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APRESENTACAO

E notavel o avancgo da ciéncia e da tecnologia em nosso cotidiano. Grandes descobertas
tornaram a vida mais pratica e mais agil. Porém algo novo e inesperado pode surgir e
confrontar nossas certezas. O surgimento de situagdes inusitadas e desafiadoras nos faz
perceber que nosso conhecimento ainda € infimo e que necessitamos de mais evolugcao
sustentavel.

As ciéncias odontolégicas também se encontram neste quadro, onde muito ja se
alcangou, mas muito mais se faz necessario. Este e-book traz um compilado de artigos, entre
pesquisas clinicas, in vitro e revisbes que demonstram os avang¢os no desenvolvimento da
pesquisa cientifica e a inovacao tecnologica dentro da area, dando mais um grande passo
rumo a evolugao desta ciéncia tao refinada.

Que a leitura deste livro digital possa amplificar seu conhecimento, bem como despertar
novas ideias para que, quem sabe vocé, tenha o insight para uma nova descoberta.

Otima Leitura!

Emanuela C. dos Santos.
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CAPITULO 15

ESTUDO DA MODIFICACAO DA SUPERFICIE DE
DISCOS DA LIGATI7,5MO COM CRESCIMENTO DE
NANOTUBOS DE TIO, E ADICAO DE ELEMENTOS

Data de aceite: 16/06/2020
Data de submissao: 30/03/2020

Barbara Lois Mathias de Souza
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
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RESUMO: A modificacdo das propriedades
superficiais das ligas de titanio tem provado
ser eficaz na promog¢do da osseointegracao,
acelerando o processo de cicatrizacdo, e
reduzindo o tempo de tratamento. A engenharia
de uma superficie de titdnio pode modular
a resposta imunossupressora, ajudando
alcancar uma osseointegracdo superior.
Compreensivelmente, isso nao pode ser
alcancado sem entender, por completo, o
efeito das propriedades da superficie das
ligas de titanio, no processo de cicatrizacao.
Técnicas de modificagdo de superficie, como o
crescimento de nanotubos de TiO, e deposigéo
de elementos biomiméticos a base de fosfato
de calcio, através da anodizacao, sao utilizadas

Ciéncias Odontologicas: Desenvolvendo a Pesquisa Cientifica e a Inovagao Tecnologica Capitulo 15

BIOMIMETICOS

para alterar as propriedades de superficie
desses materiais permitindo melhor resposta
quando inseridos no corpo humano. O presente
projeto tem o objetivo de caracterizar a melhor
condicdo de anodizagcédo, estabelecida em
estudos anteriores, através de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e difracéo de
raio-X (DRX) para otimizacdo da superficie da
liga experimental Ti-7,5Mo, a fim de melhorar o
processo de osseointegracdo. Além de avaliar
a bioatividade apds imersdo das amostras em
solugéo SBF (Simulated Body Fluid).
PALAVRAS-CHAVE: ligas de titanio;
modificagcao de superficie; osseointegragao.

STUDY OF THE MODIFICATION OF THE
T17,5MO ALLOY DISC SURFACE WITH
GROWTH OF TIO, NANOTUBES AND

ADDITION OF BIOMIMETIC ELEMENTS

ABSTRACT: The modification of the surface
properties of titanium alloys has proven to
be effective in promoting osseointegration,
accelerating the healing process, and reducing
treatment time. The engineering of a titanium
surface can modulate the immunosuppressive
response, helping to superior
osseointegration. Understandably, this cannot

achieve

be achieved without fully understanding the
effect of the surface properties of titanium alloys
on the healing process. Surface modification
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techniques, such as the growth of TiO, nanotubes and deposition of biomimetic elements
based on calcium phosphate, through anodization, are used to change the surface properties
of these materials allowing a better response when inserted into the human body. This project
aims to characterize the best anodizing condition, established in previous studies, using
scanning electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction (XRD) to optimize the surface of
the experimental Ti-7.5Mo alloy, in order to improve the osseointegration process. In addition
to assessing bioactivity after immersing samples in SBF solution (Simulated Body Fluid).
KEYWORDS: titanium alloys; surface modification; osseointegration.

11 INTRODUCAO

Um biomaterial € uma substancia que foi projetada para assumir uma forma que, sozinha ou
como parte de um sistema complexo, € usada para direcionar, pelo controle de interacdes
com componentes de sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento de diagndstico,
em medicina humana ou veterinaria (Williams, 2009).

As aplicacgdes de biomateriais sGo numerosas, estendendo-se de grandes biomateriais
substituintes de 6rgaos, como quadris artificiais de titanio até sistemas microscopicos de
liberacdo de genes e medicamentos. Mas, todos eles compartilham uma propriedade critica.
Eles devem executar a fungéo pretendida enquanto estiverem em harmonia com o hospedeiro
e ndo acionam o sistema imunoldgico de tal forma que leve a sua rejeicédo. Tradicionalmente,
os biomateriais inertes tém sido preferidos para reduzir a resposta imune indesejavel. No
entanto, os biomateriais modernos vao além para modular a resposta imunologica levando a
uma melhor interac&o entre o biomaterial implantado e o hospedeiro (Williams, 2009). E bem
conhecido que a resposta inflamatoria a um biomaterial implantado também é crucial para o
processo de reparo subsequente (Chang et al., 2008). Assim, os biomateriais implantados
devem modular a funcdo das células imunes para que promovam a cura € a integracéo
do implante seja promovida (Williams, 2008). A formacéo proviséria da matriz na superficie
do biomaterial € a chave para a resposta imune do hospedeiro. Quanto mais compativel
esta matriz, isto &, imitando a matriz extracelular do hospedeiro, menor a inflamacéo e
subsequentemente melhor a reacdo do hospedeiro ao biomaterial implantado (Fink, 2008).

Foi demonstrado que as propriedades da superficie do biomaterial, tais como carga de
superficie e rugosidade, também podem modular a adsor¢ao de proteinas que regulam a
adeséo celular (Pearcy et al., 2005; Damsky et al., 2002). Por isso, as estratégias atuais no
projeto de biomateriais implantaveis incluem a alteracao das propriedades da superficie do
biomaterial para direcionar sistematicamente o comportamento celular (Franz et al., 2011).
Para isso, o presente projeto tem o objetivo de caracterizar a melhor condigéo de anodizacgéo,
estabelecida em estudos anteriores, através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
difracéo de raio-X (DRX) para otimizacéo da superficie da liga experimental Ti-7,5Mo, a fim
de melhorar o processo de osseointegracao. Além de avaliar a bioatividade apds imerséo
das amostras em solucdo SBF (Simulated Body Fluid). Adell et al. e Albrektsson et al. citam
que o titdnio € o material mais prevalente para uso em implantes ortopédicos devido as
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suas propriedades mecanicas e osteocondutividade intrinseca, geralmente denominado
“osseointegracdo”. De acordo com Liu et al. e Long et al. a camada passiva de 6xido de
titdnio confere uma resisténcia distinta a corroséo, tornando-a adequada para aplicacdes
biomédicas. Quando o TiO, entra em contato com a agua (ou atmosfera ambiente), a
superficie gera espontaneamente o perdxido de hidrogénio e seus produtos de oxidacao,
como grupos funcionais hidrofilicos, devido aos pares de elétrons aprisionados (Ti4* e €)
dentro do TiO, (Shibata et al., 2012; Rajagopal et al., 2006)

Para Cabrini et al. e Kononen et al. as caracteristicas superficiais como quimica e
topografia tém sido frequentemente discutidas isoladamente, apesar do fato de que essas
caracteristicas sdo virtualmente inseparaveis, ja que a camada de Oxido da superficie &
afetada durante processos mecanicos. A suscetibilidade da camada de Oxido passivo
e sua eletrocondutividade possibilita uma série de modificagcbes na superficie, tais como
oxidacao e revestimento de fosfato de célcio, isoladamente ou aplicados em combinacéo
(Layrolle et al., 2007). Essas modificacdes de superficie tém sido geralmente realizadas para
promover a diferenciacdo osteogénica; entretanto, para promover a cicatrizacéo da ferida
e a osseointegracéo, é altamente desejavel melhorar as propriedades antibacterianas da
superficie do implante (Omori et al., 2009). Além disso, essas qualidades biol6gicas precisam
ser mantidas ao longo do tempo. O principal mecanismo por tras da degradacao da funcéo
biologica resulta da inativagéo do dioxido de titanio (TiO,) ao longo do tempo (Suzuki et al.,
2009; Yang et al., 2009; Shibata et al, 2010). Isso, por sua vez, impede a cicatrizacéo de
feridas, a osseointegracéo e a eficacia antibacteriana em funcao do tempo. Além dos requisitos
fundamentais, como a promocéao da diferenciacéo osteogénica, a superficie do implante de
titanio deve acelerar os fendmenos de cicatrizacdo da ferida antes do crescimento 6sseo em
direcéo a superficie. Além disso, como a fixacdo bacteriana inicial a superficie do implante
é inevitavel, o controle da infeccédo pela modificacao da superficie também é um importante
determinante na reducdo da falha cirurgica. Uma relagdo superficie-biologica desejavel
geralmente precisa ser caracterizada em nanoescala por meio de tecnologias avancadas.

Varias modificacbes de superficie estdo comercialmente disponiveis para implantes
de titdnio. A maioria dessas superficies modificadas provou ser clinicamente bem-sucedida,
mas 0 mecanismo-chave dessas modificagcdes na superficie ainda precisa ser esclarecido. A
capacidade de osseointegracdo dos implantes de titanio & determinada principalmente pela
quimica de superficie e topografia.

As técnicas de modificacdo de superficie, como crescimento de nanoestruturas de
TiOZ, sao utilizadas para alterar as propriedades de superficie desses materiais permitindo
melhor resposta. Através da anodizacao, camadas de 6xido de titanio podem ser produzidas
com uma estrutura nanométrica controlada, sendo uma estrutura tridimensional ideal
para introducdo de precursores quimicos para promover a formacdo de hidroxiapatita
e a proliferacdo celular. E possivel o crescimento de estruturas de 6xidos organizados de
Ti02 nanotubulares de espessura consideravel, por anodizagéo em eletrélitos aquosos na
superficie de ligas de titdnio como a liga Ti7.5Mo, sendo esta estrutura a responsavel direta
por afetar o comportamento celular quando esses materiais s&o empregados em aplicacoes
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biomédicas.

Com a deposicéo quimica utilizando a oxidagdo anddica juntamente com o crescimento
de nanotubos, os ions calcio se acumulam na superficie, esta se torna carregada positivamente
e como resultado, esses ions combinam-se com os ions fosfatos carregados negativamente,
formando assim fosfato de célcio amorfo.

De acordo com Lee et al.,, o fosfato de calcio se transforma espontaneamente em
apatita, pois é a fase mais estavel no corpo humano. Os fosfatos tém sido identificados como
as principais fases que se precipitam durante os testes de bioatividade realizados in vitro
(Chen et al., 2007).

Para Robert et al. o desenvolvimento de implantes bioativos de titanio deve levar em
consideracao modificacdes na rugosidade da superficie tanto em escala micrométrica para
melhorar a ancoragem mecénica no 0sso, e em escala nanométrica para promover a adesao
celular, aliada a deposicao de elementos biomiméticos a base de fosfato de calcio para
acelerar a osteoconducéo, e a incorporagdo de medicamentos para acelerar a cicatrizagdo
do osso.

2 | MATERIAIS E METODOS

Os lingotes da liga Ti-7,5Mo foram obtidos a partir de chapas de titanio CP e molibdénio,
99,99%. A pesagem dos elementos foi realizada em uma balanca analitica de acordo com
a composicao escolhida: Ti-7,5Mo. A fuséo foi realizada em forno a arco voltaico com
atmosfera inerte (gas argbnio), e cadinho de cobre refrigerado com agua. Os materiais foram
colocados no cadinho para o processo de purga (retirada do oxigénio e injecao do argbnio),
apos o fechamento da camara. As amostras foram refundidas cinco vezes para garantir a
homogeneizacédo da liga Ti-7,5Mo. O tratamento térmico de homogeneizacao foi realizado
em forno tubular, a 1100°C. Os lingotes foram encapsulados a vacuo, em tubo de silica e
submetidos a tratamento. Para a obtencéo dos tarugos foi empregado o forjamento rotativo
a frio

Para a obtencédo dos discos, ap6s o forjamento, os tarugos foram levados a uma
maquina de corte (Isomet 4000, Buehler) sendo seccionados discos com 4mm de espessura
e 10mm de didmetro. As amostras obtidas foram lixadas a tmido com lixas de SiC, seguindo
a ordem de granulagdes de 100, 200, 400, 600, 1000, 1200 e 1500 e limpas com imersdo em
agua deionizada em banho ultrassom por cerca de 15 minutos. Posteriormente, as amostras
seguiram para o processode oxidacao anddica.

A anodizacéao foi realizada sem agitacao, visando o crescimento dos nanotubos na
superficie da liga Ti7,5Mo, assim como a incorporacdo do calcio e fosfato. Os eletrdlitos,
assim como potenciais aplicados e o tempo de oxidacdo anddica foram seguidos de acordo
com 0s parametros presentes no quadro 1.
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Amosta ~ Parametro s de oxidagéc  anddica R
Ti-7,5Mo Eletrélito . Tensdao = Tempo =  Temperatura

.~ Etilenoglicol 90% + H,0 10% + T 4hs ..............

o) * o, 3
NH,F 1% + *10% de Solugdo CaP 60V 6hs 450 °C
Etilenoglicol 90% + H,0 10% + ahs
o n
NH,F 1% sem Solugdo CaP 60V 6hs 450 °C

*Solucao CaP: Mistura de 0,776 gr. de glicerosfofato de célcio, 5,28 gr. de acetato de calcio em 100 ml de agua
deionizada.

Quadro 1- Parametros empregados para o crescimento dos nanotubos na liga Ti- 7,5Mo

As amostras foram levadas para célula e conectadas a uma fonte de alimentacéo
(anodo) e uma rede de platina (catodo). Utilizou-se porta amostras de teflon, capazes de
vedar as amostras com o auxilio de um anel de borracha colocado ao redor da amostra.
O ensaio foi realizado durante 4 horas aplicando-se um potencial de 60 V, com aumento
gradual de 2V/ minuto. Apdés a anodizacéo, as amostras foram lavadas em agua corrente,
depositadas em um béquer com agua destilada e mantidas em banho ultrassénico por cerca
de 5 minutos para limpeza.

Para obter a transformagcdo da camada amorfa do 6xido formado em fase cristalina
(cristalizar a camada de TiO, nano-estruturada), as amostras foram submetidas a calcinagéo
em forno mufla EDG com aquecimento por resisténcia elétrica, com uma taxa de aquecimento
de 5°C/minuto mantidas por 1 hora a 450°C seguido de resfriamento lento dentro do forno.
As amostras com nanotubos cristalizados foram entdo armazenadas em um dessecador até
a etapa subsequente deste trabalho.

Apos o crescimento de nanotubos de TiO, na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrolito
formado por Etilenoglicol 90%, H,O 10%, NH,F 1% a 60V durante 4 e 6 horas, calcinadas a
450°C. As amostras foram imersas por 24 horas em solucdo SBF (Simulated Body Fluid) a
36,5°C. Na Tabela 1 é possivel verificar as quantidades empregadas.

Componente Quantidade (g/L.)
NaCl 40.0
MgCl.. 6H,O 1,52
CaCl, . 2H,0 1,84
Na:HPOy . 2H-0 0.89
NaHCO, 1,76

Tabela 1 - Composicéo do SBF x5 (Simulated Body Fluid)
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Cada reagente foi dissolvido em agua deionizada a uma temperatura constante de
36,5°C, com auxilio de uma chapa aquecedora e agitacdo magnética. Um fluxo constante de
CO, foi empregado durante a adi¢éo dos reagentes, por um tempo de 20 minutos até que a
solucéo final ficasse transparente e com pH em torno de 6,0.

As amostras foram imersas em 30 mL de SBF em tubo Falcon com a superficie tratada
paralela ao fundo do tubo. Os tubos foram colocados em uma incubadora a uma temperatura
de 36,5 °C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram retiradas, lavadas em banho de
ultrassom com agua destilada por 10 minutos e secas em estufa a 40°C por 24 horas.

3 | RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
3.1.1 Superficie sem imersdo em SBF
As figuras 1 e 2 mostram a micrografia da superficie feita pela microscopia eletrénica
de varredura das amostras, apés o crescimento de nanotubos de TiO, na superficie da liga

Ti7,5Mo com eletrolito formado por Etilenoglicol 90%, H,O 10%, NH,F 1% e 10% de Solugao
CaP a 60V durante 4 e 6 horas, calcinadas a 450°C.

Figura 1— Microscopia eletronica de varredura das amostras ap0s o crescimento de nanotubos de TiO2
na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrdlito formado por Etilenoglicol 90%, H,0 10%, NH,F 1% e 10%
de Solucdo CaP a 60V durante 4 horas, calcinadas a 450°C.
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Figura 2— Microscopia eletronica de varredura das amostras apos o crescimento de nanotubos de TiO,
na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrdlito formado por Etilenoglicol 90%, H,0 10%, NH,F 1% e 10%
de Solugao CaP a 60V durante 6 horas, calcinadas a 450°C.

3.1.2 Superficie com imersdo em SBF

As figuras 3 e 4 mostram a micrografia da superficie feita pela microscopia eletronica
de varredura das amostras, apos o crescimento de nanotubos de TiO, na superficie da liga
Ti7,5Mo com eletrolito formado por Etilenoglicol 90%, H,O 10%, NH,F 1% a 60V durante 4 e
6 horas, calcinadas a 450°C, seguido por Imersao em SBF.

Figura 3— Microscopia eletronica de varredura das amostras apos o crescimento de nanotubos de TiO,
na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrélito formado por Etilenoglicol 90%, H,0 10%, NH,F 1% a 60V
durante 4 horas, calcinadas a 450°C, seguido por Imerséo em SBF.
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Figura 4— Microscopia eletronica de varredura das amostras apés o crescimento de nanotubos de TiO,
na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrdlito formado por Etilenoglicol 90%, H,0 10%, NH,F 1% a 60V
durante 6 horas, calcinadas a 450°C, seguido por Imersdao em SBF.

3.2 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

3.2.1 Superficie sem imersdo em SBF

A figura 5 mostra os difratogramas de raios-X da superficie das amostras apés o
crescimento de nanotubos de TiO, na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrélito formado por
Etilenoglicol 90%, H,O 10%, NH,F 1% e 10% de Solugcao CaP a 60V durante 4 e 6 horas,
calcinadas a 450°C, comparados com a liga de Ti-7,5Mo.

6 horas L A R S e S S S B S

—Ti7,5Mo+CaP | 6h
—=Ti7,5Mo#CaP / 4h
—Ti7,5M0

4 horas Anatase

utilo

|

Anatase Anstase

k Anstaze Anatase

I R S A
| TN M
—-Muhum._

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
20

Figura 5- Padrdes de difracdo de raios-X da liga Ti-7,5Mo e superficie das amostras ap6s o
crescimento de nanotubos de TiO, na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrdlito formado por Etilenoglicol
90%, H,0 10%, NH,F 1% e 10% de Solugéo CaP a 60V durante 4 e 6 horas, calcinadas a 450°C.

3.2.2 Superficie com imersdo em SBF

As figuras 6 e 7 mostram os difratogramas de raios-X da superficie das amostras apés
o crescimento de nanotubos de TiO, na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrolito formado
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por Etilenoglicol 90%, H,O 10%, NH,F 1% a 60V durante 4 e 6 horas, respectivamente,
calcinadas a 450°C, seguido por Imersao em SBF.
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Figura 6- Difratogramas de raios-X da superficie das amostras apés o crescimento de nanotubos de
TiO, na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrolito formado por Etilenoglicol 90%, H,O 10%, NH,F 1% a
60V durante 4 horas, calcinadas a 450°C, seguido por Imersao SBF.
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Figura 7- Difratogramas de raios-X da superficie das amostras ap6s o crescimento de nanotubos de
TiO, na superficie da liga Ti7,5Mo com eletrdlito formado por Etilenoglicol 90%, H,0 10%, NH,F 1% a
60V durante 6 horas, calcinadas a 450°C, seguido por Imersao SBF.
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41 CONCLUSAO

O objetivo geral deste trabalho foi o de caracterizar a melhor condic&o de anodizagao,
pré estabelecida em estudos anteriores, com e sem imersédo das amostras em solucdo SBF
(Simulated Body Fluid). Analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e difracao
de raios X (DRX), para otimizacdo da superficie da liga experimental Ti7,5Mo, a fim de
melhorar o processo de osseointegracao. Com os resultados obtidos através do MEV, para
as amostras sem imersao SBF, observa-se a formacao de nanotubos organizados e regular
para os dois tempos de anodizacéo (4 e 6 horas). Ja para as amostras, com imersao SBF,
observa-se que durante 4 horas de anodizac¢ao, houve apenas a formacgao de filme poroso.
E, durante 6 horas de anodizacéo, foram formados aglomerados (recobrindo nanotubos de
forma aleatdria) que sugerem ser fosfato de calcio provenientes da imersdo em SBF.

Com os resultados obtidos através do DRX, para as amostras sem imersao SBF,
observa-se que para o tempo de 6 horas de anodizacéo, temos a presenca das fases anatase
e rutilo. J& nas amostras tratadas no intervalo de 4 horas, ndo héa presenca da fase rutilo, e a
fase anatase mostra-se mais expressiva com picos mais elevados, o que é mais interessante
para aplicacdes biomédicas, pois estudos relatam que a presenca da fase anatase na
superficie modificada contribui para uma melhor adeséao celular e consequentemente melhor
ancoragem de implantes. Com imersao SBF, observa-se a presenca dos picos anatase e
rutilo, além de fase alfa e auséncia de Ca e P para os dois tempos de anodizacdo (4 e 6
horas).
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