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RESUMO

Biomateriais sdo substancias de origem natural ou sintética que podem ser utilizados para
substituicdo total ou parcial de tecidos vivos danificados. Dentre os biomateriais utilizados em
aplicacdes médicas, temos as ceramicas a base de fosfato de cdlcio. Um exemplo deste tipo de
cerimica é o mineral Hidroxiapatita HA (Cas(OH)(PO4)3) que apresenta bastante similaridade
com a fase mineral presente em nossos ossos e dentes. O uso desse mineral em implantes
tem se mostrado de grande sucesso devido ao seu comportamento in vivo € por apresentar
propriedades bioativas e osteocondutivas que favorecem o crescimento 6sseo. Entretanto, a
Hidroxiapatita, por ser uma material ceramico, € um biomaterial fragil e susceptivel a falha por
fadiga. Seguindo a linha de outras pesquisas que tém incorporado uma segunda fase de refor¢o
(nanotubos de carbono, talco, etc.), este trabalho propde, realiza e analisa a incorporagdo de
oxido de grafeno aos revestimentos de Hidroxiapatita depositados sobre titanio com o objetivo de
melhoria nas propriedades mecanicas da HA sem prejudicar a biocompatibilidade. Os resultados
mostram que a Hidroxiapatita obtida por eletrodeposi¢ao pulsada com incorporacdo de 6xido
de grafeno apresenta uma melhor resisténcia ao desgaste comparada a Hidroxiapatita pura sem
comprometimento da biocompatibilidade, apresentando resisténcia a corrosao um pouco melhor

quando comparado ao titanio puro.

Palavras-chaves: Biomateriais, Hidroxiapatita, Titanio, Oxido de grafeno.



ABSTRACT

Biomaterials are natural or synthetic substances used in parcial or total replacement of damage
living tissue. Among biomaterials used in medical applications it is worth mentioning the calcium
phosphate ceramics. Hydroxyapatite (Cas(OH)(PO4)3), an example of this kind of ceramic,
presents great similarity with the mineral phase present in our bones and teeth. Hydroxyapatite
coatings have shown great deal of success because of bioactive and osteoconductive properties
that induce bone growth. However, hydroxyapatite is fragil and prone to fatigue failure. Following
other researches that have incorporated a second phase (carbon nanotubes, talc, etc.), in this
work we propose, perform and analyze the incorporation of graphene oxide to hydroxyapatite
coatings. Our aim is the improvement of hydroxyapatite mechanical properties maintaining
its biocopatibility. Results have shown that graphene oxide incoporation increases the wear
resistance without important decrease in biocompatibility. The corrosion resistance of composite

coatings are slightly better than that presented by bare titanium.

Key-words: Biomaterials;Hydroxyapatite; Titanium; Graphene oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contexto

O campo de biomateriais é muito dindmico e interdisciplinar. Quase todos os dias novas
descobertas estdo sendo feitas por pesquisadores de todo o mundo [1]. Em termos simples,
biomateriais sdo materiais que podem ser utilizados no corpo humano e na fabricacdo de
dispositivos para substituir a matéria viva cuja parte ou funcao foi perdida, tendo como funcao
avaliar, tratar, aumentar ou substituir 6rgdos ou tecidos [2, 3, 4]. Os biomateriais podem ser

classificados principalmente em:

Biometais: sao biomateriais baseados em metais assim como o titanio puro e suas ligas [5]. Em-
bora sejam predominantemente utilizados para reconstrucao Ossea, resultados de pesquisas
recentes permitiram que os biometais pudessem ser aplicados também em cirurgias nao

convencional para reconstrucio de tecidos e 6rgados [6];

Biopolimeros: compreende os biomateriais constituidos por polimeros biocompativeis tais como
o silicone, o politetrafluoretileno e o polimetilmetacrilato. Atualmente, esses materiais
movimentam aproximadamente 1 bilhdo de ddlares por ano em pesquisas e aplicacdes
devido ao seu amplo espectro de propriedades fisicas, mecanicas, quimicas e excelente
biocompatibilidade [7, 8];

Bioceramicos: biomateriais constituidos principalmente por materiais ceramicos. As ceramicas
sdo definidas como materiais inorganicos ndo metalicos [9]. Sdo duras, de baixa densi-
dade, apresentam grande rigidez e resisténcia ao desgaste e a corrosdo, suportam grande
forcas de compressao e sdo isolantes elétricos e térmicos. Essas propriedades tornam as
ceramicas importantes no campo biomédico juntamente com outros fatores tais como:
semelhanc¢a quimica com os 0ssos, estimulo ao crescimento dsseo, baixo coeficiente de
atrito, durabilidade. [10, 11, 12];

Um exemplo de biocerdmica é o mineral Hidroxiapatita (HA) que apresenta em sua
composicao fosfato de célcio cristalino puro Cas(OH)(PO4)3, assim como mostrado na Figura

1, o qual € um composto inorgadnico similar as estruturas encontradas nos 0ssos e dentes.

O recobrimento de superficies utilizando esse mineral foi introduzido em meados dos
anos 80 para promover a fixac@o entre o osso e o implante [14]. Por ser um biomaterial que
apresenta propriedades bioativas, 0 mesmo estabelece ligacdes de natureza quimica com o tecido
humano e propicia o crescimento dsseo [15, 14]. O uso deste mineral tem sido bem sucedido em

implantes devido ao seu favordvel comportamento in vivo [16, 17].
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Figura 1 — Estrutura da Hidroxiapatita.
Fonte: ChemTube 3D [13]

Por outro lado, a HA também possuem propriedades mecénicas fracas tais como: baixa
resisténcia a flexao e fragilidade . Por isso sdo menos utilizadas do que metais e polimeros [18, 9].
Estas propriedades tornam a HA susceptivel a falha por fadiga, sendo pouco adequada para a

utilizagdo em implantes dentdrios e ortopédicos.

Afim de melhorar as propriedades mecanicas da Hidroxiapatita, alguns pesquisadores
tem adicionado fases de reforco tais como: Al,O3, TiO,, ZrO; e nanotubos de carbono [19, 20,
21, 22]. Recentemente [23, 24, 25] folhas de 6xido de grafeno tem sido adicionadas a HA para
atuarem como fases de reforco, sendo estes revestimentos produzidos através de varios métodos
dentre os quais podemos citar: plasma spray [26], sol-gel [27], deposi¢do eletroforética [16],
deposic¢do por feixe de fons [28] e eletrodeposi¢ao [29]. O 6xido de grafeno tem despertado a
atencdo devido a excelentes propriedades que ele apresenta, dentre as quais podemos citar: o alto
moddulo de Young, alta hidrofilicidade, boa biocompatibilidade e bioestabilidade, baixa citoxidade
além de além de apresentar excelentes propriedades antibacterianas [30, 31]. Sendo assim , este
trabalho sugere a incorporagdo de 6xido de grafeno utilizando a técnica de eletrodeposi¢ao

pulsada.
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1.2 Objetivos

Com o propésito de aperfeicoar biomateriais ceramicos, este trabalho propde, realiza
e analisa a melhora das propriedades mecanicas da Hidroxiapatita através da incorporagdo de
nanoestruturas, mais especificamente, folhas de 6xido de grafeno utilizando o titdnio como

substrato.

Para a obtenc¢do de filmes de HA, utilizou-se a eletrodeposicao pulsada devido a qualidade
dos filmes obtidos e as vantagens da técnica tais como: utilizacdo de mecanismos simples;

processo de deposicdo a baixas temperaturas; baixo custo.

Especificamente esse trabalho tem os seguintes objetivos:

a) melhorar as propriedades mecanicas da hidroxiapatita depositadas sobre titdnio puro com

a incorporacao de 6xido de grafeno;

b) analisar o biomaterial produzido em relacdo a morfologia,cristalinidade, resisténcia ao

desgaste e resisténcia a corrosao;

¢) estudo do biomaterial produzido quanto a sua biocompatibilidade, produgdo de coldgeno e

fosfatase alcalina.

1.3 Justificativa

O campo dos biomateriais atraiu um enorme nimero de pesquisadores nos dltimos
anos, 0s quais contribuiram para uma compreensao mais completa do comportamento celular,
da mecanica da interacdo célula-material e para o desenvolvimento de técnicas de fabricacao
inovadoras. Este progresso permitiu aos biomateriais uma transi¢ao de simples materiais de
substituicdo dos tecidos danificados para implantes que trabalham ativamente com um sistema
bioldgico [32]. Como resultado, milhdes de vidas foram salvas ou melhoradas por dispositivos

tais como: stents vasculares, restauracoes dentdrias, articulacoes artificiais e lentes de contato
[33].

No futuro, os biomateriais assumirao um papel ainda maior na medicina e encontrarao
também uso em uma ampla variedade de aplicacdes ndo-médicas [1]. Biomateriais como a
hidroxiapatita, que tem sido de grande interesse na engenharia de ossos e tecidos [34], t€tm um
futuro promissor devido sua osteocondutividade, biocondutividade e bioatividade superior [35].
Estas propriedades tornam a HA um material de grande importancia para a regeneracao do tecido
dsseo. Mesmo sendo um biomaterial promissor, estudos sobre a eletrodeposi¢io pulsada com

incorporagdo de 6xido de grafeno ainda € insipiente [36, 37].

Esta dissertacao apresenta os resultados de uma pesquisa voltada a producao de HA com

incorporagdo de 6xido de grafeno através da técnica de eletrodeposi¢cdo pulsada utilizando o
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titAnio como substrato. A presente dissertacio estd estruturada em cinco capitulos como disposto

abaixo:

Capitulo 2 - Revisao da Bibliografia: onde sio apresentados os principais conceitos aborda-
dos durante a pesquisa;

Capitulo 3 - Técnicas de Caracterizacdo: descricdo das técnicas utilizadas;

Capitulo 4 - Metodologia: detalhamento dos métodos utilizados durante o trabalho;

Capitulo 5 - Resultados e Discussdes: referente a morfologia, estrutura cristalina, resisténcia
ao desgaste, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade da hidroxiapatita pura e com

incorporagdo de grafeno.

Capitulo 6 - conclusiao



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomateriais

Considera-se biomaterial toda substancia ou combinagdo de substincias de origem
natural ou sintética utilizadas para tratamento ou substitui¢do total de quaisquer tecidos, 6rgaos
ou fungdes corporais [38, 39]. Os biomateriais podem ser classificados em biometalicos [5],
bioceramicos [4] ou biopolimeros [40]. Podemos citar indmeras aplicagdes para os biomateriais
tais como proteses dentdrias, proteses de quadril e joelho, implantes de ouvido, pinos de fixacao,
etc [41].

Como biomateriais biometalicos podemos citar o titanio e suas ligas, o aco inoxidavel
e as ligas de cromo-cobalto. O titdnio e suas ligas apresentam como vantagem uma 6tima
biocompatibilidade, além de possuir excelentes propriedades como a alta resisténcia a corrosao,
alta resisténcia a fadiga e boa resisténcia mecanica [42]. Entretanto, apesar da biocompatibilidade,
os biometais podem interagir com os tecidos e promover a liberag@o de ions por desgaste, corrosao
e dissolugao, o que pode levar a perda de sua fun¢do e falha completa com o passar do tempo
[43, 44, 45].

Os biopolimeros estdo dentre os biomateriais mais empregados na medicina [46]. As
principais vantagens dos biopolimeros em relagdo aos biometais e bioceramicos incluem, por
exemplo, a facilidade de fabricac@o de formas variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), o
processamento secunddrio, o custo razodvel e a ampla faixa gama de propriedades mecanicas e
fisicas [7]. Por outro lado, apesar das propriedades funcionais, os biopolimeros geralmente nao
apresentam grupos quimicos favordveis para interacao celular e podem ainda liberar subprodutos
téxicos na corrente sanguinea durante sua degradacdo, o que poderia desencadear reagdes

inflamatdrias no paciente ao longo de sua vida [46, 47].

Dentre os biomateriais, os baseados em ceramica englobam as mais diversas dreas
da medicina tais como os instrumentos de diagndstico (termdmetros, fibras para endoscopia),
proteses ortopédicas, dispositivos para a reconstrucao odontoldgica e maxilo-facial, valvulas
cardiacas, traqueias artificiais e preenchimentos dsseos. O vasto campo de aplicacio se deve, em
grande parte, as propriedades cristalograficas e a superior compatibilidade quimica das ceramicas

com o meio fisioldgico e com tecidos rigidos, tais como os 0ssos e dentes [48, 9, 49].

Outra divisdo dos biomateriais relaciona-se a resposta bioldgica, classificando os em:
biotoleréveis, bioinertes, bioativos e reabsorviveis. Os materiais biotolerdveis sdo apenas tolera-
dos pelo organismo. Quando o material € implantado no organismo ocorre a formacdo de uma
camada envoltdria de tecido fibroso que € induzida pela liberacdo de compostos quimicos, fons,

produtos de corrosdo e outros. Quanto mais fina a camada envoltdria, maior € a tolerabilidade do
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organismo ao material. Como exemplo deste tipo de material temos a grande maioria dos metais

e os polimeros sintéticos.

Nos materiais bioinertes também ocorre a formagao de tecido envoltério mas a quantidade
¢ praticamente inexistente. Como exemplos desta classe temos a alumina, zircOnia, titanio,
ligas de titanio e carbono. Materiais em que ocorrem ligacdes de natureza quimica entre o
material e o tecido 6sseo s@o denominados bioativos. Devido a similaridade quimica entre estes
materiais e a parte mineral dssea, os tecidos dsseos se ligam a eles, permitindo a osteocondugao.
Exemplos deste tipo de material sdo as vitroceramicas a base de fosfato de célcio, os vidros e a

hidroxiapatita.

Os materiais reabsorviveis sao assim classificados por serem, apds um periodo de tempo
em contato com o organismo, degradados, solubilizados ou fagocitados. Os principais exemplos

sdo o fosfato tricalcio (TCP) e o poli(4cido latico).

2.1.1 Hidroxiapatita

Um exemplo de bioceramica € o mineral Hidroxiapatita (HA). A Hidroxiapatita t€ém des-
pertado grande interesse de pesquisadores pela sua similaridade aos tecidos duros do organismo
humano e por ser ser bioativa, ou seja, realiza ligagdes quimicas fortes com os tecidos adjacentes
[50].

Devido a estas propriedades, a HA tem sido empregada em preenchimentos dsseos [51],
reparos de tecidos [52] e cromatografia em coluna para fracionamento rapido de biomoléculas
[53].

A HA pura é uma fase estequiométrica da apatita com uma relacdo molar Ca/P de
1,67 [54]. E o sal de fosfato de célcio mais estdvel a temperatura ambiente ¢ com um pH
entre 4 e 12 [55]. A estrutura cristalina de HA mais frequentemente encontrada € hexagonal,
a qual possui a simetria do grupo espacial P63/m com pardmetros de rede a = b = 9,432,
¢ =6,881 Ae y = 120°. A estrutura consiste em uma matriz de tetraedros PO, mantidos juntos
por ions Ca intercalados entre eles. Os ions Ca ocorrem em dois locais distintos, em colunas
com precisamente alinhadas (Ca(I)), e os OH adjacentes apontam em dire¢des opostas [56]. Na
forma P63 /m, as células unitdrias de HA estdo dispostas ao longo do eixo c. Isto justificaria uma

orientagdo ao longo do eixo ¢ e uma morfologia tipo agulha [57].

A HA pode existir também na forma monoclinica com o grupo espacial P2;/b e pa-
rametros de rede a = 9,4214(8), b = 22, ¢ = 6,8814(7) A, v = 120°. A principal diferenca
entre 0 HA monoclinica e hexagonal s@o as orientagdes dos grupos hidroxilo (OHs). Na HAp
monoclinico, todos os OHs em uma determinada coluna estdo apontados na mesma dire¢do. Na
proxima coluna a direcdo inverte. Na HA p hexagonal os OH's adjacentes apontam em direcdes
opostas como mencionado acima [56]. A HA hexagonal é normalmente formado por precipita-

¢ao a partir de solucdes supersaturadas a 25 — 100°C, enquanto o HA monoclinico é formado
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principalmente por aquecimento da forma hexagonal a 850°C e depois submetido a um processo

de arrefecimento até a temperatura ambiente [58].

A composi¢do quimica, cristalinidade, tamanho e morfologia dos cristais de HA e seus
agregados desempenham papéis criticos na determinagdo de suas propriedades e aplicagdes
[51, 59]. Por exemplo, cristais nanométricos de HA possuem excelente capacidade de sinterizacao
devido a sua elevada energia de superficie [60] e podem ser utilizados como matéria-prima para
produc¢do de HA nano-bioceramica com propriedades mecanicas aprimoradas. Além disso, as
nano bioceramicas de HA exibem uma melhor bioatividade e maior capacidade de reabsor¢do do

que aquelas em tamanhos de microscépico [61].

Entretanto, a HA ndo € um biomaterial perfeito e apresenta algumas fraquezas tais como:
biodegradacgdo, baixa resisténcia a flexdo, pobre capacidade de suporte de carga e baixa resisténcia
ao desgaste [62, 63]. A fim de melhorar as propriedades mecanicas da HA, pesquisadores vem
adicionando uma fase de reforco. Com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas da
hidroxiapatita, pesquisas recentes tem apontado como solu¢do a adi¢do de fases de reforgo tais
como: Al», O3, TiO,, ZrO, e nanotubos de carbono [19, 20, 21, 22]. Recentemente [23, 24, 25]

utilizaram folhas de 6xido de grafeno a HA para atuarem como revestimento.

2.1.2 Titanio

O titanio foi descoberto na Inglaterra por William Gregor em 1790. Este metal combina

uma série de propriedades tnicas tais como [64]:

1) baixa densidade;

i1) alta relacao resisténcia/peso;
iii) boa biocompatibilidade;
1v) resisténcia a corrosao;

v) boa plasticidade.

Essas e outras propriedades mecanicas determinam as aplicagdes do titanio e suas ligas
nos mais diversos campos tecnolégicos tais como a aviagdo, industria automotiva, setores de
energia e construg¢do naval ou arquitetura, medicina e equipamentos esportivos [65]. Como
biomaterial, o titdnio e suas ligas, tal como a liga Ti-6Al-4V (grau 5), tém sido empregados
em pinos de fixacdo, proteses dentarias, de joelho e quadril (Figura 2). Como substituto de
tecido duro, o baixo médulo de elasticidade do titanio e das suas ligas é geralmente visto como
uma vantagem biomecanica porque o menor médulo de elasticidade pode resultar em menor
blindagem de tensdo [66]. Considerando suas propriedades superficiais, a fina e aderente camada
de 6xido formada na sua superficie (TiO,) confere ao metal uma Gtima resisténcia a corrosao e

sua biocompatibilidade, o que possibilita sua aplicacdo em dispositivos biomédicos.
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Apesar de suas propriedades favordveis, o titanio apresenta uma baixa resisténcia ao
desgaste e ndo forma ligagdes quimicas com os 0ssos, sendo apenas tolerado pelo organismo. Para
contornar estes problemas, tratamentos termoquimicos, revestimentos e inclusio de elementos de
liga vem sendo aplicados [67]. Como tratamento termoquimico podemos citar a nitretacdo, a qual
melhora expressivamente a resisténcia ao desgaste [68]. Para a melhora da biocompatibilidade,

revestimentos a base de fosfatos de calcio tem sido utilizados [69].

Taga Metalica

—— Componente Femoral
—— 4o Joelho

Superficie de Articulagao
de Polietileno

Tacga Polimétrica Placa Tibial

Cabeca Femoral com Haste

(a) (b)

Figura 2 — Diagrama esquematico da articulacao do quadril artificial (a) e do implante do joelho

(b).
Fonte: Adaptado pelo autor.

2.2 Oxido de Grafeno

Como ja explicitado, a HA apresenta pobres propriedades mecanicas e para solucionar
este problema compésitos de HA mais uma fase de reforco sao produzidos. Pesquisas recentes
indicam que a incorporagdo do 6xido de grafeno melhora significativamente as propriedades
mecanicas HA [24,25]. Também foi relatado que GO promove a adesdo e proliferacido de
osteoblastos [70, 31, 26] e que tem potencial antibacteriano [28, 30]. Além disso, o estudo de

Liu et al [71] indica que o 6xido de grafeno induz a nucleagdo de apatita.

Aplicado em materiais como a HA, o GO pode melhorar a resisténcia a flexdao e o médulo
de Young, uma vez que possui caracteristicas estruturais unicas e propriedades eletronicas,
térmicas e mecanicas excepcionais. Estudos sobre aplicagdes biomédicas indicaram ainda que o
refor¢co de 6xido de grafeno conduz a um composto com biocompatibilidade e a bioestabilidade
superiores [72, 73, 74, 75, 76].

Comparado aos CNT's, o grafeno e seus derivados podem ser produzidos de forma relati-
vamente pura com pouca citotoxicidade [78], e também demostram caracteristicas mecanicas
e bioatividade melhores quando incorporados em HA [79, 80].0 6xido de grafeno (GO) é o
derivado oxigenado do grafeno, que contém os grupos carboxilo, hidroxilo e epéxido, assim

como ilustrado na Figura 3 [81].
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Figura 3 — Estrutura do 6xido de grafeno proposta em 1998 com grupos funcionais: grupos
epoxido (a), grupos hidroxilo (b) e grupos carboxilo (c) emparelhados
Fonte: Elaborado em [77].

2.3 Eletrodeposicao

A eletrodeposicdo, € o processo eletroquimico em que, através de uma reacao quimica
induzida por corrente, ocorre a deposi¢ao de um revestimento (filme) [82]. Atualmente € um
processo bastante consolidado para a obtencdo de revestimentos metdlicos e apresenta vanta-
gens de requerer baixo investimento, utilizando equipamentos simples e poder ser realizada a

temperaturas relativamente baixas [82].

No processo de eletrodeposi¢ao, o substrato no qual o revestimento serd depositado é
posicionado no catodo (eletrodo de trabalho), e o material a ser utilizado como contra eletrodo
para fechar o circuito elétrico € posicionado no anodo [83]. A célula eletroquimica € constituida,
geralmente, por trés eletrodos (eletrodo de trabalho, conta-eletrodo e eletrodo de referéncia) e
eletrélito. O eletrdlito é uma solugcdo que fornece os elementos do material a ser depositado,

assegurando a condugio de fons através da célula [84].

Existem diferentes métodos para a deposicao dos revestimentos tais como a deposi¢ao
galvanostdtica, deposi¢do potenciostdtica e a variacdo destas deposi¢cdes através da técnica
pulsada. Na deposi¢do galvanostatica aplica-se uma corrente constante ao sistema e o potencial
varia de acordo com as requisicdes do sistema de eletrodeposicao. Na deposicao potenciostatica
aplica-se um potencial constante e € permitido que a corrente varie. Nas deposi¢des pulsadas
aplica-se pulsos de corrente ou potencial com uma determinada frequéncia pré-estabelecida.

Trabalhos da literatura [85, 86, 87] mostram que revestimentos obtidos por eletrodeposi¢ao
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pulsada apresentam uma melhor qualidade devido a possibilidade de o hidrogénio formado
durante as deposi¢Oes se esvair. O ndo aprisionamento de bolhas de hidrogénio durante a
deposicao permite a formacao de revestimentos sem descontinuidades. Véarios trabalhos tais
como: [88, 89, 90], obtiveram através da técnica pulsada revestimentos de HA mais uniformes,
cristalinos e com maior aderéncia. Além disso, os revestimentos apresentaram uma maior
estabilidade a longo prazo e uma forte interface filme-substrato, pardmetros que podem definir o

sucesso de um implante.



3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia

Dispersiva

Em um microscépio eletronico de varredura (MEV), a imagem € formada em um tubo de
raio catddico sincronizado com uma sonda de elétrons a medida que escaneia a superficie de uma
amostra [91]. O (MEV) usa um feixe focado de elétrons de alta energia para gerar uma variedade
de sinais na superficie de materiais s6lidos [92]. Os sinais que derivam de interagdes de amostras
com o feixe de elétrons revelam propriedades sobre a amostra, incluindo morfologia externa
(textura), composi¢do quimica, estrutura cristalina e orientacdo dos materiais que compdem
a amostra. Na maioria das aplicagdes, os dados sdo coletados sobre uma drea selecionada da
superficie da amostra a partir dos quais uma imagem bidimensional é gerada demonstrando

aquelas propriedades. Na Figura 4 € mostrado o MEV utilizado nessa pesquisa.

TESCAN @

L

Figura 4 — Microscépio eletronico de varredura com EDS (UFOP)

A estrutura tipica do MEV consiste basicamente de uma coluna 6tico-eletronica onde se
encontra um canhdo que emite elétrons, sistema de demagnificacio, camara da amostra, unidade
de varredura, sistema de detectores e o sistema de visualizacdo da imagem [93], assim como

mostrado na Figura 5).

Os elétrons sdo emitidos a partir de um catodo de tungsténio ou hexaboreto de lantinio
(LaBg) e acelerados através de um anodo, sendo também possivel obter elétrons por efeito de
emissdo de campo. O tungsténio € tipicamente usado por ser o metal com mais alto ponto de
fusdo e mais baixa pressdo de vapor, permitindo que seja aquecido para a emissdo de elétrons. O
feixe de elétrons, o qual normalmente t€m uma energia que vai desde as algumas centenas de eV

até 100 keV, € focalizado por uma ou duas lentes condensadoras, em um feixe com um ponto
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Figura 5 — Representa¢do dos Componentes do Microscépio Eletronico de Varredura [93].

focal muito fino, com tamanho variando de 0,4 a 0,5 nm [94]. Este feixe passa através de pares

de bobinas de varredura e pares de placas de deflexdo na coluna do microscépio.

Quando o feixe primadrio interage com a amostra, os elétrons perdem energia por dispersao
e absor¢cao em um volume em forma de gota, conhecido como volume de interagcdo, o qual
se estende de menos de 100 nm até em torno de 5 pm para dentro da superficie da amostra.
O tamanho do volume de interacao depende da energia dos elétrons, do niimero atdmico dos
atomos da amostra e da densidade da amostra. A interac@o entre o feixe de elétrons e a amostra
resulta na emissdo de elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, elétrons Auger, raios-x
Bremstralung, raios-x caracteristicos, radiacao eletromagnética na regiao do infravermelho, do

visivel e do ultravioleta, fonons além de causar aquecimento da amostra.

Imagens de elétrons retransmitidas no MEV apresentam um contraste composicional
que resulta de diferentes elementos de nimeros atdmicos e sua distribuicdo. A Espectroscopia
Dispersiva de Energia (EDS) permite identificar quais sdo esses elementos particulares e suas

proporc¢oes relativas (razdo molar, por exemplo) [95].
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3.2 Difracao de Raios X

A difragdo de raios X é uma técnica utilizada para determinar a estrutura atdmica e
molecular de um cristal, na qual os 4tomos do material fazem com que um feixe de raios-X
incidente sofra difracdo em muitas dire¢des especificas. Medindo os angulos e intensidades destes
feixes difratados, um cristalégrafo pode produzir uma imagem tridimensional da densidade de
elétrons dentro do cristal [96]. A partir desta densidade de elétrons, as posi¢oes médias dos
atomos no cristal podem ser determinadas, bem como suas ligagdes quimicas, sua desordem e

vdrias outras informacoes.

Uma vez que muitos materiais podem formar cristais, tais como: sais, metais, minerais,
semicondutores, bem como vdrias moléculas inorganicas, organicas e bioldgicas - a cristalografia
de raios X tem sido fundamental no desenvolvimento de muitos campos cientificos [96]. Em suas
primeiras décadas de uso, este método determinou o tamanho dos 4tomos, 0s comprimentos €
tipos de ligacdes quimicas, e as diferencas de escala atdbmica entre varios materiais, especialmente
minerais e ligas. O método também revelou a estrutura e funcao de muitas moléculas bioldgicas,
incluindo vitaminas, drogas, proteinas e acidos nucleicos como o DNA. A cristalografia de raios

X ainda € o método principal para caracterizar a estrutura atdmica de novos biomateriais [97].

Numa medida de difracdo de raios X de um tnico cristal, um cristal € montado num
goniémetro'. O goniémetro & utilizado para posicionar o cristal em orientacdes selecionadas. O
cristal € iluminado com um feixe monocromético finamente focalizado de raios X, produzindo
um padrdo de difrac@o de pontos regularmente espagados conhecidos como reflexos. As imagens
bidimensionais tomadas em diferentes orientagdes sdo convertidas em um modelo tridimensional
da densidade de elétrons dentro do cristal usando o método matematico de Transformadas de
Fourier [98], combinado com dados quimicos conhecidos para a amostra. Uma resoluciao pobre
(fuzziness) ou mesmo erros podem resultar se os cristais s3o0 muito pequenos, ou nao uniforme o

suficiente em sua composi¢ao interna.

Os cristais sdo estruturas regulares dos dtomos, € os raios X podem ser considerados
ondas da radiacdo eletromagnética. Os d&tomos dispersam ondas de raios X, principalmente através
dos elétrons dos dtomos. Assim como uma onda oceanica que atinge um farol produz ondas
circulares secunddrias que emanam do farol, de modo similar o raio X que atinge um elétron
produz ondas esféricas secundarias que emanam do elétron. Esse fendmeno é conhecido como
espalhamento eldstico, e o elétron (ou farol) é conhecido como o espalhador. Um conjunto regular
de dispersores produz um conjunto regular de ondas esféricas. Embora essas ondas se anulem na

maioria das dire¢Oes através de interferéncia destrutiva, elas acrescentam construtivamente em

' Goniémetro é um instrumento utilizado para medir 4ngulos de cristais, de partes anatomicas, de distancias

angulares em topografia, astronomia, navegacio etc.
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algumas direcdes especificas, determinadas pela lei de Bragg [99]:

2dsin 6 = nA (D

Em que, d é o espacamento entre planos de difracdo,0 é o angulo de incidéncia, n € um
inteiro qualquer , e A é o comprimento de onda do feixe. Essas dire¢des especificas aparecem
como manchas no padrao de difragdo chamadas reflexdes. Assim, a difracdo de raios X resulta
de uma onda eletromagnética (o raio X) que colide com um arranjo regular de dispersores (0

arranjo repetitivo de dtomos dentro do cristal).

Os raios X sdo utilizados para produzir o padrio de difracdo porque o seu comprimento
de onda A € tipicamente da mesma ordem de grandeza (1-100 angstroms) como o espacamento
d entre os planos no cristal. Em principio, qualquer onda que colide com um conjunto regular
de dispersores produz difragdo, como previsto pela primeira vez por Francesco Maria Grimaldi
em 1665 [100]. Para produzir difracdo significativa, o espagamento entre os espalhadores e o

comprimento de onda da onda incidente deve ser semelhante em tamanho.

—® ® ® ® o

Figura 6 — Geometria da analogia de "reflexdo"de Bragg.
Fonte: Adaptado pelo autor.

A Figura 6 mostra um feixe de entrada (vindo da parte superior esquerda) faz com que
cada espalhador re-irradie uma pequena porc¢do de sua intensidade como uma onda esférica. Se
os dispersores estiverem dispostos simetricamente com uma separagao d, estas ondas esféricas
estardo sincronizadas (adicione construtivamente) apenas em dire¢des onde sua diferenca de
comprimento de caminho 2d sin 8 for igual a um mdltiplo inteiro do comprimento de onda A.
Nesse caso, uma parte do feixe de entrada € defletida por um angulo 26, produzindo um ponto

de reflex@o no padrao de difracdo.
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3.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica de espectroscopia vibracional que fornece infor-
macoes detalhadas sobre composi¢do molecular e estrutura molecular de uma amostra. Quando a
luz interage com as moléculas de uma amostra, parte da energia € absorvida e parte é espalhada.
A maioria dos fétons s@o espalhados elasticamente com a mesma energia e comprimento de
onda que a luz incidente (dispersdo de Rayleigh). Uma pequena fracdo, aproximadamente 1 em
10 milhdes de fétons, € espalhada ineldsticamente, com os fotons dispersos com uma freqii€ncia
diferente da luz incidente (e geralmente menor). Esta fracao é chamada de Espalhamento Raman
[101].

Gragcas ao progresso técnico nos tltimos anos, a caracterizacao de amostras pela espec-
troscopia Raman recebeu aten¢do crescente. Na ultima década, a técnica tornou-se um método de
rotina in vitro, e a andlise in vivo tornou-se uma realidade [102]. A espectroscopia Raman é com-
plementar a espectroscopia Infra Vermelha (IR), que analisa a fragao de luz absorvida. Ambas as

técnicas induzem mudancas especificas nos modos vibratdrios de estruturas moleculares:

i) as ligacdes IR-ativas sao aquelas que mudam seu momento dipolo apds a absorcao de

radiagdo eletromagnética;

i1) as ligacdes Raman-ativas sdo aquelas que alteram sua polarizagao.

Isso torna a espectroscopia Raman particularmente atraente para o tecido vivo, onde
o forte sinal de IR da dgua pode facilmente dominar os de outros componentes do tecido. As
estruturas lipidicas e lipofilicas sdo particularmente adequadas para a andlise por espectroscopia
Raman, de modo que a técnica Raman é capaz de fornecer informagdes particularmente valiosas

sobre a estrutura e composi¢ao do estrato corneo [103].

3.4 Ensaios Tribolégicos

O estudo de caracteristicas como o coeficiente de atrito e desgaste s@o importantes ao
certificar a qualidade de novos materiais. Essas caracteristicas sdo definidas através dos ensaios
tribologicos realizados através de um equipamento conhecido como tribdmetro mostrado na

Figura 7.

Tribologia vem do grego Tribos, que significa atrito, e Logos, que significa estudo. [104].
A tribologia se dedica ao estudo do desgaste, do atrito e da lubrifica¢do. O atrito, o desgaste e a

lubrificacdo sdo conceitos de grande relevancia ao analisar o movimento entre duas superficies.

O atrito € definido como sendo a resisténcia a0 movimento quando uma superficie desliza
sobre outra tangencialmente. O atrito depende da rugosidade da superficie e da for¢a normal
aplicada sobre o corpo.[105]. No degaste, temos a perda progressiva de matéria da superficie de

um corpo resultante ao deslizar uma superficie em outra.
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Figura 7 — Tribometro /Bruker.

Os ensaios tribolégicos mais comuns sao os testes de desgaste, que podem ser do tipo
pino sobre disco [106], onde é feito um risco circular sobre o disco devido ao movimento circular
entre o pino e o disco e pino sobre chapa [107] onde o0 movimento entre o pino (indentador)
forma uma trilha de desgaste devido a um movimento reciproco. Este ensaio também € conhecido

como reciprocate.

Para realizar os ensaios sdo necessdrios estimar alguns parametros como carga inicial,

velocidade, duragdo dos ensaios, frequéncia e tamanho da trilha [108].

A importancia de se realizar ensaios triboldgicos em materiais sujeitos a acdo de agentes
mecanicos é que através de informacgdes obtidas como coeficiente de atrito, inicio e tempo de
desgaste € possivel estimar o tempo de vida do material e e fazer previsao de futuras falhas que

podem ocorrer. [109].

3.5 Polarizacao Potenciodinamica

Embora todos os testes de corrosdo em laboratério exijam processos de corrosao ace-
lerados, apenas testes eletroquimicos podem ampliar diretamente o impacto dos processos de
corrosdo. As principais razoes pelas quais isso € possivel € que todos os testes eletroquimicos
usam algum modelo fundamental da cinética de eletrodos associados aos processos de corrosao
para quantificar as taxas de corrosdo. A amplificacdo dos sinais elétricos gerados durante estes

ensaios permite realizar medi¢des muito precisas e sensiveis.

Métodos de polarizagao, tais como polarizacao potenciodinamica sao frequentemente
usados para testes de corrosdao em laboratério. Estas técnicas podem fornecer informagdes
significativas sobre os mecanismos de corrosdo, taxa de corrosao e susceptibilidade de materiais

especificos a corrosdo em determinados ambientes. Os métodos de polarizacdo envolvem a
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alteracdo do potencial do eletrodo de trabalho e a monitorizag¢do da corrente que € produzida em

func¢do do tempo ou do potencial.

A polarizacdo potenciodinamica pode ser caracterizada em trés tipos bdsicos:

polarizagdo anddica: o potencial € alterado na direcdo anddica de forma que o eletrodo de

trabalho se torne o anodo e fazendo com que os elétrons sejam retirados dele.

polarizagdo catodica: o eletrodo de trabalho torna-se mais negativo e os elétrons sdo adiciona-

dos a superficie, em alguns casos causando eletrodeposi¢ao.

polarizagdo ciclica: a polarizacio tanto anddica como catddica sdo realizadas de forma ciclica.

m

E/IV

_'11 m

log i (A/cm®)

Figura 8 — Exemplo de curva de polarizacao[110].

A técnica de polarizagdo potenciodindmica consiste em uma varredura continua do
potencial e o registro da corrente gerada, permitindo o estudo do comportamento eletroquimico
do material [111].A partir deste ensaio obtém-se o perfil de corrosdo de um material mais

conhecido como curva de polarizacdo (Figura 8).

A curva de polarizacdo permite prever o potencial de corrosdo que € basicamente a
caracteristica ou propriedade de superficies metdlicas ou ndo metdlicas perderem elétrons na
presenca de um eletrélito. O potencial de corrosdo de um material € um parametro util para

estimar ou detectar o dano devido a corrosio.

A velocidade de varredura, a composi¢do da solugdo, o tempo de imersdo anterior a
varredura de potencial e a temperatura de ensaio podem influenciar a forma das curvas de

polarizacdo [111].
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Com a utilizacdo desta técnica, é possivel obter informac¢des importantes como o poten-
cial de corrosdo, passivagdo, taxa de corrosao, etc, os quais permitem um estudo detalhado do

material sujeito ao processo de corrosao.

3.6 Biocompatibilidade

A interacdo dos biomateriais com o sistema bioldgico sempre produz respostas bioldgicas
[112, 113]. Nesse contexto, biocompatibilidade refere-se a capacidade de um material implantado
in vivo induzir respostas bioldgicas apropriadas [114, 115]. Muitos implantes desenvolvidos
antes de 1950 nao tiveram éxito devido a uma mé compreensao da biocompatibilidade [42].
Esta compreensao estd cada vez melhor devido a pesquisas cientificas na drea que envolvem um
estudo interdisciplinar baseado no conhecimento da biologia, ciéncia dos materiais, biomecanica,

engenharia e medicina.

Embora exista um histérico da biocompatibilidade de biomateriais pode-se dizer que
testes in vivo sdo bastante recente pois a biocompatibilidade passou a ser interpretada como um
problema critico na limitacdo da longevidade e da funcionalidade do dispositivo [116]. De fato, o

uso de novos materiais em seres humanos sem testes preliminares é considerado antiético [117].

Além disso, como nenhum biomaterial € absolutamente livre do risco de causar danos,
testes de biocompatibilidade sdo listados como primeira prioridade no desenvolvimento de
novos biomateriais. O objetivo principal dos testes de biocompatibilidade é proteger e zelar pela
integridade dos pacientes [118]. A biocompatibilidade de depende de muitos fatores tais como
[114, 112]:

a) a natureza quimica dos componentes do material;

b) a natureza fisica dos componentes do material;

c¢) os tipos e locais dos tecidos do paciente que serdo expostos ao material;
d) a duracdo da exposi¢do;

e) as caracteristicas de superficie do material;

f) as forgas e condi¢des sobre o material;

g) afuncdo fisica para a qual o material serd utilizado;

h) o design do dispositivo.



4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia desse trabalho estd estruturada em 4 etapas, assim como ilustrado pela
Figura 9. Cabe expor que todos os ensaios realizados neste trabalho foram feitos, ao menos, em

triplicada. Na secOes seguintes sdo detalhadas cada uma dessas etapas.

1 2

Preparacgéo das
Amostras de Titanio

!

Eletrodeposicdo de HA

Deposigao de
Hidroxiapatita com
Incorporacéo de Oxido
de Grafeno

3 4

Figura 9 — Visao geral da metodologia utilizada.

v

Caracterizagao do Filme

4.1 Preparacao das Amostras de Titanio

As amostras de titdnio de grau 2 foram cortadas em dimensdes de 1,2 mm de espessura
no equipamento ISOMET 1000. Em seguida, as amostras foram lixadas manualmente utilizando
lixas de carbeto de silicio nas granas 220, 320, 600 e 1200. Durante o processo de lixamento
utilizou-se detergente e dgua afim de diminuir o atrito entre a amostra de titanio e a superficie da
lixa. As amostras foram lixadas até apresentarem um brilho caracteristico na superficie. Depois
de cortadas e lixadas, as amostras foram limpas com acetona e dlcool em um banho ultrassonico

durante 6 minutos. Em seguida foram limpas com 4agua destilada para a remocao do dlcool.

4.2 Eletrodeposicao de Hidroxiapatita

Os revestimentos foram depositados por deposi¢ao eletroquimica pulsada ja que este

método tem apresentado revestimentos mais compactos e com melhor uniformidade[16].

Para a deposicao de revestimentos de HA foi utilizada a solu¢ado eletroquimica preparada
por dissolucao utilizando os reagentes apresentados na Tabela 1. Diferentes parametros foram

alterados para a producao dos filmes tais como tensao, pH e quantidade de H>,O; e tempo.
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Tabela 1 — Reagentes para o preparo do eletrdlito

Reagente  Quantidade em mols

Ca(NO3), 0,042mol
NH4H2P04 0, 025mol
NaN O3 0, 15mol

Para a deposic¢do, pulsos com tensdo variando entre 0 V, 4 e —5 V foram aplicados a
uma frequéncia de 0,2 Hz. O tempo de deposi¢do foi de 1 e 4 horas com a temperatura mantida
em 65 °C através de um banho termostatico. Para manter a concentragdo da solug@o uniforme na

superficie da amostra utilizou-se um agitador magnético com uma velocidade constante.

Durante o processo de eletrodeposicao € comum a formacgdo de bolhas de hidrogénio
que sdo responsaveis pela formagao de defeitos no revestimento, podendo inibir a formagdo de
um filme mais uniforme. Afim de diminuir a quantidade de bolhas foi adicionado peréxido de

hidrogénio H,O, com as concentragdes de 2% e 6% ao eletrélito [31].

A célula eletroquimica utilizada para realizar a eletrodeposi¢@o Figura-10, era composta
por um eletrodo de grafite (anodo), um eletrodo de trabalho (catodo) e um eletrodo de calomelano

utilizado como eletrodo de referéncia.

Figura 10 — Célula Eletroquimica Laboratério Eletroquimico de Difusdo DEFIS/UFOP
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A eletrodeposi¢cao de Hidroxiapatita foi realizada utilizando-se os seguintes parametros

experimentais:

e Potencial de —5V com a frequéncia do pulso em 0,2Hz, pH 4,19 e adi¢do de 2% de
Hy09;

e Potencial de —5V com a frequéncia do pulso em 0,2Hz, pH 5 e adi¢do de 2% de H,0»;
e Potencial de —4V com a frequéncia do pulso em 0,2Hz, pH 5 e adicdo de 2% de H,O»;

e Potencial de —5V com a frequéncia do pulso em 0,2Hz , pH 5 e adi¢do de 6% de H,0O»;

Para aumentar a adesdo dos revestimentos de hidroxiapatita ao substrato, o titanio puro
recebeu tratamento em acido fluoridrico (HF), tornando os filmes mais aderentes ao substrato
[119]. Em seguida as amostras foram novamente limpas com acetona, dlcool e 4gua bidestilada

em banho ultrassonico durante 15min.

As Figuras 11 (a) e 11(b) mostram os filmes de hidroxiapatita depositados sobre titdnio
puro sem tratamento e titanio tratado com HF'. Visualmente percebe-se uma melhora na aderéncia
do filme.

(a) (b)

Figura 11 — (a) Imagem do filme de hidroxiapatita depositado sobre 7'/ puro sem tratamento
com HF. (b) Imagem do filme de hidroxiapatita depositado apds tratamento com
HF
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4.3 Deposicao de Hidroxiapatita com Incorporacao de Oxido de Grafeno

Determinadas as condi¢des para a obteng@o dos melhores filmes de hidroxiapatita, a estes
foram incorporados 6xido de grafeno. Para a incorporag¢do do 6xido de grafeno aos filmes de HA,
os mesmos foram suspensos na solucao eletroquimica através de agitacdo e utilizagdo de banho

ultrassdnico por 2Ah. Adicionou-se 400ug de 6xido de grafeno para cada 100m! de solugao.

Ap6s o preparo da solugdo foi realizada eletrodeposicao pulsada a um potencial de —5V,
frequéncia de 0,2Hz, pH 4,19 e adicdo de 2% de H,O», pois neste parametro obteve-se filmes

mais compactos e uniformes.

O filme obtido apresentou, visualmente, as mesmas caracteristicas em relagao as deposi-
coes de hidroxiapatita pura, mas com uma colora¢do um pouco mais escura devido a incorporagdo

do 6xido de grafeno- Figura 12.

Figura 12 — Imagem do filme de hidroxiapatita depositado com incorporacio de 6xido de grafeno

4.4 Caracterizacao do Filme

Ap0s a obtenc¢do dos revestimentos, os mesmos foram caracterizadas segundo descrito

nos tépicos a seguir:

4.4.1 Morfologia, espessura e composicdo quimica dos filmes

Para a andlise morfoldgica, obtengdo da espessura e composi¢do quimica dos filmes
utilizou-se o microscopio eletronico de varredura modelo Vega3Tescan do laboratério NANO-
LAB localizado no Departamento de Engenharia Metalirgica da UFOP e também o microscépio
do Instituto Federal de Minas Gerais (Campus Ouro Preto). A fim de se obter uma superficie
condutora, necessdria para a realiza¢do das medidas, as amostras de HA foram metalizadas com

uma fina camada de ouro. As imagens foram realizadas a uma tensdo de 5 KV, 15 KV 20 KV.
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4.4.2 Estrutura cristalina

A identificacdo das fases cristalinas presentes nos filmes foi feita através da técnica de
difracdo de raios X. Os difratogramas foram obtidos no Centro de Tecnologia Estratégica do
Nordeste-CETENE . Utilizou-se radiacao Cu — Ka com (o = 1.5406 A) , com uma faixa de

varredura de 20° a 80° e passo angular de 0.02°/s.

Para identificar as fases cristalinas da hidroxiapatita nas amostras sintetizadas utilizou-se
o software X' Pert HighScorePlus .

4.4.3 Resisténcia a Corrosio

O potenciostato modelo MQPG — 01 da marca Microquimica automacao LTDA do
Laboratério Eletroquimico de Difusdo do DEFIS/UFOP foi utilizado para a obtencdo de curvas
de polarizagdo. Os ensaios foram realizados utilizando uma célula eletroquimica Figura -13 que
era composta de um eletrodo de platina (contra-eletrodo), um eletrodo de trabalho (amostras de
titdnio com revestimento de HA) e eletrodo de referéncia de calomelano saturado [120]. Como
solugdo eletrolitica, utilizou-se solu¢do tamponada de fosfato(PBS) a fim de simular a presenca
de fluidos corporais. A solucdo foi preparada por dissolu¢do dos reagentes apresentados na
Tabela-4.

Tabela 2 — Reagentes para o preparo da solucdo PBS

Reagente  Quantidade em g/!

NaCL 8

KCL 0,2
Na,HPO4 0,5
KHyPO4 0,2

Afim de estabilizar o potencial de corrosdo o sistema foi mantido 14 em solugdo antes da
realizacdo dos experimentos. As curvas de polariza¢do foram obtidas utilizando-se uma taxa de
varredura de 0, 167mV /s em uma faixa de potencial de —400mV até 1000mV .

Figura 13 — Célula eletroquimica/PBS do Laboratério eletroquimico de Difusao DEFIS/UFOP.



CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS 38

4.4.4 Espectroscopia Raman

A fim de avaliar a estrutura dos revestimentos de hidroxiapatita e a presenca do 6xido
de grafeno a técnica de espectroscopia Raman foi empregada. As medidas foram realizadas no
Laboratério de espectroscopia Raman da Universidade Federal de Minas Gerais no equipamento
WitecAlpha300. Utilizou-se um laser de comprimento de onda de 532nm, poténcia de SmW e

uma lente objetiva ajustada em 100x.

4.4.5 Resisténcia ao Desgaste

Para avaliar a resisténcia ao desgaste dos filmes foi utilizado o tribometro UMT TRIBOLAB
TL—48279 — 3 MultiSpecimenTestsystem reciprocate do laboratério de Engenharia de Superfi-
cie localizado no SENAI-BH campus CETEC-MG. Os testes foram realizados a seco utilizando
uma esfera de alumina como contra-corpo. Os ensaios foram realizados com a uma carga normal
de 2 N, velocidade de deslizamento de 2 mm /s perfazendo uma trilha de 2 mm. Os ensaios foram

realizados em triplicata por um tempo de 10 min.

O coeficiente de atrito obtido durante os ensaios foi registrado pelo equipamento. Apds o

desgaste, imagens das trilhas foram feitas ao microscopio Optico ZEISS Imager.Z2m.

4.4.6 Biocompatibilidade

Essa se¢do demonstra a metodologia utilizada para mensurar a biocompatibilidade das

amostras produzidas.

Os testes foram realizados no Laboratério de de Nanobiotecnologia e Sinalizagao Ce-
lular da Universidade Federal de Minas Gerais onde foram avaliados a viabilidade celular dos

revestimentos, produgdo de coldgeno e producdo de ALP.
a) Extracdo de Osteoblastos Primérios

Foram utilizados neonatos de ratos wistar que foram sacrificados com aplicacdo de
anestésico em dose letal intraperitoneal (Cloridrato de Lidocaina a 2% sem vaso constritor).
Ap06s limpeza dos animais com iodopovidona estes foram levados para o fluxo laminar, sendo
que todos os procedimentos procederam-se dentro do fluxo laminar. Foi realizado o escalpo do
espécime com um corte partindo da rima ocular até o ouvido e unindo-se na parte frontal. O
retalho foi deslizado para regido posterior expondo a calvéria. Foi introduzida a tesoura na sutura
mediana e na parieto-occipital destacando-se a parte 6ssea. Os fragmentos foram recolhidos
num tubo falcon contendo PBS estéril. O PBS contendo os fragmentos foi colocado numa placa
de petri e os mesmos foram limpos e reduzidos a pequenas particulas, que foram submetidas a

digestdo enzimadtica sequencial, assim como mostrado na Figura 14.

Os fragmentos receberam um primeiro banho por 15 min de tripsina 1% (em estufa
de CO, a 37°C). Apds remocdo da tripsina, as amostras foram submetidas a quatro banhos

sequenciais de 20 min em colagenase/PBS 0,02% (em estufa de CO2 a 37°C). O sobrenadante do
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Figura 14 — Foto esquemadtica demonstrando a extracdo de osteoblastos de neonatos de ratos

wistar. Ao lado fotomicrografia de osteoblastos primdrios em cultura. Aumento de
100x.

banho de tripsina e do primeiro banho de colagenase foram descartados por conter alta propor¢ao
de fibroblasto. O sobrenadante dos outros 3 banhos foram recolhidos, centrifugados a 250g
por 5 minutos. Cada pellet formado apds centrifugacao foi ressuspendido em 5 mL de meio
de cultura DMEM acrescido de 10% de SFB e plaqueado em caixa de cultura T25. As caixas
de cultura foram incubadas em estufa de CO2 a 37°C umidificada até atingir a confluéncia. Os

experimentos foram realizados quando as células estavam na segunda para terceira passagem.
b) Atividade da Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) catalisa a hidrélise de ésteres de fosfato dentro de um ambiente
alcalino, tendo por resultado a formag¢ao de um radical orgénico e fosfato inorganico. A ALP é
uma enzima chave no processo de mineralizagdo dssea e em osteoblastos maduros ela é produzida
intensamente. O método utiliza o fosfato de p-nitrofenil, que ao hidrolisar a ALP em um produto
de cor azul, por absorbancia a taxa da reacdo € diretamente proporcional a atividade de enzima.

Foi utilizado para dosagem da producido de fosfatase alcalina pelos osteoblastos estimu-
lados com ATP e andlogos, para verificarmos se tais afetam a metabolizagao/diferenciagdo dos
osteoblastos. A determinacdo da producdo de fosfatase alcalina foi através de espectrofotometria
e a leitura procedeu em 540nm no leitor de ELISA (Thermo Scientific Varioskan ®Flash).

c¢) Cultura de Osteoblastos primarios sobre implantes metdlicos biodegraddveis revestidos

com hidroxiapatita

Apbs colocarmos uma amostra por pogo em placa de 24 pocos, as células foram plaquea-
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das (1 x 105 células por poco/amostra) e mantidas em estufa de CO; a 37°C. Foi aguardado 24
horas apds o plaqueamento para verificagdo da adesdo celular por microscépio. Foi realizado
troca de meio de cultura nos 3°, 7°, 10° e 14° dias de cultura. O sobrenadante foi recolhido em

eppendorf contendo inibidor de protease e armazenado em freezer —80°C.
d) Viabilidade celular

Para testarmos a viabilidade osteobléstica frente aos materiais foi utilizado o reagente
alamarBlue®) (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as informacdes do fabricante. O ensaio
foi realizado nos 1°, 7° e 14° dias ap6s plaqueamento celular nas amostras. Foi adicionado 40ul
do reagente alamarBlue em 360 u/ de meio de cultura, as placas foram mantidas em estufa de
CO, a 37°C por 3 horas. Apds o tempo de reagdo, o sobrenadante foi transferido para placa de

96 pogos para leitura da absorbancia a 570nm.
e) Quantificacdo de coldgeno

Utilizou-se os sobrenadantes recolhidos nos 3°, 7°, 10° e 14° dias de cultura dos os-
teoblastos. Em tubo eppendorf de 1,5 ml foi adicionado 25 ul de amostra (meio de cultura
das células), sendo o grupo controle (branco) utilizado meio de cultura puro. Foi adicionado
em cada tubo 250 ul de DyeReagent, mantido sob agitacao por 30 minutos. Em seguida os
tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente 24 — 25°C.
O sobrenadante foi aspirado cuidadosamente para que nao houvesse perda do pellet formado.
Ap0s, o pellet foi lavado com 300 ul/ de Acid-salt Wash gelado, sendo aspirado em seguida. O
pellet foi ressuspendido em 125 uL de Alkali Reagent. Foi adicionado 100 u/ da solugdo em
pocos de placa de 96 pocos para leitura da absorbancia no comprimento de onda de 555 nm. Para
fazer a curva padrio foi utilizado adicione 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 ug de colageno (Collagen
Reference Standart).

F) Tratamento de dados

Para realizar o tratamento estatistico dos dados, utilizou-se o software GraphPad Prism®).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas proximas secdes serdo apresentados os resultados da caracterizacdo dos filmes

enunciadas na Se¢do 4.4 do Capitulo 4.

5.1 Morfologia e Espessura dos Filmes

Imagens ao MEV de depdsito obtido a —5V com pHS e adi¢do 2% de H, O, durante 1h
sdo apresentadas nas Figuras-15 [(a), (b) e (¢) ]. Observa-se que o depdsito é composto por
nicleos que apresentam, no seu topo, uma estrutura do tipo coral [15 (a) e (b)] . Ainda, verifica-
se a presenga de trincas no revestimento Figura-[15(c)], o que certamente afeta a resisténcia a

corrosao e a resisténcia mecanica do filme.

BEM MAG: 1,80 kx Det: 8E L1 Ll BEM MAG: 1,00 kx
SEM HV: 20.0 KV AM2-00 n BEM HV, 20.0 kW

View flebd: 173 e Date{midiy): 01720118 st - Reckabdal - Encols de boras - TP View fold: 46,1 ym  Datay

(c)

Figura 15 - MEV dos filmes de hidroxiapatita depositados a —5V com pHS5 e 2% de H,0;.
Ampliagdes:(a) 1.60 Kx, (b) 6.0 Kx e (c¢) 1.60 kx.
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Depésitos mais uniformes e compactos, com nicleos de tamanhos diferenciados, foram
obtidos a —5V ,pH4,19 e adi¢do de 2% de H,O; Figura-16 [(D)]. Para estes revestimentos mais

compactos nao foram observadas trincas, o que pode sugerir uma melhor resisténcia a corrosao.

SEM MAG: 2.80 kx
SEM HV. 20.0 KV
Wiew flold: 108 um  Datelmidéyk 01720118

(D)

Figura 16 — MEV da amostra depositada durante 14 a —5V, pH4,19 e adicao de 2% de H,O, .
Ampliagado: 2.60 kx .

Imagens correspondentes a amostra depositada a —4V , pHS e adi¢do de 2% de H,O;
depositados por 1k, sdo apresentadas na Figura-17 [(e), (f) e (g)]. Nota-se, pelas micrografias,

a formacdo de um depdsito mais escasso com nicleos menores e estrutura do tipo coral.

SEM MAG: 500 & Det: 88 il VEGAD TESEAN)
M HV: 200 KV Am3on 100 pm
Wi flold: B4 pm | Datagmisy): 0173010

SEM MAG: §.00 kx Dot: SE WEGAI TESCAN)

l NN NS
SEM HV; 20,0 RV e 10 ym
View fiald: 46.1 um | Datelmiay); 01720118 Pkt . Mtal - Eneeh 04 M- UFCP

SEM ok AM3-0T

View floic: 106 um  Dateimydiy): 01/2018

(f) (g)

Figura 17 — MEV dos filmes de hidroxiapatita depositados a —4V ,pHS e adi¢do de 2% de H, O,
. Ampliagdes:(e) 2.60 kx, (f) 6.0 kx e (g) 500 x .

Amostras cuja deposicao foi realizada durante 12 a —5V , pHS e com adi¢do de 6% de
H,0; sdo apresentadas nas Figuras -18 [(%) e (i)]. Similarmente aos revestimentos depositados a
—4V |, pHS e adi¢do de 2% de H,O, Figura-17 [(g)] e 17 [(f)]), o depésito apresenta-se pouco
compacto e com estrutura do tipo coral.
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SEM MAG: “D: Det: 5E Lol L VEGAI TESCAN|
SEM HV: 20,0 KV AM-01 100 pm
View fleld: 884 pm  Date{midiy): 01/20/18 HanoL - Rmsebiat- E4coin e Mines - LFCR

SEM MAG: .00 kx Dot 8E | I
SEM HV: 20.0 kV Ald-04 10 um
Wiew fleld: 48,1 pm  Date(midiy): 01/20/18

(h)

Figura 18 — MEV dos filmes de Hidroxiapatita depositados a —4V com pHS e 6% de H,O, .
Ampliagdes: (k) 500 x, (i) 6.0 kx .

Na imagem 19 referente a amostra depositada durante 24 realizada a —5V , pHS e adicdo
de 2% de H,O; é possivel observar que o filme apresenta estrutura do tipo coral e presenca de

trincas no revestimento, o que pode prejudicar a resisténcia a corrosao.

SEM MAG: 1.60 kx VEGA3 TESCAN
SEM HV: 20.0 kv AM5-11 50 um
View field: 173 ym | Date(midly): 01/20/16 NanoLab - RedeMat - Escola de Minas - UFOP

Figura 19 — MEV do filme de Hidroxiapatita depositado durante 24 a —5V ,pHS e adi¢do de 2%
de H,O, . Ampliagdo: 6 kx .
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Devido a uniformidade e compacidade dos filmes obtidos a —5V, pH4,19 com adi¢do
de 2% de H>O;, os referidos parametros foram utilizados para a obtencao de filmes compdsitos
de HA com 6xido de grafeno. Imagens apresentadas nas Figura- 20 sdo caracteristicas dos filmes
formados.

SEM HV: 5.0 KV VEGAZ TESCAN|
View field: 138 pm

SEM MAG: 2.00 kx  Date{mid} 20107 [ - Ouro Preto S . 1G - Qura Preto.

SEM HV: 15.0 kV WO: 14, VEGA3 TESCAN|
View field: 19.8 pm Det:
SEM MAG: 14.0 kx | Date(m/diy): 01/04/47 IFMG - Ouro Preto

Figura 20 — MEV do filme de Hidroxiapatita com incorpora¢ao de 6xido de grafeno depositado
a—5V ,pH4,19 e 2% de H,O,. Ampliacdo: 2.0 kx, 5.0 kx, 14 kx .

Observa-se a formacdo de um filme mais uniforme e com auséncia de nucleos possi-
velmente devido a influéncia do 6xido de grafeno durante a deposic@o. Entretanto, as imagens
apresentadas na Figura-20 evidencia a presenca de poros e de algumas descontinuidades ou

dobras que podem comprometer a resisténcia a corrosao do revestimento.

A formacgdo de dobras na superficie € tipica em revestimentos de hidroxiapatita com
incorporagdo de 6xido de grafeno, assim como observado em outros trabalhos[121, 122, 123,
124].
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Espessura tipica dos filmes de HA depositados durante 14 € apresentada na Figura 21.

Das medidas realizadas, obteve-se uma média de espessura de 34,90um.

SEM HV: 20.0 kV WD: 16.20 mm | VEGA3 TESCAN
View fleld: 277 um Det: BSE 50 um
SEM MAG: 1.00 kx  Date{m/dly): 03/29M17 IFMG - Ouro Preto

Figura 21 — Imagem ao MEV da espessura do Filme de hidroxiapatita depositada a —5V ,
pH4,19 e adi¢do de 2% de H>O,.

5.2 Composicao Quimica

Utilizando-se da técnica de energia dispersiva (EDS) obteve-se a composi¢do quimica

pontual da hidroxiapatita sintetizada e a razdo Ca/P. Figura-22 [125].

A microandlise de EDS, identificou a presenca de 8 picos: dois deles referente ao
titdnio e outros picos referentes aos elementos C, Al que se referem ao material Cianoacrilato
”SuperBonder” utilizado para embutir as amostras. Os picos de P, Ca e O confirmam a presencga

dos principais elementos da fase de hidroxiapatita[126, 125].

O valor referente a razdo Ca/P calculado foi de 2,7, sendo maior quando comparado ao

da hidroxiapatita estequiométrica que apresenta um valor padrao de 1,67 encontrado na literatura
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[127, 128, 129]. Este aumento pode esta relacionado com a presenca CaO formado durante o
processo de eletrodeposicao [130, 131, 128].

I_TJ - Espectro de Soma de Mapas

Wit% a
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A I,
[l?lll[l|l|l]l|l|l|l|l|II
10 15 keV

Figura 22 — (a) Imagem MEYV identificacdo dos elementos quimicos/ (b) Gréfico de EDS.
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5.3 Estrutura Cristalina

Os difratogramas das Figuras-23, 24 e 25 sao referentes as amostras depositadas sobre
Ti puro sem tratamento em acido fluoridrico. Na Figura- 23 temos o difratograma de amostra
depositada a —5V, frequéncia de 0,2Hz, pH 4,19 e 2% de H,O, enquanto que na Figura- 24
apresenta-se o difratograma de amostra depositada a mesmo potencial, frequéncia e quantidade
de H>0,, alterando-se apenas o pH para 5. A Figura -25 apresenta difratograma de amostra
depositada a —4V, 0,2Hz, pH 5 e adi¢do de 2% de H,O;. Tempos maiores de deposi¢do foram
utilizados a fim de se obter difratogramas com picos mais definidos e diminuir a intensidade do
pico de titanio.

3000 v I I v I I
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25004 ¢TI
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= |
~ 1500
g
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= 1000 - a .
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500 © © © o ©
i 4 + ©©©
0
Y T Y T Y T Y T Y T Y
20 30 40 50 60 70 80
20 (Graus)

Figura 23 — Difratogramas de raios X de amostra depositada a —5V/, frequéncia de pulso 0,2Hz,
pH 4,19 e adi¢do de 2% de H,O;.



CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSOES

3000 T v T
1 ©HA
2500 < ¢ Ti
] aCaO N
2000
—
= -
=
~ 1500 4
=
[-*]
=11]
=
= -
E 1000
(&}
500
¢ @0
o A,
v I v I v I I I
20 30 40 50 60 70 80

20 (Graus)

48

Figura 24 — Difratogramas de raios X de amostra depositada a —5V, frequéncia de pulso 0,2Hz,

pH 5 e adi¢do de e 2% de H>O,.
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Figura 25 — Difratogramas de raios X de amostra depositada a —4V frequéncia de pulso 0,2Hz,

pH 5 e adi¢do de e 2% de H>O,.

Analisando os difratogramas apresentados nas Figuras-23, 24 25, verifica-se que a fase
predominante constitui-se de Hidroxiapatita (HA) identificada através da ficha cristalogréfica
PDF 09-0432. Como ja sugerido por EDS, confirmou-se a presenca do 6xido de célcio (CaO)
(PDF 17-0912). O titanio foi identificado através da ficha cristalografica PDF 44-1294. Os
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difratogramas indicam que nao houveram diferengas significativas entre os depdsitos obtidos a
diferentes parametros, apenas as intensidades relativas entre os picos variam. A quantificacao

das fases presentes serd realizada em um momento posterior.

Na Figura-26 esta apresentado o difratograma da amostra depositada a —5V/, frequéncia
de 0,2Hz, pH 4,19, 2% de H> O, tratada com acido fluoridrico. Observa-se que apds o tratamento
com &cido fluoridrico a intensidade relativa dos picos de HA com relacdo aos picos de 6xido de
célcio aumentou bastante, indicando uma diminui¢ao na quantidade relativa de 6xido de célcio

presente na amostra.
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Figura 26 — Difratograma de raios X da amostra depositada a —5V com a frequéncia do pulso
em 0,2Hz, pH 5 e adicdo de e 2% de H> O, tratada com 4cido fluoridrico.
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O difratograma apresentado na Figura-27 € referente ao revestimento de Hidroxiapatita
com incorporagdo de 6xido de grafeno depositado a —5V, frequéncia 0,2Hz, pH 4,19 e 2% de
H>0,. Para a obtenc¢do destes revestimentos realizou-se tratamento da superficie de titdnio com
acido fluoridrico. Verifica-se que a intensidade relativa da hidroxiapatita com relacdo ao 6xido de

célcio € ainda maior, consequentemente uma menor quantidade de 6xido de cdlcio esta presente

na amostra.
4000 v I v I v I I
{ ©HA ©
35004 o Ti A
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Figura 27 — Difratograma de raios X de hidroxiapatita com incorporagdo de 6xido de grafeno
depositado a —5V, frequéncia de pulso 0,2Hz,pH 4,19 € 2% de H,O,.

Segundo os autores Stobinski et al [132], o 6xido de grafeno apresenta um pico intenso
em 20 = 9.98° e outro pouco intenso em 26 = 42.26°. Nas nossas amostras, como o espectro
de raios X foi realizado a partir de 20°, ndo foi possivel identificar o pico mais intenso e o pico
menos intenso que ndo apareceu possivelmente devido a baixa quantidade desta nanoestrutura

presente nos revestimentos [119].

5.4 Espectroscopia Raman

O espectro Ramam apresentado na Figura-28 refere-se a uma amostra de HA depositada
a—5V,0,2Hz, pH4,19 e adicao de 2% de H,O;. Foram obtidos outros espectros vibracionais
em diferentes pontos da amostra e todos apresentaram-se semelhantes. Este fato esté relacionado

a obtencao de um filme uniforme e homogéneo.

O espectro Raman apresentado na Figura-29 € referente a uma amostra depositada a —5V/,

0,2Hz, pHS e adigdo de 2% de H>O;. Diferentes espectros vibracionais foram obtidos ao longo
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Figura 28 — Espectro Raman das amostras de hidroxiapatita depositados a —5V, 0,2Hz ,pH4,19
durante 44 e adi¢do de 2% de H,O,.

da amostra e os mesmos nao apresentaram a mesma configuracdo. Diante disto, podemos concluir
que ao alterar o pH para 5, os filmes produzidos ndo apresentaram a mesma homogeneidade

observada nas amostras depositadas a pH4,19.

850

I i I i I '960 I

800 -

750 < .

700 -

650 - 1070 -

; 424 g3 ]

600 —

Intensidade(u.a)

550 4

L) M L) M L) M L) M
250 500 750 1000 1250

Deslocamento Raman(cm'1)

Figura 29 — Espectro Raman das amostra de hidroxiapatita depositado a —5V,0,2Hz,pH5 du-
rante 4h e 2% de H,O, .
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A tabela abaixo apresenta o posicionamento dos picos obtidos para os dois parametros

de deposicdo e suas respectivas correspondéncias:

Tabela 3 — Posicionamento dos picos obtidos e suas respectivas correspondéncias

Deslocamento Raman (cm ™) Respectivas correspondéncias
424 - 426 Flexao simétrica da ligagao O-P-O do grupo fosfato PO,
583 -590 Flexdo Assimétrica da ligagdo O-P-O do grupo fosfato PO4
957 - 960 Alongamento simétrico da ligacdo O-P do grupo fosfato POy
1045 - 1070 Alongamento simétrico da ligacao O-P do grupo fosfato POy

De acordo com a tabela, ambos os espectros apresentam picos caracteristicos de hidroxi-
apatita em 957cm ! 960cm ™! [133, 134, 135, 136].

O espectro apresentado na Figura-30 corresponde ao revestimento de hidroxiapatita com
incorporagio de 6xido de grafeno. E possivel identificar os picos referentes 2 hidroxiapatita bem
como os picos referentes ao 6xido de grafeno (bandas D e G). A banda D localizada no ponto
1347cm™!, esté relacionada a defeitos estruturais e desordem. A banda G do 6xido de grafeno
localizada em 1592cm ™! é correspondente a vibragdo tangencial de 4tomos de carbono. A baixa
intensidade dos picos estd relacionada a baixa concentracio de 6xido de grafeno no revestimento.
[70, 23, 137, 138].
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Figura 30 — Espectro Raman da amostra de de hidroxiapatita com incorporagdo de 6xido de
grafeno depositado a —5V,0,2Hz,pH4 durante 2/ e 2% de H,0;.
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5.5 Resisténcia ao Desgaste

A Figura-31 apresenta o coeficiente de atrito em fun¢do do tempo para o substrato de
titnio puro. Observa-se que as curvas apresentam uma oscilagdo em torno de um valor médio.
Esta oscilacdo € devida a formacdo e injecdo de uma grande quantidade de particulados (terceiro
corpo) na regido de contato entre os corpos [139, 140]. O coeficiente de atrito médio obtido
para o titanio foi de 0,58, estando préximos aos valores encontrados em outros trabalhos, onde

apresentaram uma variagdo entre 0,3 e 0,6 [141, 142].
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Figura 31 — Variacao do coeficiente de atrito do substrato sem revestimento em fun¢do tempo.
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A largura da trilha obtida no desgaste apresentada na Figura 32 foi de 1001,91um.

Figura 32 — Imagem obtida por microscopia éptica para o substrato de titanio.

O valor do coeficiente de atrito elevado e a largura da trilha, mostram que o substrato de

titdnio puro apresenta baixa resisténcia ao desgaste, como j4 apresentado na literatura [143].

O coeficiente de atrito em func@o do tempo para o titanio revestido de hidroxiapatita
pura e hidroxiapatita com incorporacio de 6xido de grafeno, estd representado na Figura-33.
Nota-se que o coeficiente de atrito médio apresentou um valor médio em torno de 0,7, maior
que o titanio, o que pode estar relacionado a maior rugosidade da amostra. A adicdo de 6xido de
grafeno a hidroxiapatita promove uma queda significativa no coeficiente de atrito, reduzindo o

coeficiente para uma valor médio em torno de 0.4.
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Figura 33 — Variacdo do coeficiente de atrito do substrato de 7'i puro revestido de HA e com
incorporagdo GO em fungdo tempo .
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A fim de qualificar o dano sofrido pelas amostras nos ensaios de desgaste, imagens ao
microscopio otico foram realizadas para quantificacdo da largura das trilhas. As Figuras-34 e
35 apresentam imagem da largura das trilhas para a hidroxiapatita pura e hidroxiapatita com

incorporagdo de 6xido de grafeno, respectivamente.

A aplicacao de revestimento de hidroxiapatita promove uma redugao significativa na
largura da trilha que apresenta-se agora com uma largura de 438, 8uum. Trabalhos na literatura
[144] que mostram desgaste de HA também obtiveram melhora de resisténcia ao desgaste em

biomateriais ao revesti-lo com hidroxiapatita.

Figura 34 — Imagem obtida por microscopia Optica para o substrato de titanio revestido com
hidroxiapatita.

Figura 35 — Imagem obtida por microscopia Optica para o substrato de titanio revestido de
hidroxiapatita com incorporacao de 6xido de grafeno.
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A incorporacio de 6xido de grafeno a hidroxiapatita, como esperado dado as propriedades
do 6xido de grafeno, promove um aumento na resisténcia ao desgaste. A trilha formada no
revestimento composito (HA + GO) apresenta uma largura de 304,69um, o que representa
uma reducdo na largura da trilha de 30% comparada a HA pura. Estes resultados indicam que
ocorre uma boa ligacdo interfacial entre a HA e o GO, condicdo essencial para uma melhora nas

propriedades mecanicas.

5.6 Resisténcia a Corrosao

Curvas de polarizacdo realizadas em solucdo PBS para os revestimentos mais compactos
estdo apresentadas na Figura- 36 (a) e (b). A titulo de comparacdo, a curva do titdnio puro foi
adicionada. Os revestimentos avaliados foram depositados durante 1h e 2h a —5V, 0,2Hz com
adicdo de 2% de H, O, alterando-se apenas o pH (pH 4,19 e pH 5).

T M T M T M T ¥ b L T T T
(a) 1,2 Titanio ( )1,2j Ttanio
1,01 HA pura 1,04 —HA pura
0,8 0,84
0,6 ] ] 0,6:
E 0,4 E 0,4i
w 0,24 w 0,2 |
0,0 0,04
-0,2 4 4 _0’2: i
-0,4 4 _0’4:
0.6 T T T T ' ' -0,6 T T T T T T
-8,0 -7,5 -7,0 -6,5 -6,0 -5,5 -5,0 -4,5 -8,0 7,5 7,0 -6,5 -6,0 -55 -5,0 -4.5
log i (pA/cm?) log i (nA/cn?)

Figura 36 — Curvas de polariza¢do em solug¢do PBS de filmes depositados por lha —5V ,0,2Hz,
2% de Hy0, a pH4,19 e pHS. Velocidade de varredura de 0, 167mV /.

Analisando as curvas de polarizacdo representadas nas Figura -36 , € possivel constatar
que o potencial de corrosdo do filme de hidroxiapatita mostrou-se mais nobre em relacio ao
substrato e as densidades de corrente anddicas desenvolvidas foram menores que as apresentadas
pelo titanio puro até o potencial de 1V, o que indica uma maior prote¢do a corrosdo devido a
presenca do revestimento. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam-se mais promissores,
em termos de resisténcia a corrosao, aos apresentados por Li et al [24] e Huang et al [145] que

obtiveram potenciais de corrosdo iguais a —0,0197V e —0,3V respectivamente.

As curvas de polarizacdo representadas na Figura- 37 (a) e (b), sdo referentes as amostras
depositadas por 2/ nos mesmos parametros depositados anteriormente. Verifica-se que as curvas
de polarizacdo dos revestimentos depositados a um tempo maior apresentam comportamento
muito similar ao do titdnio, o que possivelmente estd relacionado ao surgimento de trincas no
revestimento Figura- 19 decorrentes do crescimento do filme ja que a medida que o filme cresce,
aumentam as tensdes internas no mesmo. Sendo assim, ndo é possivel obter uma melhora na

resisténcia a corrosao para os revestimentos produzidos durante 2.
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Figura 37 — Curvas de polariza¢do em solug¢do PBS de filmes depositados por 2h a =5V , 0,2Hz,
2% de HyO, a pH 4,19 e pHS. Velocidade de varredura de 0, 167mV /s.

A Figura- 38 apresenta curvas de polarizagcdo para amostras de HA depositadas por 1h
a—5V,0,2Hz, pH 4,19, 2% de H,O, com e sem a incorporagdo de grafeno. Verifica-se que o
potencial de corrosdo do revestimento de hidroxiapatita com incorporagdo de 6xido de grafeno €
mais nobre em relac@o ao substrato de titdnio puro, entretanto, menor que o da hidroxiapatita
pura. O mesmo verifica-se para as densidades de corrente anddicas; revestimentos com 6xido de
grafeno sdo mais resistentes a corrosao que o titdnio puro, entretanto, menos resistentes que a

HA pura. Este fato pode estar relacionado a presencga das descontinuidades observadas ao MEV.
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Figura 38 — Curvas de polarizacdo referente as amostras por 14 e incorporacdo de 6xido de
grafeno nos parametros —5V, 0,2Hz, pH 4,19 e adi¢cdo de 2% de H,0;.
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Através dos resultados obtidos para as curvas mostradas na Figura-38, observa-se que
ao incorporar 6xido de grafeno aos revestimentos de hidroxiapatita houve uma diminui¢ao
da resisténcia a corrosdo comparada a HA pura. Entretanto, o revestimento conferiu alguma
protecdo a corrosdao quando comparado ao titanio puro ja que o filme apresentou superior
potencial de corrosdo e correntes anddicas inferiores. Li et al [24] obtiveram depoésitos de HA
com incorporacdo de 6xido de grafeno através de deposicao eletroforética sobre substrato de
titinio e observaram uma melhora na resisténcia a corrosdo apensar da presencga de trincas no
revestimento. Depdsitos de HA pura e HA com incorporacao de 6xido de grafeno apresentaram

similar resisténcia a corrosao.
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5.7 Biocompatibilidade

Assim como em outras pesquisas [146], os resultados referentes a biocompatibilidade

sdo mostrados em relagdo aos seguintes atributos:

viabilidade dos osteoblastos: ¢ um indicador da citotoxicidade e proliferacdo celular;

producio de colageno: indicador de diferenciacdo entre osteoblastos que ndao depositam cdlcio

e células depositantes de calcio.
producao de ALP: é um importante indicador de propriedades de citocompatibilidade de im-
plantes 6sseos.

5.7.1 Viabilidade Celular

A Figura- 39 mostra a viabilidade de osteoblastos nas amostras sem fosfatos de cal-
cio (Ctr), de titanio sem revestimento (Ti), de revestimento de hidroxiapatita pura (HA) e de

revestimento de hidroxiapatita com incorporacao de grafeno (GO), em um periodo de 7 e 14

dias.
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Figura 39 — Viabilidade celular de osteoblastos nas amostras em 7 e 14 dias de incubacio.

Como esperado ao avaliar o grafico da Figura-39, o substrato de titanio apresenta maior
viabilidade do que os revestimentos. Além disso, o revestimento de hidroxiapatita pura apresentou
um aumento da viabilidade celular apés 14 dias, enquanto que o revestimento com incorporagao
de grafeno mostrou indicios considerdveis de viabilidade celular apés 7 dias, mesmo nao
apresentando sinais considerdveis apds um periodo maior de incubagdo. Isso indica baixo

metabolismo celular, condi¢do necessdria a fixa¢ao, crescimento e sobrevivéncia da célula.
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5.7.2 Producido de Coldgeno pelos Osteoblastos

A Figura-40 demonstra a produgdo de coldgeno pelo osteoblastos nas amostras sem
fosfatos de célcio (Ctr), de titanio sem revestimento (T1), de revestimento de hidroxiapatita pura
(HA) e de revestimento de hidroxiapatita com incorporagdo de grafeno (GO), em um periodo de
3,7, 10 ¢ 14 dias.
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Figura 40 — Producao de coldgeno pelos Osteoblastos.

Os resultados demonstraram uma producao de coldgeno ligeiramente menor por oste-
oblastos cultivados com GO do que os controles (células em cultura sem fosfatos de célcio).
Osteoblastos cultivados com o revestimento de GO obtiveram a produgdo de coldgeno estatis-
ticamente semelhante ao controle. Uma vez que foram observados menor nimeros de células

vidveis em GO, estes resultados sugerem menos sintese de coldgeno por célula nesses substratos.
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5.7.3 Producdo de ALP pelos Osteoblastos

Na Figura-41 ¢ exibido os resultados referentes a producdo de ALP pelos osteoblastos
nas amostras sem fosfatos de calcio (Ctr), de titdnio sem revestimento (Ti), de revestimento
de hidroxiapatita pura (HA) e de revestimento de hidroxiapatita com incorpora¢do de grafeno
(GO),em um periodo de 3,7, 10 e 14 dias.
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Figura 41 — Produgdo de ALP pelos Osteoblastos.

Uma vez que foram observados maiores nimeros de células vidveis em Ctr, Ti e HA foi
natural encontrar menor atividade de fosfatase alcalina em GO. Entretanto, novamente nao ha

diferenga estatistica entre o revestimento GO e as células cultivadas em Ctr.



6 CONCLUSAO

Com o prop6sito de melhorar as propriedades mecanicas da hidroxiapatita, esse trabalho
propds, realizou e analisou filmes de hidroxiapatita com incorporacdo de 6xido de grafeno. Esses
filmes, depositados sobre substrato de titanio puro foram avaliados por diferentes técnicas quanto

a sua morfologia, resisténcia a corrosio, resisténcia ao desgaste e biocompatibilidade.

As micrografias obtidas pelo MEV mostraram os parametros mais adequados para
realizar a eletrodeposi¢do pulsada e incorporar 6xido de grafeno . Dentre os diferentes pardmetros
utilizados, filmes depositados a Potencial de —5V com a frequéncia do pulso em 0,2Hz, pH
4,19 e adicdo de 2% de H, O, depositados durante 14, apresentaram a morfologia mais compacta
e uniforme. A incorporagdo de 6xido de grafeno ao filme de HA promoveu a formacado de
revestimentos mais continuos € homogéneos, entretanto houve a ocorréncia de pequenas e poucas
descontinuidades no filme. A técnica de energia dispersiva indicou a formag¢ao de hidroxiapatita

com razdo molar Ca/P=2,7.

Através da técnica de difragdo raios X foram identificadas a presenc¢a de hidroxiapatita
e 6xido de cdlcio. Depdsitos com incorporacdo de 6xido de grafeno ndo apresentaram pico
caracteristico. A presenca de 6xido de grafeno foi confirmada por espectroscopia Raman, a qual

também confirmou a presenca de hidroxiapatita.

Curvas de polarizacdo potenciodinamica realizadas na presenca de solugdo salina tam-
ponada com fosfato (PBS), mostraram que os filmes de hidroxiapatita depositados durante 1
a um Potencial de —5V com a frequéncia do pulso em 0,2Hz, pH 4,19 e adi¢do de 2% de
H,0;, aumentaram a resisténcia a corrosdo do titdnio puro. A incorporacdo de 6xido de grafeno
aos revestimentos promoveu uma diminui¢do da resisténcia a corrosao se compararmos ao
revestimento puro, entretanto ainda houve melhora em relagdo ao titanio puro. Esta diminui¢ao

da resisténcia a corrosao estd ligada a pequenas descontinuidades observadas nos filmes.

Os Ensaios de desgaste demonstraram que os revestimentos de hidroxiapatita com
incorporagdo de 6xido de grafeno apresentaram-se os mais resistentes ao desgaste quando
comparado aos revestimentos de hidroxiapatita pura e substrato de titanio, o que confirma uma

melhora nas propriedades mecanicas com a incorporac¢ao da nanoestrutura.

Por fim, os resultados da biocompatibilidade mostram que mesmo nos revestimentos de
hidroxiapatita com incorporacdo de 6xido de grafeno, a amostra se manteve biocompativel apre-
sentando atividades de ALP, produc¢do de coldgeno e viabilidade celular com um comportamento

bem préximo das amostras de controle.
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Resultados desta pesquisa apontam a hidroxiapatita com incorporacdo de 6xido de
grafeno como um potencial revestimento para aplicagdes médicas. Entretanto mais pesquisas sao
necessdrias, tais como ensaios in vivo, antes da indicacdo deste revestimento para aplicagcdes

médicas.
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