e a concentragcdo do
catalisador, o solvente utilizado, a temperatura e a pressao (Brinker e Scherer,
1990). A hidrdlise ocorre por meio de uma reacao nucleofilica do atomo de oxigénio
da agua com o atomo de silicio, produzindo um alcool e uma molécula hidrolisada do
alcooxido de silicio, independente do catalisador utilizado.

Estudos de ressonancia magnética nuclear do *°Si tém demonstrado
que sao formados produtos como mondmeros, dimeros, trimeros lineares, trimeros
ciclicos, tetrameros ciclicos e outros anéis de ordens superiores (Brinker e Scherer,
1990).



3.4. BIOVIDROS

O termo bioativo é dado a um “material capaz de eliciar uma resposta
especifica na interface do material, resultando na formacdo de uma ligacdo entre
este e o tecido circundante”. Esses materiais foram bastante estudados ao longo de
décadas (De Aza et al., 2007). A utilizacdo de materiais ceramicos para a ortodontia
teve seu inicio na década de 1940 e foram de grande interesse devido as suas
vantagens como resisténcia ao desgaste e compressao, isolamento térmico, entre
outras (Hench, 1991). A necessidade de reconstrucdes dos tecidos 0sseos permitiu
0 avango e 0 aprimoramento técnico do estudo de biomateriais que pudessem
substituir ou aperfeigcoar os processos tradicionais. Os biomateriais sintéticos, como
os fosfatos de calcio, apresentam propriedades fisico-quimicas controladas, sendo
uma alternativa para a regeneracdo Ossea. Estes materiais devem garantir a
formacdo de ligacdes estaveis com o osso neoformado, ao longo do tempo. As
hidroxiapatitas (HA), o trifosfato de célcio e os biovidros sdo exemplos desta classe
de materiais (Dorozhkin, Sergey V., 2010), (Ducheyne e Qiu, 1999). Inicialmente, na
area da ortopedia e ortodontia eram utilizadas ceramicas de hidroxiapatita [HA -
Cay0(P0O4)s(OH);], o fosfato de calcio bifasico (BCP) e o tricélcio de fosfato (TCP)
(Ducheyne e Qiu, 1999), (Emadi, Roohani Esfahani e Tavangarian, 2010), (Nezafati

et al., 2011). Estes biomateriais detém propriedades interessantes, tais como:

. Biocompatibilidade, uma vez que possuem uma elevada
semelhanca quimica e estrutural com o 0sso;

. Bioinertes;

. Formam estruturas porosas, facilitam as infiltracdes de

células favorecendo o crescimento do tecido 6sseo.

No entanto, os mesmos possuem Vvarias desvantagens que
impossibilitavam a sua utilizacdo designadamente: a fragilidade, a dificuldade de
moldar (Xu et al., 2006). Embora a HA seja muito semelhante & fase mineral do
osso, € dificil controlar a degradacdo do material (Charriére, Lemaitre e Zysset,
2003). Com isto, foram necessarios estudos para o desenvolvimento de um novo
biomaterial com caracteristicas mais apropriadas (Charriere, Lemaitre e Zysset,
2003), (Xu, Burguera e Carey, 2007), (Liu et al., 2008).



No final da década de 1960, um novo material proporcionou mudancas
significativas no conceito das aplicagbes das bioceramicas, os vidros bioativos. Um
dos exemplos é o Bioglass 45S5®, vidro quaternario SiO,-Ca0O-Na,O-P,0s, Figura 1,
gue tem despertado grande interesse devido as caracteristicas que este acarreta na

regeneracado dssea.

510,

A -Ligacéo com o tecido 0sseo0;
B - Ndo ocorre ligagdo com o tecido dsseo (baixa reafividade);
C - N&o ocorre ligacdo com o tecido 0sseo (elevada reatividade);

D - Nao ocorre ligacdo com o tecido o0sseo (ndo forma vidro);

5 - Ocarre ligacdo com o tecido 6sseo.

Figura 1 - Localizacdo do Bioglass 45S5® no diagrama de Hench que relaciona a

composicdo com a bioatividade.

O tecido 6sseo € constituido por dois tipos de estruturas Osseas: 0
0sso trabecular, no qual reside um elevado numero de células por volume na sua
superficie, o que determina a atividade metabdlica e que permite cerca de 80% para
a sua remodelacdo, devido a sua elevada porosidade; e o 0sso cortical que nao
possui tanta atividade, mas oferece resisténcia ao osso de modo a reduzir o numero
de fraturas, uma vez que possui uma reduzida porosidade. Como o Bioglass 45S5®
possui capacidade de promover uma ligacdo quimica com o tecido 6sseo, apresenta
algumas analogias com o0 o0sso trabecular. Com o seu desenvolvimento nasceu o
conceito de bioatividade e acelerou-se toda a investigagdo no campo dos materiais
para implantes 6sseos (Chen, Thompson e Boccaccini, 2006), (Hench, 2006),
(Cannillo e Sola, 2009), (Bellucci, Cannillo e Sola, 2010). Na superficie dos
biovidros, quando expostos a fluidos corporais, ocorrem reacdes quimicas
originando uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HAC). Sao amplamente
estudados devido a sua capacidade de osteointegracdo (Hench, 2006). A literatura
(Oréfice, Hench e Brennan, 2000; Hench, 2006) esclarece que a base para a ligacao
entre 0 0sso e o vidro bioativo € a reatividade quimica desse vidro na presenca de
fluidos fisiol6gicos. Esta reacdo promove a formacgdo de uma camada superficial de
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hidroxiapatita, a qual o 0sso se une. Esse processo ocorre de forma sequencial. O
primeiro passo caracteriza-se pela liberacdo de elementos alcalinos ou alcalinos
terrosos, pela troca catidnica com HzO". A troca ibnica € relativamente simples uma
vez que os cations ndo fazem parte da estrutura vitrea, mas, modificam a estrutura
pela formacao de ligacdes de oxigénio ndo ligado. O segundo passo (dissolugéo) se
passa por meio da quebra da ligagéo Si-O-Si devido a a¢do dos ions hidroxila (OH").
Essa quebra de ligacéo libera a silica para a solugdo sob a forma de acido silicico
[Si(OH)4], cuja taxa de dissolucdo é fortemente dependente da composicao vitrea. A
silica hidratada formada na superficie do vidro se rearranja pela polimerizacdo de
grupos silanol, levando a formacdo de uma camada rica em silica, posteriormente
ocorre a precipitacdo. Durante a precipitacéo os ions de calcio e fésforo liberados do
vidro, além daqueles presentes na solucéo fisiolégica, formam na superficie uma
camada amorfa rica em célcio-fosfato (a-CaP). Posteriormente, essa camada
amorfa se cristaliza formando a estrutura da hidroxiapatita carbonatada (HCA)
através da incorporacao, no interior da fase amorfa (a- CaP), dos anions carbonatos
presentes na solugéo.

Desta forma € possivel resumir a reatividade superficial do vidro
bioativo, além das vérias reagdes interfaciais que ocorrem entre o vidro bioativo e a
superficie do tecido, em cinco estagios descritos abaixo(Gerhardt e Boccaccini,
2010), (Bellucci et al., 2011), (Newby et al., 2011)

1° estaqio

Uma réapida troca ibnica entre os jons Ca’ (presentes no vidro) com
HsO", presentes na solucéo do fluido:

[(SiO,) ,Ca]’™+ 2 H;O" + OHF — 2SiOH" + Ca" + OH+ H,O

2° estagio
Perda da silica soluvel sob a forma de Si(OH) para a solucado, devido a
quebra da ligacdo Si-O-Si e formacdo de silanol (SiOH) na interface da solucdo
vitrea.
Si-O-Si + H,O — Si-OH + OH-Si
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3° estagio
Condensacao e polimerizacdo da camada rica em SiO, na superficie.

0,Si-OH + HO-SI0O —»  -0-Si(0,)-0-Si(0,)-0- + H,0

4° estagio
Migracdo dos grupos Ca** e PO,*, provenientes do biovidro, para a
superficie, formando um filme rico em CaO-P,0s’, seguido do crescimento do filme

de fosfato de célcio, oriundo dos fons Ca** e PO,* presentes na solucao.

5° estagio
Cristalizacdo do filme amorfo de CaO-P,Os pela incorporacédo dos
anions OH ou CO3%, presentes na solucdo, para formar uma camada mista de

hidroxila e carbonato.

Ha uma gama de composi¢cdes de biovidros, vitroceramicas e
ceramicas da familia dos fosfatos de calcio bioativos (Kokubo, 2008). Dentre as
quais, esta o sistema (SiO2)o.80(P205)0.04(Ca0)o.16. Sua sintese pode ser catalisada
por acido, e tendo como precursor majoritario o tetraetilortosilicato (TEOS), cujo
processo de sintese é realizado a temperatura ambiente. Obtém-se um material com
elevada porosidade, o que permite uma maior atividade metabodlica (Andrade e
Domingues, 2006).

3.5. CERAMICAS DE FOSFATOS DE CALCIO (CPC)

As ceramicas de fosfatos de célcio se destacam entre as bioceramicas
por apresentarem auséncia de toxicidade local ou sistémica, auséncia de respostas
a corpo estranho ou inflamacdes, e aparente habilidade em se ligar ao tecido
hospedeiro (Kawachi e Tamao, 2000). Essas caracteristicas podem ser elucidadas
pela natureza quimica desses materiais que, por serem formados basicamente por
ions calcio e fosfato, apresentam uma participacao ativa no equilibrio ibnico entre o
fluido e a cerdmica. Uma forma conveniente de classificar os varios fosfatos de
calcio é através de sua razao molar Ca/P, conforme mostrado pela Tabela 1. A HA é
a forma termodinamicamente mais estavel do fosfato de calcio e é obtida a partir de
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solugdes supersaturadas. Entretanto, sua precipitacdo geralmente é precedida pela
formacao de pelo menos uma fase precursora. A ordem pela qual eles precipitam
obedece a lei de Ostwald e suas quantidades e as etapas de reacado sao fortemente
dependentes da temperatura, pH, supersaturacdo, a presenca de sementes de
cristais ou mesmo, inibidores (Dorozhkin, Sergey V., 2010). Ela é estdvel em
presenca de fluidos fisiolégicos e apresenta uma grande bioatividade devido a sua
facilidade de integracdo com o0sso. Além disso, apresenta uma estrutura
cristalografica definida, pertencendo ao sistema hexagonal, grupo espacial P63/m.
Sua célula unitaria (a=b=9,42A e ¢c=6,88 A) contém a representacdo completa do
cristal apatita, que consiste de grupos Ca, PO, e OH fortemente compactados. Ela
pode ser sintetizada sob a forma densa ou porosa, com diametros de poros tao
grandes quanto 500 um (Oréfice, Hench e Brennan, 2000). A HA pode ser obtida
variando-se a razao de Ca/P e apresenta vantagens e desvantagens em relacao ao

Seu uso como biomaterial.

Tabela 1 - Classificacéo de fosfatos de calcio por meiodas raz6es entre o Ca/P.

Nome Sigla Foérmula Ca/P

Monocalciofosfato monohidratado MCPM Ca(H,P0,)2.H,0 0,5

Monocalcio fosfato anidro MCPA Ca(H,POy,) , 0,5

Dicalcio fosfato di-hidratado DCPD CaHPO,.2H,0 1,0

Dicélcio fosfato anidro DCPA CaHPO, 1,0

Fosfato octacalcio OoCP Cag(HPO4)2(POy) 4.5H,0 1,33

a-Fosfato tricalcico a-TCP a-Caz(POy,). 1,5

B-Fosfato tricalcico B-TCP B-Cas(POy);, 15
Fosfato de céalcio amorfo ACP Ca,(POy) y.nH,O 1,2a2,2
Hidroxiapatita deficiente em célcio CDHA Cayox(HPO,) «(PO4) 6x(OH) .« | 1,5a2,0

Hidroxiapatita HA Cayp(PO4)s(OH) » 1,67

Fosfato tetracalcio TTCP Cay(PO.): 1,67

2,0

Fonte: Adaptado de (Dorozhkin, S. V., 2010)

Entre as vantagens de seu uso como biomaterial, diversos autores

mencionam:;

13



. Elevada porosidade, que aumenta a area superficial,
resultando em uma significativa integracéo entre o tecido vivo e o implante;

. Poros interconectados, permitindo o crescimento do
tecido no seu interior, levando a uma fixacao segura do implante;

. Porosidade interconectada, permitindo a organizagcdo nos
canais vasculares facilitando o suprimento de sangue e nutricdo para 0 0Sso;

. Similaridade com o 0sso humano
Entre as principais desvantagens, sao conhecidas:

. Baixa resisténcia a tracéo e a fadiga, razéo pela qual, seu
uso tem se restringido a implantes em locais onde a tensdao mecéanica é
reduzida ou, onde apenas existe a tensdo de compressao;

. Lenta biodegradacédo. A taxa de degradacao das CPC, de

forma genérica, segue a ordem de velocidade a seguir:

CaHP0O4.2H,0 > CaHPO4> Cast(PO4)6.5Hzo > Ca3(PO4)2>
Calo(PO4)5(OH)2

3.6. TITANIO

O titdnio € um material bioinerte, ou seja, é indiferente as funcdes vitais
do organismo e néo é toxico, o que faz dele um material biocompativel. Devido a seu
modulo de elasticidade baixo (~100 GPa), é utilizado em implantes 0sseos por
promover uma melhor transferéncia mecanica, altos valores de resisténcia a fadiga,
facil usinagem e resisténcia a corrosao, caracteristicas que fazem do titanio um
importante, e muito utilizado, material para implantes dentérios, ortopédicos e de
articulagbes, Figura 2, (Popa et al, 2010), (Lilja, 2011). Algumas destas
propriedades podem ser melhoradas utilizando-se filmes de Oxidos de Ti na
superficie do Ti e suas ligas ou filmes de outros materiais, modificando-se a
superficie do Ti por métodos fisicos e quimicos (Hanawa, 1999), (Sul, Johansson e
Jeong, 2001). Tecnologias de modificacdo de superficie do Ti e suas ligas incluem
tratamento mecanico, pulverizacdo térmica, sol-gel, tratamento quimico e
eletroquimico, a implantacdo de ions, entre outros (Sul, Johansson e Jeong, 2001),
(Grigal et al., 2012).
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Figura 2 - Exemplo de aplicagdo biomédica do titdnio, Radiografia (a) e

representacdes esquematicas (b-c) de implantes dentarios de titanio.

O titdnio possui duas formas cristalograficas, a temperatura ambiente,
hexagonal compactada (hcp), que corresponde a estrutura cristalina da fase alfa (a),
acima da temperatura de 883°C o titanio passa para forma cubica de corpo centrado
(ccc) conhecida como fase beta (B) (Callister, 2001). A biocompatibilidade do titanio
esta intimamente relacionada as propriedades da camada superficial de seu 6xido,
em termos da sua estrutura, morfologia e composi¢do. O éxido de titanio TiO, existe
em trés fases alotrépicas naturais, Figura 3:

. Rutilo (tetragonal, grupo espacial D*4, (Ps/mnm));
. Broquita (ortorrémbica, grupo espacial D'°,;, (Pbca));
. Anatasio (tetragonal, grupo espacial D*%4(ls1/amd)).

A fase rutilo (RUT) é a Unica fase estavel, enquanto as fases anatasio
(ANA) e broquita (BRO) sdo metaestaveis em qualquer temperatura. O anatasio é
cineticamente estavel a temperaturas mais baixas, mas se converte em rutilo em
temperaturas entre 600°C a 800°C (Balachandran e Eror, 1982), (Feltrin, 2013).
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Figura 3 - Fase do TiO,: Rutilo, Anatasio e Broquita.

A razao para a resisténcia a corrosao do Ti € que quando exposto ao
ar, ele é revestido por uma fina camada, da ordem dezenas de nandmetros, de éxido
de titAnio amorfo e ndo estequiométrico. Esta camada tem se mostrado essencial
para a resposta de corpo inerte, pois o O0xido faz uma interface entre o sistema
bioldgico e o material de implante (Lindberg et al., 2008), (Born et al., 1998), (Games
et al.,, 2012). A camada de o6xido funciona como uma barreira impedindo que ions
metalicos oriundos do interior do metal sejam liberados para o meio bioldgico e,
sempre que danificada, a camada de Oxido é reconstituida num intervalo de tempo
muito curto (milissegundos) quando estd em contato com um meio oxidante, como o
fluido corpdreo (Velten, Eisenbarth e Schanne, 2004). Por causa disso, o tecido vivo
em torno do implante fica sempre em contato com a superficie da camada de éxido
e ndo com o substrato de Ti. Entretanto, ainda assim, existem varios pontos fracos
na camada de oOxido natural que permitem a entrada de ions corrosivos, o que
provoca a degradacao do material (Santos Jr., Kuromoto e Soares, 2007), (Minagar
et al., 2012).

3.7. ESTUDO DE BIOATIVIDADE

z

A bioatividade dos vidros é atribuida & formacdo de uma camada
policristalina de aglomerados de HA na superficie do biovidro num ambiente
fisiologico, sendo esta influenciada pela composicdo do biomaterial e pela sua area
de superficie. HA é quimicamente e estruturalmente semelhante ao mineral fosfato
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de calcio presente no tecido 6sseo humano, por conseguinte, os osteoblastos
conseguem proliferar na camada de HA, propiciando a formacao de um forte vinculo
no 0sso circundante. A bioatividade é testada in vitro para investigar a capacidade
do biomaterial de formar uma camada de HA quando embebida num fluido biolégico
simulado, do termo em inglés: “simulated blood fluid” (SBF) - solugéo acelular com
concentracdo de ions inorganicos semelhante ao plasma (Vitale-Brovarone et al.,
2008), (Saboori et al., 2009), (Chen, Mohn e Stark, 2011), (Doostmohammadi et al.,
2011), (Vitale-Brovarone et al., 2012).

Como cada material bioativo tem caracteristicas particulares, é de se
esperar que cada um tenha indices de bioatividade distintos. Contudo, sabe-se que
a bioatividade é limitada pela composicdo (Rahaman et al., 2011).

Cada ion, em determinadas concentracdes e taxas de liberacdo, levam
a concepcao de vidros bioativos que podem exercer fun¢des tanto na regulacao
0ssea como no controle genético sobre o ciclo celular e impulsionar uma rapida
expressdo de genes que regulam a osteogénese, e a producdo de fatores de
crescimento (Gorustovich, Roether e al., 2009), (Vitale-Brovarone, 2011), (Hoppe,
Guldal e Boccaccini, 2011).

Entretanto, é importante lembrar que a resposta celular ndo depende
unicamente da composi¢do quimica, mas também de outras caracteristicas como a

rugosidade da superficie, porosidade do filme (Vitale-Brovarone et al., 2012).

3.7.1.1. METODO DE BIOATIVIDADE (METODO DE KOKUBO)

Kokuboet al. elaboraram uma solucdo tampéo de concentragcao iénica
muito semelhante ao plasma, designada de SBF, cuja composi¢cdo estd descrita na
Tabela 2, que visa o estudo das propriedades bioativas dos biomateriais. O grau de
bioatividade é classificado segundo o tempo necessario para que ocorra 0O
aparecimento da camada de HCA. Assim, quanto maior for a bioatividade, menor
sera o tempo de interacdo entre a interface matriz/tecido 6sseo, 0 que permitira
alcancar uma maior forca de adeséo entre esta e, por conseguinte, alcancar valores

superiores de propriedades mecanicas (Vitale-Brovarone et al., 2009).
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Tabela 2 - Composicao da solucao de SBF

Reagente Quantidade / g/L
NaCl Cloreto de sédio 8,035
NaHCO; Bicarbonato de sddio 0,355
KCI Cloreto de potéssio 0,225
K;HPO,.3H,0 Potassio fosfato bibasico 0,231
MgCl,.6H,0O Cloreto de magnésio 0,311
HCI 1mol/L Acido cloridrico 1,424
CaCl, Cloreto de calcio 0,292
Na,SO, Sulfato de sodio 0,072
C,H11NOs3 Tris - (hidroximetil) amino 6,118
metano

Fonte: (Kokubo e Tacadama, 2006).

Quando a amostra se encontra submersa em SBF, ocorrem 0s
fendbmenos de lixiviacdo de ions envolvendo a troca de cations monovalentes, ions
de sodio ou potassio a partir do biovidro com os ions H30" da solugédo, conduzindo
ao aumento do valor de pH. Sabe-se que os osteoblastos preferem um meio
ligeiramente alcalino, mas também ¢é conhecido, que variagbes drasticas no pH
inibbem a atividade dos osteoblastos, podendo originar necrose celular ou apoptose
(Vitale-Brovarone et al., 2007). Por isso, a escolha de biovidro, torna-se mais
plausivel, pois este material possui uma composicdo com baixo teor de oéxidos
monovalentes e um conteddo elevado de pentoxido que nos permitird manter
valores de pH mais ou menos constantes na regido alcalina (Kokubo e Takadama,
2006), (Varila et al., 2012).

18



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. SUBSTRATO

As pecas de titanio, grau 2, de 8 e 4mm de diametro, foram tratadas
pela empresa PecLab®, seguindo o mesmo procedimento dos materiais de titanio
para implantes comercializados por esta. O processo cujo know how € da empresa,
inclui o jateamento das pec¢as com alumina e a limpeza com solugéo de &cido nitrico
e acido fluoridrico, seguindo a norma ASTM B600, a fim de chegar a rugosidade
desejada. Apds esse processo, as pecas foram lavadas com agua destilada dez

vezes, para a remocao de residuos, em seguida, lavadas cinco vezes com acetona.

4.2. DESENVOLVIMENTO DO SOL-GEL

O sistema (SiO2)o,80(P205)0,04(Ca0)o,16 foi sintetizado pela hidrélise do
tetraetilortosilicato (TEOS), e trifenilfosfato (PACK) e do CaCl,.2H,0, catalisada por
acido, a temperatura entre 24 e 26°C e com umidade relativa inferior a 59%.

Para formacé&o do biovidro, foram adicionados a uma solugéo alcodlica,
catalisado por acido, em pH 1,5,0 TEOS, o PACK,o CaCl,.2H,0 e, em intervalos de
quinze minutos, em constante agitacdo. Apés a completa solubilizacdo do sal
hidratado, a solugéo foi agitada por mais dez minutos segundo Domingues e col.
(Domingues, 2001).

4.3. REVESTIMENTO

Todos os substratos foram revestidos com a solucéo obtida através da
rota sol-gel, conforme definido anteriormente, utilizando a técnica de imerséo.Foi
utilizando o equipamento DIP-MMLQ, capaz de manter o angulo constante entre as
pecas de titanio e o sol com velocidade constante.

A velocidade de retirada do substrato revestido da solugcéo é importante
na determinacédo da espessura do filme depositado. Quanto mais lenta ela for, mais
tempo o material volatil presente nessa solucdo ter4 para evaporar e, por
consequéncia, mais fino serd o filme. Assim, quanto menor for a velocidade de

imersdo da amostra, mais fino sera o filme e maior a probabilidade de se manter as
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caracteristicas morfolégicas do substrato. Por esse motivo, foi empregada a
velocidade de retirada do substrato do banho de imersédo de 1,05 (+0,02) cm.min™. O
angulo de imersao e retirada foi de 90°, de modo a obter um filme de espessura
homogénea nas superficies da amostra. Ap0s 0 processo de imersdo, as pecas
foram expostas ao ar por cerca de 30 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram separadas em dois grupos com diferentes tratamentos
térmicos, sendo todos aerados. O primeiro grupo (BGTi37) foi seco a vacuo, a 37°C,
por 10 dias. O segundo grupo (BGTi600) foi aquecido a 600°C por 5 horas. O
processo de imersao foi realizado no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia
Nuclear, CDTN, realizado sob orientacdo da professora Clascidea Aparecida

Furtado.

4.4. ESTUDO DA CINETICA DA BIOATIVIDADE in vitro.

A cinética de bioatividade in vitro dos materiais, adaptado de
Domingues e col., foi examinada em termos da camada de apatita carbonatada (AC)
formada sobre superficie dos materiais imersos em uma solucéo de fluido biolégico
simulado (SBF) sendo os tempos de imersdo em SBF de 7, 24 e 160 horas
(Domingues, Clark e Brennan, 2001).

Os materiais e o substrato submetidos a analise de DRIFT, tendo
assim obtidos, para cada um, em cada um dos tempos imersos em SBF, os
respectivos espectros vibracionais, Figura 25.

A cinética de formacao de AC em solucdo SBF foi avaliado através das
representacdes graficas semi-quantitativas da relacdo entre a intensidade (la) da
banda de vibracdo em 560 cm™, correspondente a AC (P-O), e a intensidade (Ib)
correspondente a silica (Si-O) em 460 cm™, e entre a intensidade (la) e a (Ic)
referente da banda de vibragéo Ti-O-Ti em 667 cm™, ambas em funcéo do tempo.
Os resultados sé@o expressos com o valor: (média £ o erro padrdo da média da

relacédo da intensidade la/lb e la/lc).

4.5. AVALIACAO EM CULTURA CELULAR.

A viabilidade e proliferacdo das células, realizadas no Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG, foram mensuradas pelo ensaio de MTT, baseado em
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um método colorimétrico que avalia a capacidade de enzimas desidrogenases,
presentes em células vidveis, em converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium, soldvel em &gua, em cristais de formazan, produto
insolivel em agua (Mosmann, 1983). Os cristais de formazan séo solubilizados e a
densidade 6tica pode ser determinada pelo espectrofotbmetro a A=595nm. O numero
de células viaveis é diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazan
produzido.

As células, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com
SFB, foram semeadas emplacas de 96 pocos, em poc¢os contendo os biomateriais
em teste ou na sua auséncia, como controle positivo e negativo, na densidade de
5x10% células/poco contendo 100 pL do meio de cultura basal. As células foram
incubadas a 37°C, atmosfera umida e 5% CO, por 72 horas.

Ao término do periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e
descartado e 105 pL/ poco do meio de cultura basal foram adicionados. Em seguida,
foram acrescentados 85uL / poco de solucdo de MTT (invitrogen) (5mg/mL) e a
placa incubada em estufa a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 2 horas. As
células foram observadas ao microscopio optico - OLYMPUS IX70 para visualizacao
dos cristais de formazan. Depois estes foram solubilizados através da adicdo de
55uL/poco de uma solugcdo de SDS 10%-HCI (4cido cloridrico 0,01 M - 10% de
dodecil sulfato de sodio em &gua) seguido de incubacdo em estufa a 37°C,
atmosfera umida e 5% CO,, por 18 horas.

Transferiu-se 100uL de cada pog¢o o para outra placa de 96 pogos
(fundo reto), em triplicata, e a densidade 6ptica foi mensurada no espectrofotdmetro
a 595nm. Durante o experimento, todos os passos envolvendo o reagente MTT
foram executados em condicdes minimas de luminosidade. Os resultados obtidos
foram analisados por ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni e expressos
como média + EMP (Mosmann, 1983). Esse teste foi realizado no Instituto de

Ciéncias Biologicas da UFMG, sob orientacéo do professor Alfredo Goes.

4.6. ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA

A atividade da fosfatase, realizadas no Instituto de Ciéncias Biologicas
da UFMG, alcalina foi avaliada através do ensaio de BCIP-NBT, da marca Gibco®.

Este ensaio é baseado na reacdo cromogénica decorrente da clivagem de um
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grupamento fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) pela
fosfatase alcalina produzida pelas células. Essa reacdo produz um proton que reduz
o NBT (nitro tetrazdlio cloridrico), formando um precipitado insolavel de cor purpura
(Valerio et al., 2004).

As células, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com
SFB, foram semeadas em placas de 96 pocos, contendo os biomateriais em teste ou
na sua auséncia, como controles de viabilidade e controle de morte, na densidade
de 5x10* células/poco contendo 100 pL do meio de cultura basal. Em seguida, foram
incubadas a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 72 horas.

Ao término do periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e
descartado, as células foram lavadas com PBS 0,15M, pH 7,4 e incubadas com
100uL/poco da solucdo de BCIP-NBT (preparada de acordo com as instrucdes do
fabricante) a 37°C, atmosfera Umida e 5% CO,, por 2 horas. Apés o periodo de
incubacéo observou-se a formagéo dos precipitados purpura em microscopio éptico -
OLYMPUS IX70. Em seguida, foram adicionados 55 pL / poco de SDS 10% - HCI
para a solubilizacdo dos precipitados purpura, e as placas foram incubadas em
estufa a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 18 horas. Transferiu-se 100 uLde
cada poco, em triplicata, para outra placa de 96 pocos (fundo reto) e a densidade
Optica foi medida no espectrofotbmetro a 595 nm. Durante o experimento, todos os
passos envolvendo os reagentes foram executados em condicdes de minima
luminosidade.

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste ANOVA one-way
seguido pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ SD (Mosmann, 1983).
Esses testes foram realizados no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, sob

orientacdo do professor Alfredo Goes.

5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

Apbs o processo de sintese, os materiais produzidos foram analisados
por espectroscopia de absor¢cédo na regido do infravermelho por reflectancia difusa
(DRIFT), espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS), difracdo de raios X (DRX),
medida de potencial zeta, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de forca

atbmica (AFM) e analise de raios X por espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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5.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DE
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER DE
REFLECTANCIA DIFUSA (DRIFT)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por
transformada de Fourier € uma técnica analitica bastante util na identificacdo de
grupos funcionais devido as analises das bandas de absor¢cdo quimica provocadas
pela absorcéo da radiacdo pela amostra. Todavia, € importante esclarecer que para
que ocorra a absorcdo da radiacdo na regido do infravermelho, a molécula deve
sofrer uma mudanca no seu momento de dipolo, como resultado de suas
frequéncias de vibracdo de ligagbes dos compostos orgéanicos e minerais. As
moléculas movimentacdo vibracional ou rotacional. Essa espectroscopia permite
analisar as interagem com a radiacdo eletromagnética, especialmente na faixa do
infravermelho, absorvendo a energia que por sua vez, € transformada em vibragfes
e/ou rotagbes molecular (Fuller e Griffiths, 1978).

Para a aplicacdo em superficies solidas, podem ser utilizadas trés
técnicas diferentes de espectroscopia: refletdncia especular, refletancia difusa e
espectroscopia refletancia-absorcdo. A refletdncia especular € empregada em
amostras planas, superficies limpas e os espectros sdo rapidamente obtidos para
amostras pequenas com angulos de incidéncia de 15° a 75°. A refletancia difusa é
normalmente obtida a partir de superficies rugosas ou a partir de superficies
formadas por material em p6. O espectro da reflectancia, normalmente conhecido
como espectro de refletancia-absorcéo, é facilmente obtido a partir de superficies
revestidas com filmes finos da ordem de 0,2 a 20 pm.

Na refletancia difusa, a luz incide em uma matriz descontinua, penetra
na amostra (amostras do tipo po, solido, placa ou filme) e reflete trazendo
informacgdes espectrais. O caminho percorrido pela luz no interior da matriz pode ser
considerado aleatério devido a multiplas reflexdes, desta forma, a luz refletida pode
ser atenuada por absorcdo e o espectro resultante é similar ao obtido através da
técnica no infravermelho por transmissao utilizando KBr. Uma importante diferenca
entre a transmissdao e a refletdncia se da devido ao diferente caminho 6ptico
percorrido pela luz. Enquanto que na transmissdo o caminho Optico é constante para
todo numero de onda, na refletancia por sua vez, o caminho pode ser variavel. Num
experimento de refletancia difusa sera também observado a reflexdo especular,
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sendo mais importante aquela que ocorre na interface ar/superficie da matriz, mas
também ocorrendo nas faces das particulas, mas cujo efeito pode ser minimizado
pela reducdo do tamanho da particula (Ferrdo, 2001), (Olinger e Griffiths, 1993a.),
(Pasikatan et al., 2001).

Para esse trabalho, as medidas de espectroscopia de absor¢do na
regido de infravermelho por transformada de Fourier de reflectancia difusa foram
realizadas na regido de 4000 - 400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 128 scans,
utiizando o equipamento com transformada de Fourier Bruker e acessorio de

reflectancia difusa, disponivel no Departamento de Quimica da UFMG.

5.2. DIFRACAO DE RAIOSX

Materiais com estrutura cristalina definida possuem ordem de longo
alcance, enquanto os amorfos ndo a possuem, sendo a ordem apenas de curto
alcance. No entanto, o limite entre a fase cristalina e amorfa nem sempre € bem
definido. A estrutura de um cristal € uma caracteristica intrinseca do material, mas,
também pode estar sujeita a influéncia das condigbes de crescimento cristalino
(Mahan e Myers, 1995.).

Ao incidirem um material, os raios X podem ser espalhados
elasticamente, pelos elétrons dos atomos que compde a estrutura desse material. O
féton de raios X, apos colidir com um elétron, muda sua trajetéria mantendo, porém,
a mesma fase e o comprimento de onda do féton incidente. De acordo com a éptica
fisica, pode-se dizer que a onda eletromagnética € instantaneamente absorvida pelo
elétron e reemitida; assim, cada elétron atua como um centro de emissao de raios X.
Se os atomos que geram este espalhamento estiverem arranjados de maneira
ordenada, como em uma estrutura cristalina, apresentando entre eles distancias
proximas ao do comprimento de onda da radiacdo incidente, os raios X espalhados
podem interferir construtiva ou destrutivamente dando origem a um padrédo de
difracdo. Considerando-se dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as
condicbes para que ocorra a difracdo de raios X irdo depender da diferenca de
caminho percorrida pelos raios X e do comprimento da onda da radiacéo incidente.

Esta condicao € expressa pela Lei de Brag:

2dsenof = nh 4.1)
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Onde n=1,2,3,... A, é comprimento de onda dos raios X em Angstrom
(A); d é distancia interplanar; 8 é o angulo de incidéncia ou reflexdo do feixe
incidente.

A raz&o pela qual um anico plano de 4tomos reflete a onda incidente de
modo mais eficiente quando o angulo de incidéncia é igual ao angulo de reflexdo, é
uma consequéncia do espacamento regular dos atomos no plano. A equacao de
Bragg, que mostra que o fato das reflexdes vindas de planos paralelos das redes
cristalinas reforgcarem entre si resulta do espacamento interplanar uniforme. Se o
arranjo dos 4tomos nos planos ou 0 espagamento entre planos paralelos torna-se
irregular, ndo se observa padrdes de difracdo bem definidos (Mahan e Myers, 1995).
A profundidade de penetracéo do feixe de raios X, quando € utilizada a geometria de
Bragg, que testa esquematizada na Figura 4, pode chegar a dezenas de
micrémetros, para metais (de Souza, 2010).

Figura 4 - Esquema da difracdo de Bragg

7

Portanto, esta geometria ndo é adequada para a analise de filmes
finos, o que corresponde as amostras do presente trabalho. Para a realizacdo de
difracdo de raios X em filmes finos, é entdo adequada a utilizacdo da geometria
Seemann-Bohlin, na qual o angulo de incidéncia rasante (8) é fixo enquanto o
detector faz uma varredura em 2 8. Esta técnica € denominada de difracdo de raios
X em angulo rasante e promove um significante aumento no caminho 6tico do feixe
no interior do filme. A difracdo ocorre numa regido mais proxima da superficie,
permitindo a obtencao de difratogramas com mais informacdes sobre os compostos

na superficie em relacdo as informac¢des de substrato (Cullity, 1978).
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As analises de difracdo de raios X foram realizadas utilizando um
equipamento de DRX da Rigaku, modelo ULTIMA IV, com radiacédo Ka do Cu (A =
1,5413), na faixa de 10° a 90°, com angulo rasante de 2°, tensao 40kV e corrente 30
mA, disponivel no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear, CDTN,

realizado sob orientagdo do professor José Domingos Ardisson.

5.3. ESPECTROSCOPIA FOTOELETRONICA DE RAIOS X (XPS)

As andlises de propriedades superficiais de um biomaterial sdo de
suma importancia, pois € pela superficie que ocorrerdo as interacdes com 0s
diversos meios biolégicos nos quais o material € exposto. Neste trabalho a técnica
foi utilizada para a identificacdo dos elementos quimicos presentes nas amostras
(Castle, 1984).

O XPS é uma técnica que se baseia na medida de energia cinética de
elétrons emitidos, quando uma amostra € irradiada com raios X. O espectro consiste
na relacdo entre o numero de elétrons emitidos em funcdo da energia desses
elétrons, expressos em eV. Com esta técnica é possivel identificar elementos
presentes na superficie, bem como, determinar o estado de oxida¢édo dos elementos
presentes, com uma profundidade amostral de 3 a 10 nm.

O XPS comecou a ser usado a partir da década de 1950, apesar dos
estudos sobre fotoemisséo terem sido iniciados no inicio do século. Esta técnica so
passou a ser utilizada com o aperfeicoamento dos sistemas de bombeamento de
UHV (ultra alto vacuo). Mais tarde, foi descoberto que os fotoelétrons de energia
mais baixa emergiam das camadas mais superficiais dos materiais solidos.

Para a analise de XPS, raios x monoenegéticos emitidos de uma fonte
de raios X, em geral, sdo utilizadas as linhas K, do magnésio (1253,6 eV) ou do
aluminio (1486,6 eV), atingem a amostra e interagem com 0s atomos nha regiao da
superficie, pelo efeito fotoelétrico, causando a emisséo de elétrons. Esta emissao de

elétrons tem a energia cinética dada pela formula:
KE = hv - EB - @s,(4.2)
KE= energia cinética; H = constante de Planck; v = frequéncia; EB =

energia de ligagéo; @sp = fungéo de trabalho do espectrémetro.
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A energia de ligacdo pode ser considerada como a energia de
ionizagdo do atomo. O XPS reproduz diretamente a estrutura a nivel eletrénico,
desde as camadas mais internas até a superficie atbmica. Todos os elementos,
desde o Litio até o mais pesado, podem ser analisados, mesmo que o0s elementos
sejam sO6 uma parte de um composto quimico. As energias cinéticas do fotoelétron e
do elétron Auger sdo caracteristicas de cada elemento, assim a distribuicdo de
energia dos elétrons emitidos revela todos os elementos presentes na superficie
com excecao do hidrogénio. Uma vez que o livre caminho médio desde sua origem
até uma colisdo inelastica é extremamente curto, os elétrons que escapam sem
perda de energia se originam em uma camada muito fina, chamada profundidade de
escape. Quando um elétron de valéncia é removido da ligacdo quimica, os elétrons
que permanecem sdo atraidos mais firmemente pelo nucleo, isto leva a um
incremento da EB das camadas mais internas. As medidas desta "variacdo quimica"

permitem a determinacgéo do estado de tal &tomo.
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Figura 5 - Principio da fotoemisséo

Os fotoelétrons sdo emitidos no processo fotoelétrico e os elétrons
Auger sdo emitidos devido ao relaxamento dos ions energéticos que sobram apos a
fotoemissdo. Esta emissdo do elétron Auger, ocorre aproximadamente 10 al4
segundos apds o evento de emissao de fotoelétrons. A emissdo de um foton de
raios X fluorescente é um evento com baixa probabilidade, ocorrendo pelo menos de
1% em cada vez. No processo Auger, um elétron cai dentro da vaga orbital interna, e

um segundo elétron é emitido, carregando o excesso de energia. O elétron Auger
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possui energia cinética igual a diferenca entre a energia do ion inicial e a dupla
carga do ion final, e é independente do modo de ionizacg&o inicial. E certo que as
energias dos elétrons emitidos ndo podem exceder a energia dos fétons ionizantes.

A faixa de energia cinética aproveitavel dos fotoelétrons excitados por
radiacdes caracteristicas de anodos de raios X de magnésio e aluminio esta entre
cerca de 100 - 1400 eV (da mesma forma que a faixa de energia cinética mais util de
elétrons Auger esta entre 50-2500 eV).Os elétrons nesta faixa de energia devem se
originar préximo da superficie. Na faixa de energia de interesse o alcance da
profundidade de escape é de uma a dez monocamadas. Entretanto, o espalhamento
de elétrons depende da densidade de elétrons do material sélido, bem como da
energia cinética.

O XPS foi realizado num sistema de analise de superficie equipado
com um analisador de elétrons Phoibos 150. A radiagdo Ka do aluminio (1486,6 eV)
a uma poténcia de 350W foi utilizado para as analises. Foi realizado uma
polarizacédo a 0,1 uA para compensar o efeito de carga nas amostras e o sinal de 1s
C (284,6 eV) foi utilizado como referéncia para a calibracdo das energias de ligacéo
(BE) de diferentes elementos. O software CasaXPS foi utilizado para processar 0s
dados de analise. As concentra¢gBes atbmicas foram estimadas utilizando os fatores
de sensibilidade instrumento para dimensionar as é&reas de pico fotoelétrons
calculados (Castle, 1984).A analise de XPS foi realizada no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear, CDTN, realizado sob orientacdo do

professor José Domingos Ardisson.

5.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica muito versatil e
utilizada rotineiramente para a analise microestrutural e morfolégica de superficies
de materiais. O funcionamento de um microscoépio eletrénico de varredura (MEV) é
baseado na utilizacdo de um feixe de elétrons para explorar a superficie da amostra,
ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela
catdédica. Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo
a varrer a superficie da amostra segundo uma malha retangular. O sinal de imagem
resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra sendo captado

pelo detector e utilizado para modular o brilho do monitor, permitindo a observacéao.
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A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um filamento de tungsténio
aquecido, operando numa faixa de tensdes de aceleracdo de 1 a 50 kV. O feixe é
acelerado pela alta tensdo criada entre o filamento e o anodo. Em seguida, €&
focalizado sobre a amostra por uma série lentes com um spot menor que 4 nm. O
feixe interagindo com a amostra produz elétrons e fétons que sédo coletados por
detectores adequados e convertidas em um sinal de video (Dedavid, Gomes e
Machado, 2007). Na Figura 6 podem ser visualizados os principais componentes do
microscopio. Na microscopia eletrbnica de varredura, os sinais de maior interesse

para a formacao da imagem sdo os elétrons secundarios e os retroespalhados.

Fonte de elétrons
Anodo

Colunaem { Condensadoras

alto vacuo

Bohinas de
varredura

Objetiva

Camara em
alto ou haixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 6 - Desenho esquematico da coluna do MEV

A medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra,
estes sinais vao sofrendo modificacbes de acordo com as variacdes da superficie.
Os elétrons secundarios fornecem imagem de topografia da superficie da amostra e
Sao 0s responsaveis pela obtencédo das imagens de alta resolucdo. Ja os elétrons
retroespalhados fornecem imagens caracteristicas de variagdo de composi¢ao
permitindo a identificacdo de diferentes fases e orientagdes cristalinas (Dedavid,
Gomes e Machado, 2007).

Para analisar a morfologia, porosidade e espessura do recobrimento
neste trabalho, foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV),
com o microscopio FIB - Quanta FEG 3D FElI, disponivel no Centro de Microscopia
de UFMG.
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5.5. ANALISE DE RAIOSX POR ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA
DISPERSIVADE RAIOS X (EDS)

A microanalise € um dos mais importantes instrumentos para a analise
quimica de materiais organicos e inorganicos. Através da identificacdo dos raios X
emitidos pela amostra, quando da interagdo com o feixe eletrénico, é possivel
determinar a composicéo de regides com até um ym de diametro. E uma técnica néo
destrutiva, permitindo determinar quantidades de até 2% dos elementos presentes
na amostra (MALISKA, 2003). Para a microandlise podem ser acoplados dois
detectores que captam raios X caracteristicos: dispersdo de energia (EDS) ou
dispersdo em comprimento de onda (WDS), que permitem coletar fétons produzidos
pelo feixe de elétrons primarios (Dedavid, Gomes e Machado, 2007).

A técnica de EDS baseia-se no principio de que a energia de um foton

(E) esta relacionada com a frequéncia eletromagnética (v), rela relacéo:

E=vh (4.3)

onde “h” é a constante de Planck.

Fotons com energias correspondentes ao espectro de raios X atingem
um detector, o que permite analisar os comprimentos de onda de modo simultaneo.
A interpretacdo dos espectros de EDS é facilitada por uma base de dados que
contém, para cada elemento, as energias e a intensidade das raias que as produziu.
E possivel localizar, para cada energia do espectro, a lista dos elementos que
possuem uma raia neste dominio energético. Cabe salientar que os elementos em
quantidade inferior a 0,2% em massa nao podem ser detectados. A identificagdo dos
elementos é facilitada pela escolha adequada da tenséo do feixe de elétrons.

Neste trabalho, foram realizadas as analises de EDS, utilizando o
microscoépio FIB - Quanta FEG 3D FEl, disponivel no Centro de Microscopia de
UFMG.
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5.6. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

O principio béasico desta técnica € medir for¢as ou interacdes entre uma
ponteira e a superficie da amostra. O AFM, ou microscopio de forca atémica, ou
ainda, SFM (“Scanning Force Microscope’), pode ser operado de diversos modos.
Entretanto, seu principio fundamental é a medida das deflexdes de um suporte (de
100 a 200 um de comprimento) em cuja extremidade livre estd montada a sonda.
Estas deflexdes sédo causadas pelas forcas que agem entre a sonda e a amostra. As
diferentes técnicas fornecem diversas possibilidades para fazer imagens de
diferentes tipos de amostras e para gerar uma ampla gama de informagdes. Os
modos de fazer as imagens, também chamados modos de varredura ou de
operacdo, referem-se fundamentalmente a distancia mantida entre a sonda e a
amostra, no momento da varredura, e as formas de movimentar a ponteira sobre a
superficie a ser estudada. A deteccéo da superficie realiza-se visando a criagdo de
uma imagem. Ha diferentes modos possiveis de obter imagens, devido as diferentes
interacbes em funcdo da distancia entre a ponteira e a amostra, assim como ao
esquema de deteccao utilizado.

Quando a ponteira se aproxima da amostra, é primeiramente atraida
pela superficie, devido a uma ampla gama de forgas atrativas existentes na regido,
como as forcas de van der Waals. Esta atragdo aumenta até que, quando a ponteira
aproxima-se muito da amostra, os atomos de ambas estdo tdo proOXimos que seus
orbitais eletrdbnicos comecam a se repelir. Esta repulsdo eletrostatica enfraquece a
forca atrativa a medida que a distancia diminui. A for¢ca anula-se quando a distancia
entre os a&tomos é da ordem de alguns Angstroms. Quando as for¢cas se tornam
positivas, podemos dizer que os atomos da ponteira e da amostra estdo em contato
e as forcas repulsivas acabam por dominar. Essa técnica é muito Util, pois permite
estudar ndo apenas materiais condutores, mas também todo tipo de material
isolante, ja que o método nado utiliza corrente de tunelamento para producdo de
imagens.

A técnica de AFM pode ser classificada em dois modos de forca
distintos: contato e ndo-contato.

Quando operado no modo de nao-contato, a separacao entre a ponta e
superficie da amostra é da ordem de 10 a 100 nm, e as forgcas como Van der Waals,

eletrostatica, magnéticas, capilares e outras, podem ser medidas e fornecerem
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informacdes sobre a superficie. Com separacdes menores, da ordem de A, a ponta
esta em contato com a superficie da amostra. Neste modo, a for¢a de repulsdo
ibnica permite que a topografia da superficie a seja mapeada com alta resolucdo. O
AFM operado em modos distintos, os quais fornecem grande variedade de opcdes
para a construcdo de imagens de diferentes tipos de amostras, gerando diferentes
tipos de informacado, dependendo das forcas liquidas entre a ponteira e a amostra.
Quando o aparelho é utilizado na regido de forcas atrativa, o método chama-se nao-

contato, Figura 7. Nesta regido, a ponteira do AFM se enverga na direcdo da

amostra.
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Figura 7-Modo de operacdo do AFM

A operagdo na regido repulsiva chama-se contato e a ponteira se
dobra, afastando-se da amostra. No modo de ndo-contato ele € atraido pelas forcas
de capilaridade da camada de contaminacdo ou pelas forcas de van der Waals,
guando a amostra é limpa. No modo de contato, vé-se como a deflexdo da mola é
na direcdo oposta a da amostra (Al, 1993).

As rugosidades dos filmes foram analisadas por microscopia de forca
atonica utilizando o microscopio MFP-3D-SA ASYLUM RESEARCH, com sonda
AC160TS-R3 [k = 26 (11-54)N/m (k = constante elastica), frequéncia de ressonancia
de 300 (200 - 400) kHz] e o0 modo de andlise “tapping’, disponivel no Centro de
Microscopia da UFMG.

5.7. POTENCIAL ZETA

Em contato com um liquido, os materiais particulados ou
macroscopicos adquirem uma carga elétrica em sua superficie. Esse fendmeno

ocorre devido a varios possiveis fatores, como adsor¢cdo de ions da solucdo na
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superficie ou dissociacdo de grupos superficiais dos materiais. A diferenca de carga
na superficie do material interfere na distribuicdo de carga dos ions em solucéo
proximos a superficie, dando origem assim a uma dupla camada elétrica na interface
do material e o liquido. Essa camada é dividida em duas regides, uma regido interna
qgue inclui ions fortemente ligados a superficie e uma regido exterior onde a
distribuicdo dos ions € determinada pelo equilibrio entre forgcas eletrostaticas e
movimento térmico. Dessa forma, o potencial nessa regido decai com o aumento da
distancia da superficie até, a uma distancia suficientemente grande, atingir o
potencial da solugdo. Esse potencial é convencionado como potencial zero. Quando
aplicado um campo elétrico cada particula e os ions mais fortemente ligados a
mesma se movem como uma unidade, e o potencial no plano de cizalhamento entre
essa unidade e o meio circundante € chamado potencial zeta.

Quando uma camada de macromoléculas é adsorvida na superficie da
particula ela move o plano de cizalhamento para longe da superficie e o potencial
zeta € alterado. Dessa forma, o potencial zeta é funcdo da carga superficial da
particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composicado do meio que a circunda.

Esse potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele
reflete a carga efetiva nas particulas, ele se correlaciona com a repulsao
eletrostatica entre elas e com a estabilidade da suspenséo.

O potencial zeta ndo pode ser medido diretamente, sendo assim, usa-
se algum tipo de medida indireta, a partir da qual o mesmo é calculado. A técnica
mais usada e mais aceita é através da mobilidade eletroforética, introduz-se uma
suspensao coloidal diluida em uma cuba com dois eletrodos e aplica-se um
potencial elétrico a suspenséo.

As particulas com carga elétrica liguida movem-se na dire¢cdo do
eletrodo de carga contraria, tdo mais rapidamente quanto maior a sua carga elétrica
e maior o campo elétrico aplicado (Sides et al., 2006).

Para a medida de potencial Zeta das superficies dos materiais, foi
utilizado o equipamento Zeta Spin, disponivel no Centro de desenvolvimento de
Tecnologia Nuclear, CDTN, realizado sob orientagdo do professor Fernando Soares

Lameiras, e foi utilizado uma solug&o idnica de KCI, 0,01 mol.L™, como eletrélito.
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5.8. TESTE DE ADERENCIA (ABNT MB 985)

O teste de aderéncia, um dos mais comuns (Yeh et al., 2006) na
avaliacdo da magnitude da adesado entre dois materiais, seguiu a norma ABNT MB
985.

Em linhas gerais, foram efetuados seis cortes cruzados em angulo reto,
utilizando um nanoidentador, com espacamento de aproximadamente 1,0 mm, de
forma a alcancar o substrato, formando-se uma grade com vinte e cinco quadrados.
Em seguida, foi pressionada uma fita adesiva sobre a grade e, ap0s um curto
periodo de tempo a fita foi removida rapidamente obedecendo a um angulo de 180°,
aproximadamente. Apoés a remocao da fita, a amostra foi observada por uma lupa e
analisada por MEV/EDS na area onde a fita foi pressionada e retirada para avaliar a
quantidade de revestimento que foi destacado e entdo, classificar o grau da
aderéncia encontrado. O grau de aderéncia recebe valores de zero a quatro. A
classificacdo GR 0 é dada quando se € observado que nenhuma é&rea da pelicula foi
destacada e a classificacdo GR 4, para situacdes onde cerca de 65% da pelicula é
destacada.

O teste de aderéncia seguiu a norma ABNT MB 985 e as imagens de
microscopia para a analise do GR foram obtidas no microscopio FIB - Quanta FEG
3D FEl, disponivel no Centro de Microscopia de UFMG.

6.  RESULTADOS E DISCUSSAO
Os materiais produzidos e o substrato puro foram caracterizados
quimicamente por DRIFT, XPS, DRX, Potencial Zeta, EDS e tiveram suas

morfologias e espessuras analisadas dor MEV e AFM.

6.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER DE
RFLECTANCIA DIFUSA (DRIFT)

Dois materiais foram preparados com diferentes tratamentos térmicos,
BGTi37 e BGTi600, de forma a obter filmes de biovidro sobre a superficie do titanio.
As analises de DRIFT mostram que quando comparado ao espectro do substrato,

Figura 8, com os dos materiais BGTi37, Figura 9, e BGTi600, Figura 10, é possivel
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perceber que ocorreram as deposi¢cdes dos filmes. A presenca de grupos OH,
referente a dgua ainda presente no filme e aos grupos silandis, é evidenciada pelas
bandas nas regifes proximas a 3400 cm™ e 1630 cm™, estiramento simétrico e
assimétrico respectivamente, (Mehdipour e Afshar, 2012). E possivel observar que,
apOs 0 aguecimento realizado no material BGTi600, a intensidade dessas bandas
diminuem consideravelmente, devido a perda de agua. Na regido préxima a 2360
cm™, as bandas estdo associadas & presenca de CO, na superficie dos materiais.
Os fosfatos absorvem na regido entre 1400 —400 cm™, entretanto, sua identificacdo
pode ser dificultada, pois h4 uma sobreposicdo de bandas referentes ao SiOy,
ambos presentes no BG(Stan et al., 2010). A banda localizada em 1051 cm™ pode
estar associada tanto & absorcéo dos grupos PO,%, quanto ao grupo Si-O. A banda
na regido préxima a 1180 cm™ é associada ao estiramento assimétrico do grupo Si-
O-P e a banda préxima a 980 cm™ pode ser atribuida ao estiramento do Si-OH. A
banda em 797 cm™ é referente ao estiramento Ti-O-Si, sendo mais pronunciada no
material BGTi600, provavelmente devido a maior formac&o do oxido de titanio com o
aumento da temperatura, o que proporciona maiores possibilidades de formacao
dessas ligacbes, e por fim, a banda em 665 cm™ é referente ao Ti-O-Ti e esta
presente em todos os espectros (Kamal et al., 2011), (Brinker e Scherer, 1990),
(Nasr-Esfahani et al., 2011).

Em um implante ésseo revestido, a presenca da silica pode promover
uma vantagem adicional para a mineralizacdo (Dutoit, Schneider e Baiker, 1995).
Neste caso, a mineralizagcdo épromovida nos filmes de BG, tantopela silica como
pelos fosfastos no filme (Hench e Wilson, 1993), (Li et al., 1993). A presencadas
cargas de superficie, também tem sido considerada para formacao de apatitas sobre
um BG (Li e Zhang, 1990). A presenca do grupo Ti-O interfere na carga superficial,

de forma a promover ainda mais a nucleacao (Peltola et al., 2000).
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Figura 8 - Espectro de DRIFT do substrato, Tit&nio, na regido de 4000-400 cm™.
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Figura 10 - Espectro de DRIFT do material BGTI600, na regido de 4000-400 cm™
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6.2. ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS DE RAIOS X

O estudo de XPS dos materiais revelou a composi¢cdo na superficie
destes, Figuras 11 a 13. Em todas as amostras foi observada a presenca de TiO,,
sendo esta mais pronunciada na superficie do BGTi600, Figura 12, devido ao
aquecimento em atmosfera de oxigénio, o que propicia a formacdo deste 6xido. Nos
materiais recobertos, BGTi37 e BGTi600, foram detectados os componentes do filme
de BG, com excecéao do fésforo, devido a baixa quantidade presente. Na superficie
do material BGTi37, Figura 11, foi detectado a presenca de CI, provavelmente
residual do processo de sintese. Foi possivel verificar também que, o Ca esta ligado
a rede de silica, através da energia do Ca 2ps,em 347,4 eV.

No BGTi600, duas espécies de calcio foram encontradas, uma ligada a
rede de silica, como no BGTi37, e outra, ligada ao TiO, (Ca-TiO;), com energia de
ligacdo Ca2ps, igual a 346.5 eV (Castle, 1984). A maior possibilidade de sitios de
ligacdo do Ca modifica o material e pode promover uma resposta biolégica

diferenciada.
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6.3. ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS X.

As Figuras 14 a 16 apresentam os difratogramas obtidos na geometria
rasante para as amostras do substrato de titanio, Figura 14, do BGTi37, Figura 15, e
do BGTIi600, Figura 16. Os picos de difracdo estdo em concordancia com os
arquivos de referéncia do programa Crystallographica Search-Match Version 2, O.
Copyright© 1996-1999, Oxford Cryosystems, seguindo os arquivos PDF 1-1197 Ti,
PDF 2-387 TiO, (anatasio) e PDF 13-1122 TiO, (Rutilo). De acordo com o0s
difratogramas, foi possivel observar as fases cristalinas referentes ao titanio e seus
oxidos anatasio em todos os materiais.

A 600°C, a fase mais estavel dos oxidos de TiO, é o rutilo. Devido ao o
aguecimento sofrido pelo BGTi600, € provavel que parte dos 6xidos presentes na
fase anatasio sejam convertidos em fase rutilo, 0 que é evidenciado na analise de

raios X, Figura 16.
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Figura 14— Difratograma de raios X obtido com geometria com &angulo rasante
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6.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) e
ESTECTROSCOPIA DISPERSIVA EM ENERGIA (EDS)

As superficies dos materiais foram analisadas por meio da microscopia
eletrbnica de varredura, MEV, e foram observados poros de tamanhos variados
distribuidos em toda a superficie, tanto no BGTi37, Figura 17(a), quanto no
BGTIi600, Figura 17(b).

No BGTi600 é observada uma superficie ainda mais irregular que no
BGTi37, isso, provavelmente,devido a formacdo acentuada de oOxidos de titanio,
promovidos pelo aguecimento deste material em atmosfera aerada e que podem ser
observados na superficie.

) Y
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N T~ [ GETRAN
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8 um|10.7 mm|-0°| 45 |ETD Dual-Beam CM-UFMG

~(F:
10 pm

Figura 17 - Imagem de superficie dos materiais (a) BGTi37 e (b) BGTi600, obtidas por
MEV. As setas indicam a presenca de poros de tamanhos variados.

Os mapeamentos quimicos dos materiais foram realizados com o
intuido de observar a distribuicdo do Oxido de titnio na superficie dos materiais,
Figura 18. No material BGTi37, o TiO, é observado, est4 localizado dentro dos
poros, indicando que houve a absorcdo de oxigénio nos poros. JA no material
BGTi600, o oxido estd em maior quantidade e distribuido por todo o filme, nao
apenas nas proximidades dos poros.

A presenga de poros no interior dos filmes também € observada nas
imagens transversais dos materiais e € evidenciado uma maior irregularidade no
composto BGTi600, Figura 18.
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Analisando os espectros de EDS obtidos n&o foi observada a presenca
do fosforo em nenhum dos materiais, isso porque a quantidade deste elemento no
filme é muito baixa.

Para a comprovacdo da composicdo do biovidro, uma maior
guantidade do p6 deste material foi submetida a analise de EDS, Figuras 19 a 20.

Com essa analise foi possivel identificar os elementos presentes nos materiais.

Ti

(a)

Ti
Cl 3

10 20 30 40 50 6.0 KeV

Ti (b)

Ca

1.0 20 30 40 50 60KeV
Figura 18 - Imagem do mapeamento quimico para o TiO, presente na superficie dos
materiais (a) BGTi37 e (b) BGTi600, obtidas por MEV/EDS.
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Figura 19 - Espectro de EDS para o p6 do biovidro a 37°C, similar ao presente no
BGTi37.

Ca

Figura 20 - Espectro de EDS para o p6 do biovidro a 600°C, similar ao presente no
material BGTi600.
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6.5. DETERMINACAO DAS ESPESSURASE RUGOSIDADES DOS
FILMES.

As espessuras dos filmes foram determinadas pela imagem da secéo
transversal, utilizando a diferenca de contraste médio ao longo da secéo. A diferenca
de contrastes entre o substrato, o flme e a protecao de carbono, Figura 21, permitiu
detectar com clareza a &rea correspondente ao filme e, assim, quantifica-la, Tabela
3. O valor médio da espessura do filme no material BGTi600 € um pouco maior que
no material BGTi37, devido a presenca de uma camada maior do TiO..

As imagens topogréficas tridimensionais dos materiais produzidos e do
substrato puro, Figura 22, foram obtidas por AFM, e através delas, foram
determinadas as rugosidades destes materiais, Tabela 4.

No material BGTi37, a rugosidade quadratica meédia (RMS) que
consiste na medida da rugosidade média para superficies irregulares, diminui um
pouco, quando comparado com a superficie do substrato puro, devido a deposicao
da camada de BG regular sobre a superficie do titanio. Entretanto, esta camada é
fina o suficiente para que a rugosidade esteja proxima do material de partida, uma
vez que este trabalho parte de um material com tratamento comercial, o substrato, e
se deseja manter o mais proximo possivel essa caracteristica. Ja para o material
BGTi600, a RMS aumenta significativamente devido as irregularidades presentes na

superficie.
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Titanio : Titanio (b)

Fime

Figura 21 - Imagens das secdes transversais dos filmes (a) BGTi37 e (b)
BGTIi600, obtidas por MEV.

Tabela 3 - Espessuras dos filmes determinadas por MEV.

Materiais Espessuras / nm
BGTi37 336,21 £ 0,01
BGTi600 399,37 £0,01
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Figura 22 - Microscopias de AFM dos materiais: (a) BGTi37, (b) BGTi600 e (c) Titanio
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Tabela 4 - Medidas de rugosidade (RMS) dos materiais e do substrato determinadas

por AFM.
Materiais RMS / nm
Titanio 148,7
BGTi37 137,9
BGTi600 186,3

6.6. ANALISE DA ADERENCIA DO FILME

O ensaio para a verificagado da aderéncia entre a interface do filme e o
substrato de titdnio seguiu a norma ABNT MB 985. As situagdes encontradas para o
BGTi37 e para o BGTi600, apds a retirada da fita adesiva, foram observadas por
MEV, Figura 23.

A aderéncia apresenta grau GR 0, o que significa 6tima aderéncia ao
substrato, ou seja, apés a remocdo da fita adesiva da area analisada nao foi
encontrado nenhum destacamento dos filmes. A analise de EDS também foi
realizada para confirmar a presenca do filme sobre o substrato.

Essa aderéncia € particularmente atribuida a ligacdo entre o grupo
alcooxido metalico presente na superficie do filme (Si) e a superficie metalica do

substrato formando a ligacdo Si-O-Ti, ja identificada nos espectros de infravermelho.
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Figura 23 - Imagem de MEV do ensaio de aderéncia do filme ao substrato de titanio

nos materiais (a) BGTi37 e (b) BGTi600, seguida da analise de EDS para confirmacgéo da

composicao.

52



6.7. ANALISE DO POTENCIAL ZETA

A medida do Potencial Zeta spin permitiu determinar o potencial
isoelétrico dos materiais. Esse método permite determinar o ponto isoelétrico de
filmes solidos, com superficies planas pouco condutoras. Por esse motivo, foi
possivel mensurar essa caracteristica apenas para 0s materiais e ndo para o titanio
puro. Devido a complexidade do material e as limitagdes da técnica, ndo foi possivel
determinar um ponto, mas sim uma faixa onde o ponto isoelétrico se encontra. Para
o material BGTi37, o ponto isoelétrico encontra-se na faixa entre o pH 3,07 e 3,22, ja
para o material BGTi600, na faixa entre o pH 3,38 e 3,50, Figura 24. E sabido que,
com uma pequena diferenca no pH correspondente ao ponto isoelétrico do BG,
medidos por Potencial Zeta, € evidenciado uma diferenciacdo significativa na

bioatividade dos materiais (Andrade, Ferreira e Domingues, 2004).
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6.8. BIOATIVIDADE

A bioatividade dos materiais estudados foi analisada com relacdo a
cinética de formacdo dos fosfatos de céalcio em SBF, viabilidade e colonizac&o

celular das amostras ap0s serem expostas a cultura celular.

6.9. ESTUDO DA CINETICA DA BIOATIVIDADE in vitro.

A presenca da banda de P-O (a), ja nas primeiras 7 horas de imersao
em SBF, é observada tanto para o material BGTi37 como para o titanio puro, mas é
ausente no material BGTi600, Figura 25.

Ao longo do tempo de imersdo, todas as amostras passam a
apresentar a banda em 560 cm™, tendo sua intensidade aumentada, o que pode ser
verificado nos espectros de DRIFT, Figuras 25 a 27, devido ao maior tempo de
exposicdo ao fluido, o que permite a precipitacdo dos fosfatos de calcio. Para
melhor observacdo das bandas estudas os espectros de DRIFT foram ampliados na
regido de 700 a 400 cm™.

A cinética de formacgédo e deposi¢cdo da HCA, foi estudada pela razdo
das intensidades la/lb, que correspondem as intensidades das bandas relacionadas
a P-O (a) e Ti-O-Ti (b), Figura 28. Observa-se que, quando sdo comparados 0s
materiais e o titanio, o BGTIi37, tratado a temperatura ambiente, possui velocidade
de deposicdo superior aos demais. Ja o material BGTi600, apresenta uma
velocidade de deposicéo inferior a todos.

A cinética de formacédo do fosfato foi avaliada utilizando-se a razéo
la/lc, sendo Ic a intensidade da banda relacionada ao Si-O (c). Nota-se que 0s
materiais BGTi37 e BGTi600, mantém um comportamento similar ao observado
anteriormente para a cinética de formagcdo da HAC. Sendo, no material BGTi37 a

formacao do fosfato € mais acelerada que no material BGTi600, Figura 29.
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Figura 25 - Espectro de transmitancia de DRIFT, na regido de 4000 — 400 cm™ para
0s materiais BGTi600, BGTi37 e Titanio em SBF por 7 horas.
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Figura 26 - Espectro de transmitancia de DRIFT, na regido de 4000 — 400 cm™ para

0s materiais BGTi600, BGTi37 e Titanio em SBF por 24 horas.
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Figura 29 — Cinética de formagédo da HCA in vitro, medida como a razao la/lc.
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6.9.1. ANALISE DEDIFRACAO DE RAIOS X

As Figuras 30 A 32 apresentam os difratogramas obtidos com
geometria rasante para as amostras do substrato de titanio, Figura 30, e dos
materiais BGTi37, Figura 31, e BGTi600, Figura 32, apds a imersdo desses materiais
em SBF por 160 horas. Os padrdes de difracdo estdo em concordancia com o0s
arquivos de referencia do programa Crystallographica Search - Match Version 3,0
Copyright© 1996-1999, Oxford Cryosystems, seguindo os arquivos PDF 1-1197 Ti,
PDF 2-387 TiO, (Anatésio), PDF 13-1122 TiO, (Rutilo) e PDF18-303 Caz(POy):
xH,0 (ACP).

Os difratogramas evidenciaram que as amostras apresentam o mesmo
comportamento com o que foi encontrado antes da imersdo em SBF, com a
presenca tanto do titanio, como seus Oxidos anatasio e rutilo. No material BGTi600,
também é observado um pico referente ao fosfato de célcio amorfo (ACP),
evidenciando a atividade biologica dos materiais. A presenca de fosfatos de célcio

evidenciada em todos os materiais, nos espectros de infravermelho e XPS.
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Figura 30-Difratograma de raios X obtido com geometria com angulo rasante (e =

1,5°), para o substrato titdnio, imerso em SBF por 160 horas, onde Ti=titanio; ANA= anatésio.
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Figura 31 - Difratograma de raios X obtido com geometria com &angulo rasante
(e=1,5°), para 0 BGTi37, onde Ti=titanio; ANA = anatasio e RUT = rutilo.
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Figura 32-Difratograma de raios X obtido com geometria com &angulo rasante
(6=1,5°), para o BGTi600, onde Ti=titanio; ANA= anatasio, RUT= rutilo e ACP= fosfato de calcio
amorfo.
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6.9.2. ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS DE RAIOS X

Os espectros de XPS apds a imersdao em SBF mostraram a presenca
de fosfatos de célcio precipitados na superficie dos materiais. No material BGTi37 e
no substrato de titdnio, foram encontrados calcio em trés formas: como cloreto de
calcio (a); fosfato de calcio (b) e; carbonato de calcio (c), Figuras 33 a 35. O cloreto
de calcio, assim como o nitrogénio séo residuos provavelmente da solucdo SBF. A
quantidade de silica detectada no BGTi37, neste caso, € muito baixa, menos de
1,5%, de forma que, € possivel considerar que todo calcio detectado é referente ao
depositado na superficie. Desconsiderando a percentagem de calcio, na forma de
cloreto, a razdo Ca/P foi, para o BGTi37 igual a 1,7, e para o titanio, 1,9, o que
corresponde ao fosfato de calcio amorfo carbonatato.

O material BGTi600, é mais complexo, no que se refere a razdo do
Ca/P. Dois picos referentes ao Ca foram encontrados e é provavel que espécies
formadas antes da precipitacdo em SBF podem ter sido detectadas. Isso porque a
morfologia da superficie que faz com que os Oxidos de titdnio e 0s provaveis grupos
Ca-TiO, e CaCOj3; estejam na superficie, sendo assim detectados juntamente aos
precipitados como fosfatos de célcio. A razdo de Ca/P, para esse material, foi de 3,0,
0 que sugere que o calcio presente ndo é apenas proveniente da precipitacdo em
SBF.
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Figura 33—-Espectro de XPS do titanio apds imersdo em SBF por 160 horas.

342

65



Intensidade / CPS

2800

2600-‘
ZdUD:
22[!0-
2000-

1800 4

Intensidade / CPS

O H
1600
8000 - ]
1400 -|
1200;
6000 4 1000 - T T T T
356 354 352 350 348
Energia de ligagao / eV
C
4000 -
W’\ Ti N ca
2000 -
P..
Cl Si
0 4
] ® 1 v T . 1 1
1200 1000 800 600 400 200

Energia de ligacao / eV

Figura 34—Espectro de XPS do BGTi37 apds imersdo em SBF por 160 horas.

T
346

342

66



Indensidade | CPS

T -

00 -

L0040

A0 -

Intensidade / CPS

N
Ti

1800

1600

1400

1200

1000

358

Ca

T T T T T T T T
356 354 352 350 348 346 344 342
Energia de ligacdo / eV

<

L L 5
103 o el 400

Energia de ligacao / eV

Figura 35 — Espectro de XPS do BGTi600 apds imersdo em SBF por 160 horas.

T
340

67




6.9.3. AVALIACAO EM CULTURA CELULAR

O ensaio de MTT utilizado consiste na metabolizagao do substrato MTT
por enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias de células viaveis, levando
a formacdo de cristais de formazan. Estes cristais foram observados, por
microscépio Optico na superficie dos materiais e do substrato puro. Apds a formacao
dos cristais, esses foram solubilizados com SDS-10% HCI e realizada a leitura de
absorbancia a 595 nm. Na Figura 34 sdo apresentados os resultados obtidos.
Observou-se que houve uma maior proliferacdo celular no material BGTi37, quando
comparado ao controle. Um menor crescimento foi observado no material BGTi600,
que apresentou uma diminuicdo da atividade mitocondrial em relagdo ao controle,
esse comportamento pode ser devido a uma diferenciacdo celular que pode estar
ocorrendo, para um tipo de célula com atividade mitocondrial menor do que as de

partida. J& o substrato puro, por ser inerte, teve comportamento similar ao controle.

MTT

150

Absorbancia 595 nm / %

MATERIAL

Figura 36 - Representacéo grafica da proliferacdo celular avaliados pelo ensaio de
MTT, onde CN= controle de viabilidade; CP= controle de morte; Ti= substrato puro e BGTi37 e

BGTi600 séo os respectivos materiais estudados.
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6.9.4. ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA (FA)

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada pelo ensaio de BCIP-NBT
e 0s resultados estdo expostos na Figura 35. Pode se observar que o material
BGTi37 apresentou atividade ligeiramente superior ao controle, o substrato de titanio
apresentou atividade semelhante ao controle. O material BGTi600 apresentou
atividade inferior ao controle, esse comportamento pode ser devido a toxidade deste
material ou a uma diferenciacao celular que pode estar ocorrendo, para um tipo de

célula com atividade de fosfatase alcalina menor do que as de partida.
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Figura 37 - Representagdo grafica da atividade de fosfatase alcalina, onde CN=
controle de viabilidade celular; CP= controle de morte; Ti= substrato puro e BGTi37 e BGTi600 s&o os

respectivos materiais estudados.
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6.9.5. AVALIACAO DA COLONIZACAO in vitro NAS SUPERFICIES
DOS MATERIAIS

Os materiais, ap0s 72 horas em cultura celular foram analisados por
MEV. As imagens obtidas revelaram uma alta densidade celular presentes nos
materiais estudados. As células apresentavam-se achatadas, em especial no
material BGTi37, Figura 36, no qual a aderéncia celular foi muito pronunciada, com
emissdo de prolongamentos citoplasmaticos, aderidas a superficie, indicando a
viabilidade deste material.

Esses resultados revelaram que as células foram capazes de aderir a
superficie do material, estabelecer conexdes entre elas, proliferar e penetrar até o
interior das BGs. Portanto, a presenca e o tamanho dos poros, e as rugosidades dos
materiais foram adequados, permitindo a colonizacdo. Esse mesmo comportamento
€ observado para o material BGTi600, Figura 37, o que indica que as células
aderiram a esse material, mesmo ele apresentando uma leve toxidade para a célula.
Ja no substrato puro, Figura 38, neste material, ndo foi evidenciada uma aderéncia
tdo efetiva das células, como para os materiais e é possivel observar que, mesmo
nao apresentando toxicidade no teste de MTT, ocorreu apoptose celular, ou seja,

morte celular, na superficie do material.
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Figura 38-Imagens da MEV do material BGT37. Presenca de células aderidas a
superficie (a); proliferacdo celular sobre as células ja aderidas ao material; (b); proliferacéo de células
no interior dos poros dos materiais(c); interconexdo com outras células através dos prolongamentos

citoplasmaticos (d).
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Figura 39 - Imagens da MEV do material BGT600. Presenca de células aderidas a
superficie (a); proliferagao celular sobre as células ja aderidas ao material; (b); proliferacao de células
no interior dos poros dos materiais (C); interconexao com outras células através dos prolongamentos

citoplasmaticos (d).
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Figura 40 - Imagens da MEV do substrato de titdnio, mostrando células pouco

aderidas a superficie (a); apoptose celular (b).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou a formacdo de revestimentos de
biovidros do sistema (SiO2)o,80(P205)0,04(Ca0)o,16 Sobre implantes de titanio, grau 2,
pela rota sol-gel, utilizando a técnica de “dip-coating’, com velocidade controlada.

Foram produzidos dois materiais variando apenas as condi¢cdes de
tratamento térmico apds o processo de revestimento, sendo eles, o BGTi37
(temperatura ambiente), e BGTi600 (tratamento térmico a 600°C). Em ambos os
casos foram produzidos filmes porosos de espessura na ordem de 300 e 400nm,
para BGTi37 e BGTIi600, respectivamente.

Quanto a morfologia, as analises AFM e MEV, mostraram que o
material BGTi37 se apresentou mais uniforme, com rugosidade proxima a do
substrato inicial. J& o material BTi600, apresentou uma topografia irregular, com
rugosidade mais elevada devido a presenga de uma maior quantidade de éxido em
sua superficie, proporcionado pelo aquecimento do mesmo em atmosfera aerada.

A aderéncia dos filmes ao substrato foi determinada segundo a norma
ABNT MB 985 e foi relacionada ao grau GR 0, o que significa 6tima aderéncia ao
substrato, ou seja, apés a remocdo da fita adesiva da area analisada nao foi
encontrado nenhum destacamento dos filmes.

Com a espectroscopia de DRIFT foi possivel evidenciar a formacéo dos
materiais com revestimentos, quando comparados ao substrato. Ja a analise de
DRX com geometria rasante detectou o6xidos pouco cristalinos, formados nas
superficies dos materiais, além do titanio, sendo o anatasio, no substrato e no
material BGTi37 e o anatasio e o rutilo, no BGTi600. A fase rutilo é a fase mais
estavel e era esperado sua formacdo com o aquecimento no material BGTi600. A
presenca dos 6xidos na superficie do substrato também foi evidenciada na analise
de XPS.

As superficies dos materiais foram analisadas por XPS, que revelou a
presenca dos componentes do BG e os 6xidos de Ti. Os componentes dos materiais
também foram determinados por EDS. Entretanto, em ambas as anélises, néo foi
possivel detectar o elemento fésforo nos filmes, devido a baixa quantidade presente.
Para a confirmacéo da composicéo, foi realizada a analise de EDS em amostras em

po de biovidro, oriundo de sintese similar a dos filmes de biovidro presentes nos
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materiais BGTi37 e BGTi600. Foi possivel desta forma, confirmar a presenca de Ca,
Si,PeO.

Uma particularidade do material BGTi600, foi demonstrada pela analise
de XPS, com relacéo ao calcio presente. Duas espécies de calcio foram detectadas:
uma referente ao calcio ligado a rede de silica, Ca2y30em 347,7 eV, outra
relacionada ao Ca2ps2, em 346.5 eV, referente ao calcio ligado ao 6xido de titanio.

Com relacédo a bioatividade dos materiais, o estudo da cinética de
formacéo in vitro da apatita carbonatada em SBF, mostrou que no material BGTi37 a
HAC se forma ligeiramente mais rapido do que nos demais, sendo que, no BGTi600,
a velocidade € a menor. A andlise de viabilidade celular, pelo método de MTT,
também acompanhou o resultado obtido para a cinética de formacéo da HAC. Em 72
horas, o material BGTi37 apresentou uma resposta superior ao controle, ou seja, a
viabilidade celular neste material é grande. O BGTi600 apresentou resposta inferior
ao controle. O substrato, por ser inerte se manteve igual ao controle. Uma das
explicacbes para esse comportamento pode estar relacionada a carga superficial
dos materiais. Embora exista apenas a uma pequena diferenca no pH
correspondente ao ponto isoelétrico do BG é evidenciado uma diferenciacdo
significativa na bioatividade dos materiais. E neste caso, o material BGTi600
apresentou ponto isoelétrico em pH superior ao BGTi37. Para a andlise de fosfatase
alcalina, o material BGTi37 e 0 substrato ndo apresentaram variagdes significativas,
no tempo de 72 horas de analise, quando comparado ao controle. Para o BGTi600,
a resposta foi inferior a do controle.

As amostras apés a imersdo em SBF, por 160 horas, foram analisadas
por DRX e suas superficies por XPS. Para o material BGTI37 e para o substrato, os
DRX nado apresentaram grandes variacdes do que havia sido encontrado antes da
imersdo das amostras em SBF. Ja para o material BGTi600, além das fases rutilo e
anatasio, foram observados picos com baixa cristalinidade, provavelmente
referentes aos fosfatos de calcio amorfos precipitados e/ou a presenca de
nanomateriais. A analise de XPS revelou presenca de fosfatos de calcio amorfos nos
materiais, sendo a razdo de Ca/P de 1,7 e 1,9 para o BGTi37 e para o substrato
puro, respectivamente. No material BGTi600, devido ao fato das espécies de célcio

detectadas ndo serem apenas referentes apenas aos fosfatos de calcio precipitados
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em SBF, mas também de outras espécies, como o Ca-TiO,, a razdo Ca/P nao foi
possivel afirmar qual fosfato estaria presente na amostra.

A avaliacdo da colonizacdo in vitro na superficie dos materiais
apresentou para todos os materiais alta densidade celular, células achatadas, em
especial no material BGTi37, com emissdo de prolongamentos citoplasmaticos, o
que indica a aderéncia das células no material.Para o material BGTi600 a
proliferacdo celular se mostrou menor, quando comparado ao BGTi37. No substrato
foi observada baixa adesao celular, quando comparado aos materiais revestidos, 0
gue mostra uma maior eficiéncia destes em relacdo ao titanio puro. A ocorréncia de
apoptose celular no titanio sem revestimento pode ter ocorrido devido a baixa
aderéncia das células no substrato.

Sendo assim, considerando os testes in vitro, o material BGTi37
apresentou-se mais indicado para a utilizagdo como implante 0sseo, quando

comparado com o titanio comercial e com o material BGTi600.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS POSTERIORES

. Avaliar a capacidade de regeneracdo O0ssea promovida
pelos materiais in vivo;

. Realizar o tratamento térmico em diferentes temperaturas
e intervalos de tempo para avaliar a bioatividade nestas diferentes condicdes.

. Avaliar a capacidade de incorporacdo de farmacos aos

materiais, assim como sua liberacéo.
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