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RESUMO

Os biomateriais metalicos sdo os materiais mais utilizados, devido as excelentes propriedades
mecanicas quando comparados a outros materiais, como os ceramicos e poliméricos. Dentre 0s
metais mais aplicados em implantes, destacam-se 0s agos inoxidaveis ASTM F138, AlSI 316L
e 0 AISI 304L, além do titdnio puro e suas ligas. Quando em contato com fluidos corpéreos, 0s
biomateriais devem apresentar biocompatibilidade, especificamente para 0s biomateriais
metalicos, além de ndo sofrerem degradacéo precipitadamente, e que ndo haja liberagéo de ions
e desgaste a tal ponto de induzir processos inflamatérios patoldgicos. O ago inoxidavel
usualmente denominado AISI 316L apresenta boas propriedades mecénicas e caracteristicas de
material inerte, sendo amplamente utilizado como biomaterial. Entretanto, a presenca do cromo
e niquel na liga pode desencadear processos alérgicos e inflamatérios no corpo humano. Além
disso, implantes de aco inoxidavel podem sofrer o crescimento de uma pelicula de tecido
fibroso, j& existente devido a micromovimentos que ocorrem na interface biomaterial-tecido e
que aumentam o risco de afrouxamento do implante. Revestimentos hibridos orgéanico-
inorgénicos tém sido utilizados nessa area com intuito de solucionar os problemas de corroséo
ocorridos em materiais metalicos. Além de n&o serem toxicos para o corpo humano, os filmes
organicos formados promovem uma excelente adeséo sobre substratos metalicos, podendo atuar
efetivamente como um agente de acoplamento de particulas bioativas. Torna-se promissor o
emprego de revestimentos hibridos organicos-inorgéanicos, ndo somente pela protecédo
anticorrosiva, mas também para favorecer a adesdo e proliferacdo celular, aprimorando a
biocompatibilidade do metal, podendo, deste modo, minimizar efeitos negativos de implantes
cirurgicos em seres humanos. A utilizacdo de revestimentos hibridos organico-inorganicos
obtidos por sol-gel, bem como a deposicdo de filmes finos por magnetron sputtering para a
protecdo superficial e melhora de propriedades biocompativeis de substratos metalicos,
mostrou-se uma alternativa eficaz. Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo é obter e caracterizar
diferentes filmes hibridos a base dos precursores alcoxidos 3-(trimetoxisililpropil)metacrilato
(MAP) e tetraetdxisilano (TEOS) com deposicdo de titanio por magnetron sputtering em
substrato de aco inoxidavel AlISI 316L para potencial aplicacdo como biomaterial. As amostras
foram preparadas em quatro variacdes: sendo FH a amostra com uma aplicacdo e FH_2 a
amostra contendo duas aplicagdes superficiais de filme hibrido a base de MAP e TEQS, as
amostras FH_Til0 e FH_Ti20 receberam uma aplicacéo de filme hibrido e posterior deposi¢édo
de titanio por magnetron sputtering por 10 e 20 minutos respectivamente. Dessa forma, as
superficies das amostras foram estudadas por meio de microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) com mapeamento por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e analise da
rugosidade. Também foi avaliada a molhabilidade dos filmes por medidas do angulo de contato,
além do comportamento eletroquimico das amostras em solucdo de fluido corpéreo simulado
(SBF) por potencial de circuito aberto (OCP), polarizacdo potenciodindmica e espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE). As propriedades biocompativeis foram analisadas por
ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade, utilizando os resultados obtidos por reducdo de
Tetrazolio (MTT), liberacdo da enzima Lactato Desidrogenase (LDH), além da avaliacéo
qualitativa da adesdo celular por MEV e microscopia de fluorescéncia. Constatou-se que as
amostras contendo uma aplicacdo de filme hibrido tiveram suas propriedades melhoradas em
todos 0s quesitos quando comparadas a amostra sem revestimento. A amostra FH se mostrou
bem aderido ao substrato e com desempenho eletroquimico significativamente superior as
demais amostras.



Além disso, baseado nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se afirmar que o revestimento
MAP e TEOS, nos pardmetros da amostra FH, ofereceram um ambiente biocompativel para
celulas-tronco mesenquimais. Portanto, a utilizacdo de filmes hibridos a base de MAP e TEOS
aplicados em substratos de aco inoxidavel 316L pode ser indicada para a aplicacdo em
biomateriais. Em contrapartida, as amostras contendo a deposic¢do de titanio por magnetron
sputtering ndo apresentaram variagdes expressivas em relacdo ao substrato e as demais amostras
estudadas. Nao foi observado melhora nas propriedades do material apds deposicéo de titanio.

Palavras chaves: AISI 316L, revestimentos hibridos, magnetron sputtering, biomateriais.



ABSTRACT

Metallic biomaterials are the most used due to their excellent mechanical properties when
compared to other materials, such as ceramic and polymeric ones. ASTM F138, AISI 316L and
AISI 304L stainless steels are among the most used metals in implants, in addition to pure
titanium and its ligands. Biomaterials, specifically metallic ones, must be biocompatible and
not degrade hastily when in contact with bodily fluids, in addition to not releasing ions and
wearing out , which may induce pathological inflammatory processes. Stainless steel so called
AISI 316L has good mechanical properties and characteristics of inert material, which is widely
used as biomaterial. However, the presence of chromium and nickel in the alloy can trigger
allergic and inflammatory processes in the human body. Further, stainless steel implants can
undergo the growth of a thin film of fibrous tissue, which already exists due to micromovements
that occur at the biomaterial-tissue interface and increase the risk of loosening the implant.
Hybrid organic-inorganic coatings have been used in this area in order to solve the corrosion
problems that occur in metallic materials. Besides not being toxic to the human body, formed
organic films promote excellent adhesion on metallic substrates, and can act effectively as a
coupling agent for bioactive particles. The use of organic-inorganic hybrid coatings is
promising, not only for anti-corrosion protection, but also to favor cell adhesion and
proliferation, because they improve the biocompatibility of the metal and minimize the negative
effects of surgical implants in humans. The use of organic-inorganic hybrid coatings obtained
by sol-gel, as well as the deposition of thin films by magnetron sputtering for surface protection
and improvement of biocompatible properties of metallic substrates, proved to be an effective
alternative. Within this context, the aim of this study is to obtain and characterize different
hybrid films based on the alkoxide precursors 3-(trimethoxysilylpropyl)methacrylate (MAP)
and tetraetoxysilane (TEOS), with titanium deposition by magnetron sputtering on AISI 316L
stainless steel substrate for potential application as biomaterial. The samples were prepared in
four variations: the sample with one application (FH) and the sample containing two superficial
applications of hybrid film based on MAP and TEOS (FH_2), samples FH_Ti10 and FH_Ti20
received an application of hybrid film and later deposition of titanium by magnetron sputtering
for 10 and 20 minutes respectively. Thus, the surfaces of the samples were studied using
scanning electron microscopy (SEM) with mapping by energy-dispersive X-ray spectroscopy
(EDS) and the evaluation of surface roughness. The hydrophobicity of the films was also
evaluated by contact angle measurements. Electrochemical behavior of the samples in
simulated body fluid solution (SBF) was performed by open circuit potential (OCP),
potentiodynamic polarization and electrochemical impedance spectroscopy (EIS).
Biocompatible properties were analyzed by cell viability and cytotoxicity tests, using the results
obtained by reducing Tetrazolium (MTT) and release of Lactate Dehydrogenase (LDH). Cell
adhesion was qualitatively assessed by SEM and fluorescence microscopy. The samples
containing a hybrid film application had improved properties in all aspects when compared to
the sample without coating. The film proved to be well adhered to the substrate and its
electrochemical performance is significantly superior to the other samples. An excellent
behavior was observed in terms of cell viability and adhesion. Therefore, the use of hybrid films
based on MAP and TEOS applied on 316L stainless steel substrates can be indicated for
application in biomaterials.



However, the samples containing the titanium deposition by magnetron sputtering did not show
significant variations in relation to the substrate and the other studied samples. There was no
improvement in the properties of the material after titanium deposition.

Keywords: AISI 316L, hybrid coatings, magnetron sputtering, biomaterials.
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1. INTRODUCAO

O surgimento dos biomateriais, aliados as pesquisas e as novas tecnologias em varios
ramos da ciéncia, desencadearam grandes avancos na area da salde. Holzapfel et al. (2013) e
Santos et al. (2017) definiram biomaterial como, qualquer material natural ou sintético, bem
como a sua combinacao que, restaura ou substitui funcGes de 6rgéos e tecidos do corpo humano,
mantendo contato intermitente ou continuo com fluidos corpéreos em um periodo de tempo.

Inimeras sdo as aplicacBes dos biomateriais, tais como substituicbes de articulacdes e
membros, artérias artificiais, lentes intraoculares, biosensores, além da liberacdo controlada de
drogas, entre outras. A evolucao dos biomateriais em relacdo ao tempo é um processo que ainda
estd em andamento, e h& pesquisas que ja desenvolveram biomateriais biodegradaveis que
participam ativamente no processo de regeneragéo do tecido danificado, podendo desencadear
estimulos de respostas celulares especificos (HOLZAPFEL et al., 2013). O uso desses materiais
pode ser motivado visando qualidade de vida, restaurar alguma funcgéo especifica de 6rgaos ou
tecidos, ou, ainda, impulsionado por razdes estéticas, como, por exemplo, a implantacdo de
proteses de silicone (PIRES et al., 2015; SANTOS et al., 2017).

Dentre os mais utilizados, os biomateriais metalicos sdo aplicados para substitui¢éo ou
reparo de 0ssos e tecidos em locais onde ha aplicacdes de tensdes, bem como na obtencéo de
utensilios cirurgicos. Devido ao contato direto com fluidos corporeos, os biomateriais devem
ser biocompativeis, que ndo induzam efeitos bioldgicos adversos, téxicos, alergénicos ou
carcinogénicos. Especificamente para os biomateriais metalicos, espera-se que além de ser
biocompativel, o0 material ndo sofra degradacéo precipitadamente e que nao haja liberacdo de
fons e desgaste a tal ponto de induzir processos inflamatorios patologicos (ELIAZ, 2019;
SANTOS et al., 2017).

Os processos de corrosdo e liberacdo de ions em biomateriais metalicos, bem como a
interacdo com os tecidos e os efeitos colaterais que podem surgir, ttm sido amplamente
pesquisados. Estudos de Premkumar et al. (2018) e Rahman et al. (2017) destacam que grande
parte dos problemas relacionados a rejeicdo de proteses e implantes metalicos ocorre devido a
algum tipo de corrosdo do biomaterial. Os ions metalicos liberados nos processos corrosivos
podem interagir com os tecidos de diversas maneiras e, especificamente no caso do aco
inoxidavel 316L, pode ocorrer a liberacdo de ions como niquel e cromo. Essas interacfes
causam efeitos adversos, tais como reacdes toxicas, reacdes inflamatorias, reacfes alergénicas

e reacOes cancerigenas. Além desses ions metalicos serem alergénicos, ao serem liberados,
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podem se acumular nos tecidos circundantes ao implante ou podem ser transferidos pelo sistema
circulatorio para varias partes do corpo.

O uso de filmes hibridos a base de silanos, bem como filmes finos depositados por
pulverizagdo catddica, tem se tornado uma alternativa eficaz para minimizar os efeitos dos
processos corrosivos em metais.

Estudos avaliaram diferentes revestimentos, obtidos a base de precursores alcoxidos de
silano, por métodos como sol-gel aplicados em biomateriais. Salientando a importancia da
preparacao da superficie para uma boa adesdo ao substrato, bem como a possibilidade do uso
de filmes a base de silano como pré-tratamento de superficie antes da aplicacdo ou deposicdo
de outros revestimentos, tais como revestimentos a base de hidroxiapatita e biovidro
(CASAGRANDE et al., 2018; SALVADOR et al., 2017; PREMKUMAR et al., 2018). Dentre
0s métodos de deposicdo de filmes obtidos pelo método sol-gel a partir de precursores em fase
liquida, o processo por dip-coating é bastante difundido, uma vez que esta técnica oferece um
controle minucioso das etapas do processo.

Outra técnica que vem sendo bastante utilizada em recobrimento de metais € o processo
de magnetron sputtering, que pode ser aplicado para diversas finalidades, tais como proteger a
superficie metalica ou conferir o aprimoramento de propriedades (SILVA et al., 2017). Estudos
atuais destacam o uso da técnica em biomateriais para tornar superficies metalicas compativeis
aos processos de osseointegracdo, conforme Gonzalez et al. (2017). O titanio e suas ligas séo
amplamente utilizados para essa finalidade, especialmente na obtencdo de proteses e
dispositivos para fixacao de fraturas. Uma vez que, o titanio apresenta uma maior tendéncia a
osseointegracdo quando comparado a outros biomateriais (PIRES et al., 2015).

Nesse sentido, 0 objetivo deste estudo é obter e caracterizar diferentes filmes hibridos a
base dos precursores alcoxidos 3-(trimetoxisililpropil)metacrilato (MAP) e tetraetoxisilano
(TEOS) aplicados pelo processo de dip-coating e posterior deposicéo de filmes finos de titanio,
utilizando o processo de magnetron sputtering em substrato de aco inoxidavel AISI 316L para

potencial aplicagdo como biomaterial.
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2. OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar diferentes filmes hibridos a base dos precursores alcoxidos 3-
(trimetoxisililpropil)metacrilato (MAP) e tetraetdxisilano (TEOS) aplicados por dip-coating
com deposicdo de filmes finos de titanio por magnetron sputtering em substrato de aco

inoxidavel AISI 316L para potencial aplicacdo como biomaterial.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a diferenca entre uma e duas aplicacdes de filme hibrido a base de MAP e TEOS

em relagéo as caracteristicas protetoras do filme;

definir a condicdo ideal, dentre as duas variacfes estudadas, para aplicacdo do filme
hidrido a base de MAP e TEOS;

correlacionar a topografia das superficies das amostras com a molhabilidade;

avaliar a influéncia dos tempos de deposicdo de 10 e 20 minutos do filme fino de titanio

nas propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas e eletroquimicas do revestimento;

avaliar a biocompatibilidade in vitro por meio dos resultados obtidos nos testes de

viabilidade celular e citotoxicidade das amostras estudadas.
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3.  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. BIOMATERIAIS

Historicamente, o surgimento dos materiais aplicados para solucionar problemas na area
da saude é pontuado em 2000 a.C., no Antigo Egito. Registros de suturas realizadas com linho
e ouro, além de dentes artificiais a base de conchas pelos maias por volta de 600 a.C., de ferro
pelos franceses em 200 a.C., ouro e madeira pelos romanos. Além disso, substitutos dsseos de
madeira foram encontrados no Antigo Egito e na Europa durante a Idade Média (PIRES et al.,
2015; SANTOS et al., 2017).

Segundo estudos, as Ultimas cinco décadas marcaram o crescimento da ciéncia e
engenharia de biomateriais devido a multidisciplinaridade da engenharia e das ciéncias da saude
(OLIVEIRA et al., 2010; XU et al., 2019). Inicialmente, as perdas 0sseas eram restituidas por
cirurgides a partir da aplicacdo de autoenxertos nos pacientes, considerados ideais por
representarem material do proprio individuo. Todavia, desvantagens como maior incidéncia de
enfermidades no sitio doador e material passivel de doacdo insuficiente limitaram esses
procedimentos (OLIVEIRA et al., 2010). Diante disso, surgiram 0s Xenoenxertos, materiais
provenientes de outras espécies, entretanto, com riscos de reacdes inflamatorias e
contaminacdes por doencas (PRECHEUR, 2007).

O termo biomaterial recebeu diferentes defini¢es ao longo tempo. Pela Conferéncia do

Instituto Nacional de Desenvolvimento de Consenso em Saude em 1982, foi definido como:

“Qualquer substancia (outra que ndo droga) ou combinagdo de substincias, sintética
ou natural em origem, que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou
parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, 6rgdo ou fungéo do corpo” (HELMUS E TWEDEN, 1995).

Segundo Park (1984), biomaterial é tudo o que entra em contato com fluidos corpéreos,
mesmo que este esteja localizado externamente ao corpo humano. Nessa definicéo,
instrumentos cirargicos como bisturis e laminas sdo considerados biomateriais.

Williams (1987) define biomaterial como sendo qualquer substancia sintética ou natural,
exceto farmacos, utilizada como parte ou sistema que trata ou substitui algum tecido, 6rgéo ou

funcdo do corpo. Mirtchi et al. (1989) diz que é qualquer substancia de origem natural ou
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sintética que é tolerada de forma transitéria ou permanente pelos diversos tecidos dos 6rgaos
dos seres vivos incluindo, dessa forma, bisturis e luvas cirirgicas como biomateriais.

Ao longo do tempo, a definicdo, bem como a natureza essencial dos biomateriais,
evoluiu fundamentalmente. Houve um crescimento no desenvolvimento de varios dispositivos
médicos e implantes que substituem tecidos danificados de forma irreversivel. A pesquisa é a
base que impulsiona o desenvolvimento de novos componentes com vida Gtil maior e interfaces
entre a superficie do implante e o tecido otimizadas. A evolugdo dos biomateriais em relacao
ao tempo é um processo que ainda estd em andamento. Atualmente, pesquisas ja desenvolveram
biomateriais absorviveis que participam ativamente no processo de regeneracdo do tecido
danificado, podendo desencadear estimulos de respostas celulares especificos. A Figura 1
ilustra a evolucéo e a conexdo dos biomateriais (HOLZAPFEL et al., 2013; SANTOS et al.,
2017).

A

Pesquisa em biomateriais

Materiais utilizados
clinicamente

3

BIOCOMPATIBILIDADE

BIOATIVIDADE

Tempo >

Figura 1: Evolugdo dos biomateriais ao longo do tempo
Fonte: Adaptado de Holzapfel et al. (2013).

Potencial
Regenerativo

A escolha de um material para ser usado como biomaterial depende da analise de alguns
parametros, tais como a degradacdo do material, vida util, resisténcia mecénica, além da
biocompatibilidade, esterilidade e biofuncionalidade.

Essas propriedades conferem ao biomaterial uma interacdo positiva com o organismo
onde é implantado. Uma vez que o material ndo desencadeie resposta inflamatdria ou toxica na
sua implantacdo in vivo; o tempo de degradacdo do material permita a ocorréncia do processo

de regeneracdo do local comprometido e ndo gere produtos toxicos ou de dificil metabolizacdo
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e liberacdo pelo corpo humano; o material apresente propriedades mecénicas adequadas a
aplicacdo (OLIVEIRA et al., 2010).

De acordo com a resposta tecidual que provocam, os biomateriais sdo classificados,
segundo Holzapfel et al., (2013), em biotoleravel, bioinerte, bioativo e absorvivel. No grupo
dos biotoleraveis, que sdo apenas tolerados pelo organismo. Geralmente, ao serem implantados,
esses materiais sdo encapsulados por um tecido fibroso ndo aderente, sendo esse envoltério
induzido pela liberacdo de compostos quimicos, ions, produtos de corrosdo e outros, por parte
do material implantado.

Dentre os materiais bioinertes enquadram-se 0s que provocam auséncia ou minima
resposta tecidual, apresentam minima formacdo do tecido envolto, praticamente inexistente, e
ndo liberam qualquer tipo de composto tdxico no organismo; dentre os mais utilizados tem-se
alumina, zirconia, titanio e ligas de titanio. J& os bioativos séo eficientes no quesito integragédo
entre o tecido e o material, favorecendo a osteointegracéo, fato que ocorre devido a similaridade
com a parte mineral do tecido 6sseo, destacando-se os biovidros e compostos de fosfato e célcio,
como a hidroxiapatita. Os absorviveis sdo 0s que se dissolvem, ao longo do tempo, no tecido
que os envolve, caso de alguns polimeros, ceramicas e ligas de magnésio (HOLZAPFEL et al.,
2013).

A gama de aplicacGes biomédicas para os materiais € ampla. Dentre elas, estdo a
utilizacdo em dispositivos médicos para implantacdo permanente no corpo humano na
substituicdo de ossos, articulagdes, tenddes e membros (HOLZAPFEL et al., 2013), valvulas
cardiacas, artérias e orgaos artificiais, dentes e pele (RATNER et al., 2013). Podendo ser
utilizados também como um suporte temporario de células e tecidos, tais como suturas e lentes
de contato (DIENER et al., 2005), além da aplicacdo para dispositivos para liberacdo de
farmacos na forma de implantes subcutaneos (HOLZAPFEL et al., 2013).

No processo produtivo dos biomateriais sdo utilizados metais como acos inoxidaveis e
titanio, polimeros naturais ou sintéticos na obtencdo de hidrogéis, e ceramicas. Os metais sdo
os mais utilizados em diversas aplicacdes biomédicas devido as suas excelentes propriedades
mecanicas quando comparados a outros materiais como 0s ceramicos e poliméricos
(BEKMURZAYEVA et al., 2018). Dentre os metais mais requisitados na engenharia
biomédica, destacam-se 0s a¢os inoxidaveis austeniticos, principalmente o ASTM F138, titanio
puro e suas ligas, como a liga Ti-6Al-4V. Entretanto, 0s acos inoxidaveis normatizados AlSI
316L e o AISI 304L, também podem ser uma possivel alternativa para uso como biomaterial
(OREFICE, PEREIRA e MANSUR, 2012).
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Em relacdo a biocompatibilidade e resisténcia a corrosdo, o Ti e suas ligas, quando
comparados a outros biomateriais metalicos, apresentam um desempenho superior, sendo assim
0 mais aplicado na substituicdo de tecidos dsseos, principalmente em substituicdes de
articulacdes de quadril e implantes dentarios (BEKMURZAYEVA et al., 2018).

3.1.1. Biomateriais Metalicos

Dentre os diferentes tipos de matérias-primas disponiveis para obtencao de biomateriais,
0s biomateriais metalicos representam, atualmente, a classe de materiais mais utilizados em
aplicacbes biomedicas. Os metais e suas ligas possuem ampla aplicabilidade, incluindo
dispositivos para fixacao de fraturas, substituicdo parcial e total da articulacéo, hastes externas,
placas e parafusos (ELIAZ, 2019)

As excelentes propriedades mecénicas, como alta tenacidade, boa resisténcia a tragéo e
a fadiga, além da facilidade e custo de fabricacdo dos biomateriais metalicos, os torna aplicaveis
a implantes que sejam submetidos a cargas e tensdes, como € o caso das proteses ortopédicas.
Implantes metalicos no joelho, coluna vertebral e arcada dentaria ainda se enquadram nesse
grupo e ainda s@o os mais inseridos mundialmente (HOLZAPFEL et al., 2013; PREMKUMAR
etal., 2018; ELIAZ, 2019).

Dentre as caracteristicas relevantes dos biomateriais metalicos, quando comparados a
outros materiais, pode-se citar as excelentes propriedades mecanicas e alta resisténcia ao
desgaste. Essas propriedades relacionam-se entre si, uma vez que a aceitacdo do material pelo
tecido pode ser proporcional & quantidade de substancias liberadas pelo metal (ARAUJO e
COUTO, 2004). As propriedades mecanicas, como resisténcia a fadiga, também sdo de
importancia para os biomateriais metalicos e, dependendo do tipo de implante e aplicacdo, as
necessidades mecanicas variam (ABRAMSON et al., 2004; SANTOS et al., 2017).

Kumar et al. (2019) destacam os implantes de articulagdes ortopédicas como quadril,
joelho, ombro, tornozelo e préteses de cotovelo como sendo 0s mais utilizados na substitui¢do
de 0ssos e 0s pontos mais susceptiveis a desgaste mecanico devido as atividades diarias de
movimento. Os autores salientam que, apesar dos avangos tecnoldgicos nos processos de

fabricacdo de novos implantes, bem como nos procedimentos médicos, ainda ocorrem muitos
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casos de incompatibilidade, afrouxamento, desgaste excessivo e ac¢Bes inflamatorias e, por
consequéncia, a falha.

Os implantes metalicos permanentes a base de ago inoxidavel, titanio e ligas de cromo-
cobalto sdo os mais utilizados nas ultimas décadas (HOLZAPFEL et al., 2013). Entre os citados,
o titénio e suas ligas possuem os modulos de elasticidade mais proximos ao do 0sso (0 médulo
de elasticidade do osso varia entre 17 GPa e 35 GPa) (WILLIAMS, 2009; HENCH, 2002), o
que confere ao material um melhor desempenho perante os esfor¢cos mecanicos sofridos pelo
sistema (HOLZAPFEL et al., 2013).

Na superficie dos implantes a base de titanio ocorre a formacao de uma camada passiva
de 6xido, o que é primordial para a biocompatibilidade do material, além de boa resisténcia a
corrosdo. Entretanto, seu uso tem algumas desvantagens ou limitada aplicagdo, como, por
exemplo, 0 uso na obtencéo de partes articuladas, como proétese de quadril € inviavel, uma vez
que a resisténcia ao cisalhamento é baixa. Outro fator importante é a possivel liberagéo de ions
de vanédio e aluminio pelo uso prolongado de algumas ligas, podendo causar reacdes toxicas
(HOLZAPFEL et al. 2013; GEETHA et al., 2009; SANTOS et al., 2017)

Eliaz, (2019) destaca a resisténcia a corrosdo como sendo um fator importante na selecéo
dos metais utilizados como biomateriais. Além disso, os niveis de toxicidade dos ions liberados
pelo implante podem levar a hipersensibilidade e até mesmo ao cancer, e podem ser atingidos
com taxas de corroséo insignificantes em relacdo ao desempenho fisico do implante. Uma vez
que o contato com fluidos corpdreos intensifica 0os processos corrosivos, as moléculas
bioldgicas podem influenciar a taxa de corrosdo, interferindo de diferentes maneiras nas reagcdes
anodicas ou catodicas. Quando as interacdes biologicas sdo combinadas com cargas mecanicas,
tais como carga estatica, carga dindmica ou desgaste, alem de restricdes geomeétricas, presenca
de fendas ou processos inflamatorios ou quaisquer combinacGes dos mesmos, a corrosdo €
intensificada.

O aco inoxidavel é muito utilizado na fabricacdo de implantes ortopédicos temporarios
e permanentes, tais como placas, fios e hastes de fixacdo, parafusos e pinos para correcdo de
fraturas, por possuir boas propriedades mecéanicas, densidade adequada para propositos de
suporte de carga, facil processamento e baixo custo em relacdo a outros biomateriais metalicos.
Além disso, a biocompatibilidade de alguns acos inoxidaveis austeniticos, tais como ASTM
F138, € considerada aceitavel (TALHA et al., 2013; SANTOS et al., 2017).

Um dos requisitos essenciais para 0s biomateriais utilizados em implantes ortopédicos
é a auséncia total de ferromagnetismo, e essa € uma das vantagens do aco inoxidavel utilizado

neste estudo, o ago AlSI 316L, que podem ser citadas, uma vez que essa liga pertence ao grupo
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dos agos inoxidaveis austeniticos. A composi¢do quimica dessa liga, confere a este aco alta
conformabilidade e boa relacéo entre forca aplicada e resisténcia a tracéo.

O aco ASTM F138 é frequentemente utilizado para dispositivos em cirurgia ortopédica
como placas e hastes, entretanto, a presenca de ions cloretos no corpo humano, e outros fatores
aceleradores dos processos corrosivos e liberacdao de ions metalicos no meio (LIEBERMAN et
al., 2005; BEUERLEIN et al., 2010; HOSSEINALIPOURA et al., 2010; SUZUKI et al., 2010).

3.1.2. Aco inoxidavel como biomaterial

Os acos inoxidaveis sdo ligas ferrosas que possuem o elemento de liga cromo em sua
composicdo quimica. A presencga do elemento favorece a formagédo de uma camada passiva de
Oxido de cromo, minimizando o0 avango do processo Corrosivo, o que torna esse tipo de ago
resistente a corrosdo em varios ambientes. Além disso, pode-se aprimorar a resisténcia a
corrosdo do aco a partir da adicdo de elementos como niquel e molibdénio (CHIAVERINI,
2012; CALLISTER, 2016).

Por outro lado, alguns elementos de liga podem apresentar desvantagens, dependendo
do meio onde o metal é utilizado. Durante processos de tratamentos térmicos, por exemplo,
podem gerar a formacao de precipitados indesejaveis como os carbetos de cromo nos contornos
de grdos, responsaveis pelo fendbmeno de sensitizacdo, situacdo favoravel para ocorrer corrosdo
intergranular. Nesse sentido, foram desenvolvidos os acos inoxidaveis baixo carbono para
reduzir o fenbmeno de sensitizacdo, que recebem em sua nomenclatura a letra “L” (Low —
baixo) (PADILHA e GUEDES, 1994; CHIAVERINI, 2012).

Diversas sdo as aplicacGes para 0s inumeros tipos de agos inoxidaveis existentes,
variando de acordo com a composic¢do da liga. Dentre as mais difundidas, tem-se a obtencéo de
instrumentos, equipamentos industriais e para 0 uso biomédico na forma de implantes e
utensilios cirdrgicos (MARTINS et al., 2014; REZAEI et al., 2013).

De acordo com a composicdo das ligas, esses acos sdo classificados e recebem
nomenclaturas conforme as designacdes: Society of Automotive Engineers (SAE), American
Iron and Steel Institute (AISI), Unified Numbering System for Metals and Alloys (UNS) e

normas técnicas internacionais (ASTM e 1SO).
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Os acos inoxidaveis denominados pela American Iron and Steel Institute AISI 304L e
AISI 316L séo os mais utilizados na fabricacdo de equipamentos e utensilios para a industria
alimenticia e médica. O aco inoxidavel denominado pela norma internacional American Society
for Testing and Materials ASTM F138 é um dos mais utilizados para obtencdo de implantes.
Dentre os biomateriais onde essas especificacdes de aco sdo aplicadas, os implantes
permanentes e temporarios, pinos, hastes, placas e parafusos de fixac¢do sdo os mais difundidos
(MARTINS et al., 2014).

O aco ASTM F138, o0 aco inoxidavel normatizado para uso em biomateriais, se trata de
uma liga semelhante ao AlSI 316 L, fundido a vacuo para garantir pureza e maximizagdo da
resisténcia a corrosdo por pites. Além disso, em comparacdo com o AlSI 316L, normatizado
pela norma ASTM A240, ha uma reducéo nos teores maximos dos elementos fosforo e enxofre,
e intervalos mais altos de teores de cromo, niquel e molibdénio (DAVIS, 2003). A Tabela 1
mostra a composi¢do quimica do ago AISI316L e ASTM F138 de acordo com as respectivas
normas.

Embora ndo sejam suficientemente resistentes a corrosdo em implantes de longa
duracdo, o uso dos agos inoxidaveis austeniticos se tornou comum na area médica como
material para fabricacdo de pinos guia, agulhas, placas para impressdo odontoldgica, alem dos
implantes, por serem relativamente mais baratos que outras ligas metalicas (PREMKUMAR et
al., 2018; RAHMAN et al., 2017; DAVIS, 2003).

Tabela 1: Composicdo quimica do aco ASTM F138 e AISI316L de acordo com as normas.

Elomentos de liga ASTM F138 (a) AISI 316L (ASTM A240 316L) (b)
% (m/m) % (m/m)
Carbono 0,03 max 0,03 max
Manganés 2,00 max 0,75 max
Fosforo 0,025 max 2,00 méax
Enxofre 0,010 max 0,045 max
Silicio 0,75 méx 0,03 méax
Cromo 17,00 a 19,00 16,00 a 18,00
Niquel 13,00 a 15,00 10,00 a 14,00
Molibdénio 2,25a 3,00 2,00 a 3,00
Ferro balango balanco

Fonte: (a) UNS S31673; (b) UNS S31603.
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O ago inoxidavel tem sido utilizado como material para a fabricagdo de stents/valvulas
cardiovasculares ortopédicas proteses, e outros dispositivos para area biomédica devido a sua
maleabilidade e resisténcia & fadiga, além do seu custo ser até dez vezes inferior quando
comparado aos demais biomateriais metalicos. Apesar de suas boas propriedades mecanicas,
aco inoxidavel, como outros metais, carece de biofuncionalidade. Vérias técnicas fisico-
quimicas, incluindo deposi¢do de vapor de plasma, sdo usados para aprimorar as propriedades
do material ( BEKMURZAYEVA et al., 2018).

Os acos especificados AISI 316L sdo acos inoxidaveis austeniticos e apresentam uma
maior resisténcia a corrosao se comparado aos demais tipos de acos inoxidaveis, principalmente
por conterem percentuais menores de carbono na composi¢do quimica, além de conterem niquel
e molibdénio. A adicdo do niquel estabiliza a estrutura CFC do ferro, ampliando o campo da
fase austenitica e tornando a austenita estavel até em temperaturas abaixo da ambiente; e a
adicdo do molibdénio aumenta a resisténcia a corrosio por tensio (ARAUJO e COUTO, 2004;
CALLISTER, 2016; PADILHA E GUEDES, 1994). Esse fato faz com que esse aco seja ndo
magneético.

Os acos inoxidaveis AISI 316L tém uma ampla gama de propriedades preferenciais,
Dhandapani et al. (2016) destacaram o AISI 316L como sendo uma das ligas estruturais mais
usadas e recebeu consideravel atencdo em aplicacdes ortopédicas devido as suas propriedades
versateis, principalmente em cirurgias ortopédicas como fixadores para apoiar 0S 0SSOS
fraturados. Entretanto, quando € utilizado como material para implantes ortopédicos, em
contato com fluidos corpéreos, pode liberar ions metalicos tais como Fe?*, Ni?*, Cr¥*e Crb*,
Esses ions liberados, por sua vez, na maioria dos pacientes, desencadeiam a coagulacdo do
sangue e inflamacé&o croénica nos tecidos circundantes (PREMKUMAR et al., 2018; RAHMAN
etal., 2017). Segundo Talha et al. (2013), a liga ndo € resistente ao ambiente corporal e ions de
ferro, cromo e niquel séo liberados pelo AlISI 316L quando em contato com fluidos corporeos,
podendo ocasionar reacdes adversas indesejaveis.

Esse processo de liberacdo idnica pode causar efeitos locais como irritacdo e inflamacéo
nas areas entorno do implante, e efeitos sistémicos, ocasionando efeito tdxico sobre o
organismo. A presenca de 12 a 15% de niquel na composicdo da liga pode ser toxico para o
corpo humano. Autores destacam que altos niveis de ions de niquel em contato com os tecidos
sdo causa de atividades genotdxicas e mutagenéticas, aléem de dermatites de contato
(PREMKUMAR et al., 2018) e, em alguns casos, de cancer (RAHMAN et al., 2017). As

reacGes mais comuns associadas ao aco inoxidavel como implante sdo erup¢do na pele proximo
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ao local do implante, sintomas de desconforto, eritema, inchaco e alteragdes na pele na area do
implante (TALHA et al., 2013; MULEY et al., 2016).

De acordo com Premkumar et al. (2018), um dos principais problemas associados a
necessidade de remocéo do implante metalico é a infeccdo. E comum que a matriz hidratada da
interface do implante auxilie as bactérias a agregarem e desenvolverem biopelicula sobre a
superficie, desencadeando processos infecciosos. De acordo com Lu et al. (2017), uma vez
iniciada a infeccdo na superficie do implante, torna-se dificil trata-la e, muitas vezes, ocasiona
a falha do implante, resultando em cirurgias de remocao, riscos a vida e custos médicos. Sendo
assim, torna-se importante o desenvolvimento de materiais que apresentem caracteristicas de

integragdo com os tecidos, bioatividade e biocompatibilidade.

3.1.3. Corrosdo em biomateriais metalicos

Baseado no pressuposto que os biomateriais metalicos sdo a classe de materiais mais
utilizados no campo da medicina, a resisténcia a corrosdo € uma propriedade importante na
funcionalidade do implante, pois é considerada um dos principais fatores que regem a
biocompatibilidade e a durabilidade.

Eliaz (2019), em sua revisdo, destaca que a resisténcia a corrosdo de um biomaterial
afeta sua funcionalidade e durabilidade, bem como a biocompatibilidade. O autor salienta que
a biocompatibilidade de um material, com exce¢do dos que possuem funcdes degradaveis, é
proporcional a resisténcia a corrosdo. Sendo assim, a corrosdao ¢ um fator fundamental no
desenvolvimento e selecdo de metais e ligas para uso in vivo.

Componentes alergénicos, carcinogénicos e toxicos, tais como aluminio, cromo, niquel
e vanadio, podem ser liberados no organismo por processos corrosivos, conforme Atapour et
al., 2020, o processo corrosivo dos biomateriais pode causar efeitos adversos no corpo humano,
devido a liberacdo de ions metélicos citotoxicos. O meio em que o material se encontra €
importante para impulsionar ou inibir o processo corrosivo. E se tratando de biomateriais, o
contato com os fluidos corpéreos pode acelerar esse fenbmeno, uma vez que ha variacdes de
pH e presenca de proteinas, oxigénio e ions cloretos, 0 que pode ser um meio agressivo aos
metais (PARK; BRONZINO, 2002; GIORDANO et al., 2010).
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Os ions liberados no corpo humano por processos de corrosao interagem com os tecidos
por diversos mecanismos. Esses efeitos ocorrem por toxicidade, por efeitos alérgicos aos ions
liberados (MORAIS et al., 2007). Segundo Rahman et al. (2017), o contato prolongado com
fluidos corporais, minerais, cloretos, aminoacidos e proteinas no ambiente fisiolégico humano,
por exemplo, pode favorecer a corrosdo de implantes de AlSI 316L (PREMKUMAR et al.,
2018; SHARIFNABI et al., 2014).

Os processos corrosivos em biomateriais ocasionam a liberacdo de ions metélicos no
organismo implantado. Especificamente no caso do ago inoxidavel 316L, pode haver a
liberagdo de ions como niquel e cromo. Além desses ions metalicos serem alergénicos, ao serem
liberados podem se acumular dentro dos tecidos circundantes ao implante ou podem ser
transferidos pela corrente sanguinea para vérias partes do corpo (PREMKUMAR et al., 2018;
RAHMAN et al., 2017). Por conseguinte, podem iniciar reagdes inflamatorias dentro dos
tecidos circundantes e acimulo de detritos metalicos nos tecidos moles do corpo, 0 que pode
levar a necrose, diminuicdo do tempo de fixagdo ao 0sso, causando desestabilizacdo e
afrouxamento, fato comum de falha do implante (PREMKUMAR et al., 2018; SHARIFNABI
et al., 2014; BRAEM et al., 2012; NAGARAJAN et al., 2009). A consequéncia direta disso €
a necessidade de novas cirurgias para revisdes ou mesmo substituicdes do implante, causando
desconforto e incomodo ao paciente, além de mais custos desnecessarios (BRAEM et al., 2012).

Pesquisas comparativas entre, o aco inoxidavel e as outras ligas utilizadas para fins
biomédicos, mostraram que a resisténcia contra a corrosao é menor no a¢o. Estudos salientam
a suceptibilidade do aco inoxidavel ao ataque pelos ions cloreto presentes nos fluidos corpéreos
(ARAUJO e COUTO, 2016; GIORDANO et al., 2010; BROOKS et al., 2017).

Kaur et al. (2019) relataram algumas rachaduras e defeitos na microestrutura de
substratos de aco inoxidavel 316L, devido a corrosdo localizada. Além disso, 0s autores
identificaram pelas imagens obtidas por MEV e os espectros obtidos por EDS a presenca de
uma camada de oxido de ferro solto na superficie e outros elementos proprios da liga, tais como
cromo, niquel e molibdénio. Silva e Oliveira (2011) observaram a formacdo da corrosdao por
pite em implantes de aco inoxidavel produzidos em composi¢do quimica dentro das
especificacdes das normas ASTM F138-92 e ISO 5832-9, tais como hastes femorais de protese
total do quadril e parafusos removidos de pacientes.

Revestimentos superficiais sdo métodos efetivos de controlar a corrosdo, além de ser
possivel obter um aprimoramento na biocompatibilidade dos implantes (CASAGRANDE et al.,
2018; SALVADOR et al., 2017). Diversas técnicas de modificacdo de superficie estdo sendo

desenvolvidas com a finalidade de fornecer as interag0es desejadas por meio da funcionalizagao
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da superficie dos implantes. Dentre as mais utilizadas, pode-se citar métodos mecanicos,
pulverizacdo a plasma, anodizacéo, revestimentos a base de hidroxiapatita, além do método sol-
gel e revestimentos a base de organo-silanos (PREMKUMAR et al., 2018; SHARIFNABI et
al., 2014; CASAGRANDE et al., 2018).

Visando minimizar esses efeitos negativos, revestimentos aplicados na superficie de
implantes de ago inoxidavel 316L tornam-se uma alternativa para evitar o contato direto do
metal com fluidos corpdreos e melhorar a biocompatibilidade e resisténcia & corroséo
(PREMKUMAR et al., 2018). Dentre os revestimentos utilizados, os obtidos pelo método sol-
gel apresentam vantagens em relagdo a outras técnicas de revestimento, tais como capacidade
de revestir formas complexas, melhor homogeneidade, alto controle de composigéo,
microestrutura e espessura de filmes obtidos (PREMKUMAR et al.,2018; SHARIFNABI et al.,
2014; WANG et al., 2013), além de apresentar custo relativamente baixo e um equipamento
simples para operar (SHARIFNABI et al., 2014; WANG et al., 2013).

Os fluidos corpdreos fazem parte da funcionalidade do corpo humano e sdo esses
eletrolitos que impulsionam 0s processos corrosivos dos biomateriais implantados. Sais
dissolvidos, ions cloretos, bicarbonato, sédio, potéssio e calcio séo 0s principais componentes
para a corrosdo do implante in vivo. Além disso, fatores como pH do meio e temperatura
diferentes das condi¢Ges normais do corpo humano também aceleram a liberacdo dos ions
(ELIAZ 2019).

3.2.  FILMES HIBRIDOS

Os revestimentos de superficie sdo uma forma eficiente de controlar os processos
corrosivos em metais, além de possibilitar o aprimoramento de propriedades como a
biocompatibilidade de um implante (ROMANO et al., 2011).

Os filmes hibridos, especificamente os a base de organo-silanos, constituidos por
componentes organicos e inorganicos, ganharam destaque na Gltima década, principalmente
pelas propriedades versateis, tais como protecdo a corrosdo, favorecimento da aderéncia de
outros revestimentos aplicados sobre os filmes hibrido aos substratos metalicos e, além de
serem atoxicos ao meio ambiente quando comparados aos pré-tratamentos convencionais
(BENVENUTTI et al., 2009).
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Estudos recentes, referem-se aos filmes hibridos como excelente alternativa para
substituicdo de pré-tratamentos com base em sais de cério, zinco, zircdnio ou ainda camadas de
cromo e fosfatos. Romano et al. (2011) obtiveram resultados positivos para resisténcia a
corrosao filiforme da liga de aluminio 6016, em seu estudo os autores caracterizaram filmes
hibridos compostos por trés silanos diferentes, (glicidiloxipropiltrimetoxissilano (GPS),
tetraetoxissilano (TEOS) e metiltrietoxissilano (MTES)) hidrolisado em dois pH diferentes (2
e 3,5).

Salvador et al. (2017) aplicaram revestimentos a precursores 3- (trimetoxissilil propil)
metacrilato e alcoxidos de tetraetoxissilano pelo método sol-gel em liga de titdnio-aluminio-
vanadio com o intuito de melhorar a taxa de sucesso dos implantes e controlar a liberacdo de
fons citotoxicos pela liga metalica.

Dentre os filmes hibridos, os obtidos pelo método sol-gel a base de silanos
organofuncionais evidenciam propriedades relevantes aos biomateriais, como o aprimoramento
da molhabilidade e rugosidade das superficies em que sdo aplicados, além de serem eficientes
na protecdo barreira contra processos corrosivos (KREGIEL, D., 2014).

3.2.1. Método sol-gel

O processo sol-gel foi empregado pela primeira vez em escala industrial em 1939, por
Schott Glass com o intuito de depositar camadas de 6xidos sobre vidros. Estudos posteriores
mostraram a viabilidade de controlar a taxa das reacdes de hidrolise e condensacéo de alcoxidos
durante a transicdo sol-gel, fato que impulsionou a utilizacdo deste processo em varias areas
tecnolégicas (HIRATSUKA, 1994; ZHENG e BOCCACCINI, 2017).

A definicdo do termo sol é utilizada para denominar a disperséo de particulas coloidais,
com dimensdes entre 1 e 100 nm, estaveis em um fluido. J& o termo gel representa um sistema
formado pela estrutura rigida de particulas coloidais ou de cadeias poliméricas com a fase
liquida imobilizada nos intersticios (HIRATSUKA, 1994; ALFAYA e KUBOTA, 2002).

A técnica de obtencdo de revestimentos hibridos, a base de silanos, por meio de sol-gel
é um método bastante difundido e de baixo custo efetivo. Dentre as principais vantagens, pode-

se citar a facilidade de controle e ajuste da estequiometria, além da possibilidade de trabalhar
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em condicGes de pressédo e temperatura ambiente. (OWENS et al., 2016; SALVADOR et al.,
2017).

A tecnologia do sol-gel é considerada uma ferramenta versatil devido a facilidade de
manipulacdo, configuracdo e composicdo quimica dos produtos, bem como a eficiéncia na
producdo de materiais com diferentes caracteristicas fisico-quimicas para diversas aplicacdes
(ZHENG e BOCCACCINI 2017).

A partir do processo sol-gel, € possivel obter revestimentos hibridos protetores a base
de precursores alcoxidos de silicio. Estes revestimentos tém se destacado pelas propriedades de
barreira e a auséncia de toxicidade. A sua eficiéncia deve-se a combinacdo de propriedades
inorgénicas e organicas no mesmo filme. Estudos destacam a escolha do processo sol-gel como
sendo adequada para obter filmes protetores e biocompativeis (BELTRAMI et al., 2017;
SALVADOR et al., 2017; SARMENTO et al., 2010; CHOUDHURY et al., 2011).

Quimicamente, o processo sol-gel é baseado em reacGes de polimerizacdo de sais
inorgénicos, tais como cloretos, nitratos e sulfitos, ou, ainda, precursores hibridos com
ramificacdes organicas como os alcoxidos (BRINKER e SCHERER, 1990). A obtencdo de
filmes protetores a partir de alcoxi-silanos ocorre em etapas. Primeiramente, ocorre a hidrolise
das moléculas dos alcoxi-silanos, seguida da deposicao da solucdo hidrolisada sobre o substrato
metélico a partir de adsorcdo por ligacBes de hidrogénio e posterior condensacdo dessas
moléculas depositadas no substrato. Posteriormente as reacdes de hidrolise e subsequente
condensacgdo dos componentes hidratados, tem-se a formacéo de particulas coloidais ou cadeias
poliméricas lineares. No caso dos silanos organofuncionais, a reacdo de hidrélise produz
grupos silanois (Si—OH) soluveis em agua e etanol quando em meio acido, e ocorre um ataque

eletrofilico ao grupo OR’, conforme representado pela reacédo (1) (OWENS et al., 2016).

Si-OR’ + H20 — Si—OH + H-OR’ (1)

Hipoteticamente, se aplicados em superficies metalicas, os silanos se ligam a superficie
do metal (M) por ligacdes de hidrogénio entre os hidréxidos metalicos (M—OH) e 0s grupos
OH dos silandis, além de estabelecerem ligacGes de hidrogénio entre si. Durante a fase de
condensacdo, ocorre a liberacdo de moléculas de dgua e a conversao das ligac6es de hidrogénio
em ligagdes siloxano (Si—O—Si) e metalosiloxano (Si—O—M) (KUNST et al., 2011). A reagdo
(2) representa a interface silano/metal, ja a reacdo (3) representa a formacdo de um filme

reticulado ou uma cadeia siloxano.
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Si—OH (solugdo) + M—OH (superficie do metal) — M—O-Si (interface) + H.O (2)

Si—OH + M—OH — Si—0O-Si (filme de silano) + H,O 3)

Estudos destacam que a boa adesdo de filmes silanos obtidos pelo método sol-gel
dependem das reacdes citadas anteriormente, presentes na interface silano/metal. Além disso,
os parametros do processo influenciam diretamente na obtencdo de um filme resistente e
aderente, dentre os principais pode-se citar: pH do sol, tempo de reacdo de hidrolise, tempo e
temperatura de cura do filme, preparacao da superficie do metal, além do tempo de imerséo do
metal no sol e a concentracao dos precursores, bem como da agua e do solvente utilizado (ZHU;
OOlJ, 2003; KUNST et al., 2011).

Longhi et al. (2015) mencionaram que o processo sol-gel e os diferentes parametros de
obtencdo, bem como a utilizacdo de precursores a base de silano, funcionam como uma
alternativa promissora para obter filmes protetores e biocompativeis. Wang et al. (2013)
estudaram diferentes proporcGes de revestimentos a base de precursores tetraetoxisilano
(TEOS) e metiltrietoxisilano (MTES) sobre o ago inoxidavel 316L e a sua influéncia na
topografia e hidrofobicidade da superficie do material. Destacando, nesse caso, que o filme
obtido com propor¢cdo molar de TEOS/MTES de 40/60 apresentou um angulo de contato de 85°
e demonstrou o melhor desempenho de compatibilidade com o sangue em stent vascular.

Salvador et al. (2017) avaliaram as propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas,
mecanicas e eletroquimicas de revestimentos hibridos a base de alcoxissilanos 3-metacrilato de
(trimetoxisilil) propilo (MAP) e TEOS aplicados na liga Ti-6Al-4V sob a influéncia de
diferentes temperaturas de cura e pre-tratamentos da superficie da liga para aplicacdes
biomédicas. Os autores concluiram que o filme obtido a partir de precursores MAP e TEOS
curado a 90 °C funcionou como uma barreira eficaz de protecdo, denotando resisténcia a
corrosdo, 0 que consequentemente diminuiu a possivel liberagcdo de ions citotoxicos no corpo
humano. Também enfatizaram que a eficiéncia da protecédo anticorrosiva dos revestimentos esta
relacionada diretamente aos parametros escolhidos durante o processo sol-gel.

Akhtar et al. (2018) avaliaram os efeitos do tempo de imerséo e 0 nimero de imersées
para revestimentos de silano a base de glicidoxipropiltrimetoxissilano (GPTMS) e
metiltrimetoxisilano (MTMS) e nanoparticulas de silica preparados pelo método sol-gel
aplicados em substratos de aco inoxidavel AISI 304. As analises eletroquimicas mostraram que
0 revestimento com a melhor resisténcia a corrosao do aco foi o obtido com 3 ciclos de imersdo

e um tempo de imerséo de 10 min.
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Beltrami et al.(2017a) avaliaram diferentes precursores alcoxidos, 1,2-Bis (trietoxissilil)
etano (BTSE), TEOS e MAP. Um filme espesso e irregular a partir de BTSE contrastou com o
filme desenvolvido dos precursores TEOS-MAP combinados, que apresentou caracteristicas de
um filme mais compacto e uniforme, com boa aderéncia ao substrato e com maior desempenho

eletroquimico quando comparado aos demais sistemas.

3.2.2. Precursores alcoxidos MAP e TEOS

Os organosilanos sdao compostos hibridos, uma vez que sua estrutura € composta por
grupos organicos e grupos inorganicos. Uma das vantagens desse tipo de composto € a
compatibilidade com outros materiais, pois fornecem propriedades diversas que se encaixam a
variadas aplicacdes (WANG et al., 2007).

Utilizados como promotores de adesdo, agentes de acoplamento e agentes dispersantes
para cargas na indudstria de revestimentos devido a boa protecdo a corrosdo, além das
propriedades de adesdo em revestimentos organicos e diferentes substratos metalicos (OOIJ et
al., 2005). Os silanos sdo divididos em categorias de acordo com a estrutura quimica, 0s
monossilanos e os bis-silanos. A estrutura quimica geral dos monossilanos € representada por
X3Si(CH2)nY, onde Y corresponde ao ligante organofuncional e X € o grupo alcoxi hidrolisavel,
no caso dos bis-silanos, ha a presenca de dois grupos alcoxi hidrolisaveis, conforme estrutura
geral XsSi(CH2)nYm(CH2)nSiXs.

Os precursores TEOS e MAP sdo classificados no grupo dos monossilanos, cujas

estruturas quimicas séo ilustradas na Figura 2 (a) e 2 (b), respectivamente.

HsC CH
3 \—O o Y, 3 QpHg O
:‘S|: H300_$IMO CHo
/0 0\ OCHs
ch CH3 CHS

(a) (b)
Figura 2: Estrutura quimica dos precursores TEOS (a) e MAP (b).
Fonte: Adaptado de Sigma-Aldrich (2018).

O TEOS é um monossilano muito utilizado como formador de rede e segundo dados

obtidos do fornecedor, Sigma-Aldrich, apresenta as seguintes caracteristicas: formula quimica
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Si(OC2Hs)4, massa especifica de 0,933 g mL™, massa molecular de 208,3 g mol? e ponto de
fulgor de 48 °C. JA& 0 MAP ¢ bastante utilizado para obter revestimentos mais densos e
compactos, uma vez que é considerado um agente alcoxido reticulado, além de possibilitar
ligacOes estaveis entre as fases organicas e inorganicas, fator que auxilia na formacao de filmes
menos espessos e sem  fissuras (KUNST et al, 2013). O MAP
(H2C=C(CH3)CO2(CH>)sSi(OCH3)3) apresenta massa molecular 248,59 mol?, massa
especifica de 1,045 g mL* e ponto de fulgor de 92 °C.

Beltrami et al. (2017) e Salvador et al. (2017) propuseram mecanismos de reacdo para
filmes obtidos a partir de precursores MAP e TEOS, como ilustrado na Figura 3. Na primeira
etapa, Figura 3 (a), visualiza-se a reacdo de hidrélise dos precursores em agua e etanol, e é
possivel observar uma ruptura das ligacGes organicas e a formacéo de ligacbes Si—OH. Na etapa
subsequente, Figura 3 (b), tem-se a ligacdo entre os grupos OH presentes no MAP e 0s grupos
OH presentes no TEOS, formando uma ligacdo de siloxano (Si—O-Si), e as particulas
silanizadas tornam-se reativas ligando-se as particulas de MAP por ligacdo dupla no grupo
propilmetacrilato. Na fase de cura, Figura 3 (c), observa-se grupos silanois adsorvidos na
superficie do metal por meio de ligagbes de hidrogénio, que se tornam ligacdes covalentes
metélicas pela reacdo de condensacdo durante o processo de reticulacdo, formando uma rede

protetora e resistente.
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Figura 3: Mecanismos de reacéo para filmes obtidos a partir de precursores MAP e TEOS
Fonte: Adaptado de SALVADOR et al. (2017).
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Entretanto, a eficacia deste tipo de revestimento esta relacionada com a preparacao da

superficie, a adesdo ao substrato, bem como o tipo de revestimento a ser aplicado

posteriormente ao filme silano (CASAGRANDE et al., 2018). Os filmes hibridos obtidos a

partir de precursores alcoxidos especificos sdo considerados pré-tratamento para a protecdo a

corrosdo de diferentes substratos (KUNST et al., 2013), além proporcionar melhorias na
biocompatibilidade de implantes metalicos (CASAGRANDE et al., 2018). Segundo Kunst et

al. (2013), os componentes inorganicos proporcionam melhoria nas propriedades de adesdo e

resisténcia a corrosdo, ja os componentes organicos dos filmes hibridos aumentam a

flexibilidade e compatibilidade com outros sistemas organicos, tais como pintura. Nesse

sentido, a deposicdo de filmes finos por magnetron sputtering sobre filmes a base de silano

pode ser uma alternativa promissora para diversas aplicagoes.
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3.2.3. Deposicao fisica de vapor (PVD)

A deposicdo de filmes finos pode ser realizada a partir de diversas técnicas. Quando
ocorre por deposic¢do fisica de vapor (PVD), o material a ser depositado, o alvo, é transformado
em vapor por processo fisico, térmico ou colisdo (SIMON, 2018; MATTOX, 2018).

O processo PVD consiste na remogéo de 4&tomos do alvo e o direcionamento destes para
um substrato em um ambiente de vacuo ou plasma gasoso sob baixa pressdo. Na superficie do
substrato ocorre a nucleacdo e coalescéncia das particulas, formando um filme fino. Esse
processo inicia pela formacdo de pequenos aglomerados que apresentam um crescimento em
ilhas para posterior formacao de um filme continuo (MATTOX, 1998; BUNSHAH, 1994).

Dentre as vantagens dos processos PVD, tem-se a possibilidade de depositar filmes a
temperaturas baixas, o que facilita a deposi¢do em diversos materiais, tais como polimeros que
se degradam a elevadas temperaturas, fato relevante para aplicacdo de metais sobre filmes
poliméricos, ou filmes hibridos que se degradam com facilidade. Além disso, a espessura do
filme depositado por esse tipo de técnica pode variar de nanémetros a micrémetros, e as taxas
de deposicdo podem alcancar de 10 a 100 A s (MATTOX, 2018).

O processo PVD pode ocorrer basicamente em duas variagdes: evaporacdo térmica, ou
e-beam, e a pulverizacdo catddica magnetronica (magnetron sputtering). Quando comparadas
as técnicas, 0 magnetron sputtering apresenta algumas vantagens em relacdo a e-beam, tais
como maior adsorcdo, alta adesdo ao substrato, pode ocorrer em baixo vacuo, além da
uniformidade do filme formado (SIMON, 2018).

O magnetron sputtering consiste em remover atomos ou moléculas da superficie de um
material sdlido (alvo) e conduzir essas particulas até o substrato no qual se deseja efetuar a
deposicdo. Os atomos do alvo, em contato com a superficie do substrato, passam por uma
nucleacdo seguida da coalescéncia, o que promove a formacao do filme fino. Esse processo €
realizado em uma camara de vacuo na presenca de gases, constituintes do plasma, a baixas
pressdes (MATTOX, 2018; WASA e ADACHI, 2004).

No interior da camara, a aplicacéo da alta tensdo ao gas argénio em baixa pressao produz
uma descarga gasosa, tendo-se a formacdo de uma regido eletricamente neutra contendo ions
de argonio e elétrons, denominado plasma (SWAN, 1988). Esquematicamente, a Figura 4
ilustra o processo de magnetron sputtering com fonte de corrente continua (DC). O alvo é
conectado ao catodo e o substrato ao anodo, os &tomos arrancados do alvo colidem no plasma

na trajetoria até o substrato e, dessa forma, se condensam para formar o filme fino.
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Figura 4: Processo de magnetron sputtering com fonte DC.
Fonte: PASCHOAL (1998).

A técnica de magnetron sputtering pode ser aplicada para diversas finalidades, na
industria de computadores, por exemplo, é amplamente utilizada para ao recobrimento de discos
rigidos, no setor metalomecanico é utilizada para obter maior resisténcia e dureza de metais
(SILVA et al., 2017).

Estudos tém aplicado o uso da técnica em biomateriais. Gonzalez et al. (2017)
propuseram o uso de filmes finos de liga Ti-Nb como revestimento de superficie depositados
em substrato aco inoxidavel AlISI 316L. Os resultados mostraram menores valores de modulo
de elasticidade e valores de dureza iguais ou maiores do que as ligas comercialmente utilizadas,
bem como altos valores de deformacéo plastica entre o revestimento e o substrato.

Bolbasov et al. (2017) avaliaram a deposicdo de revestimentos finos de titanio usando
sputtering na superficie de suportes fibrosos biorreabsorviveis. As propriedades fisico-quimicas
dos scaffolds modificados foram descritas utilizando MEV, EDS, DSC, goniometria Optica,
testes mecanicos, além de viabilidade e adesdo celular. Os autores verificaram que a deposi¢édo
de revestimentos finos de titanio na superficie dos suportes fibrosos aumenta a adesdo celular
possuindo atividade pré-angiogénica.

Crespo et al. (2018) avaliaram as condi¢Oes ideiais para melhorar as propriedades
triboldgicas, e contra a corrosdo de revestimentos de dupla camada Ti/TiN depositados em

substratos de aco inoxidavel AISI 316L por magnetron sputtering. Os autores sugeriram,


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0257897217302542#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0169433216327386#!
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baseados em resultados eletroquimicos, que os filmes obtidos podem ser potencialmente

aplicados como implantes biomédicos.

3.3.  VIABILIDADE CELULAR

Os fatores que influenciam a biocompatibilidade de um implante sdo inimeros, tais
como tamanho e formato do implante, composicdo do material utilizado, além da
hidrofobicidade, rugosidade e carga da superficie. Nesse sentido, o biomaterial ndo deve
provocar reacdes adversas, modificar proteinas e enzimas ou produzir respostas alérgicas e
toxicas. Além disso, o biomaterial ndo deve sofrer processos de degradacdo biologica ou
mecanica, pois resultaria na perda de propriedades fisicas e mecéanicas (ELIAZ, 2019).

Devido as diversas reacdes adversas que podem ocorrer ao corpo humano em contato
com um biomaterial, € importante que se avalie adequadamente o seu desempenho em contato
com tecidos humanos. Para analisar o biomaterial em relacdo a sua biocompatibilidade, €
necessario avaliar os efeitos do meio biolégico sobre os materiais e os efeitos do material no
tecido em que esté inserido (MARQUES, REIS e HUNT, 2002; RAMOT et al., 2016).

Avaliar a biocompatibilidade de um biomaterial envolvem testes in vitro e in vivo. A
finalidade desses ensaios direciona-se para verificar as respostas alérgicas, inflamatérias e
citotoxicas do biomaterial em relacdo ao tecido ao qual tem contato (KATTI et al., 2002). A
medida da viabilidade celular de uma célula é caracterizada pela capacidade de realizar
determinadas funcgdes, tais como metabolismo, crescimento e reproducdo, além da
adaptabilidade ao meio (ESTRELA et al., 2011).

Diversos sdo os ensaios utilizados para avaliar a viabilidade celular. Dentre esses, a
avaliacdo da atividade metabdlica mitocondrial pelo teste (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
brometo de tetrazdlio) (MTT) é amplamente utilizada. Para esse ensaio, apenas as células
viaveis metabolicamente ativas convertem o reagente MTT em um produto de coloragéo roxa.
Esse componente € um precipitado insoltvel intracelular que pode ser encontrado nas
proximidades das paredes das células. Para realizar as medidas de absorbancias, o produto é
solubilizado no meio de cultura, e a intensidade do sinal captado € diretamente relacionado com
0 namero de células viaveis, sua atividade metabdlica e a concentracdo de MTT convertido.

Outro fator importante € a adesdo celular, que inclui a capacidade da célula em aderir e

proliferar sobre a superficie do material. Essa fase é considerada o inicio da interagdo célula-
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material. A falta de adesdo pode desencadear na incapacidade da superficie do biomaterial se
ligar ao tecido e ao 0sso adjacente, o que pode formar tecido fibroso em torno do implante,
promovendo o seu afrouxamento (CHEN e THOUAS, 2015).

Segundo Feller et al. (2015), o grau de rugosidade da superficie, a quimica da superficie,
topografia e molhabilidade de um biomaterial afetam as respostas celulares, tais como adesao,
proliferacéo, diferenciacdo e migracdo. De um modo geral, a ades&o celular ocorre por meio de
varios mecanismos que incluem interacdes entre receptores da superficie celular e moléculas
especificas que sdo adsorvidas, depositadas ou secretadas sobre o biomaterial.

A superficie do biomaterial é o primeiro componente do implante que entra em contato
com as células ou fluidos biol6gicos. Sendo assim, a biocompatibilidade serad influenciada
principalmente pelas caracteristicas da superficie do material, e torna-se importante que o
biomaterial apresente uma superficie que se integre ao 0sso e tecidos circundantes. Estudos
indicam que é necessario considerar propriedades como rugosidade, molhabilidade e topografia
da superficie para manter a eficiéncia do implante durante sua vida util (CHEN e THOUAS,
2015; ELIAZ, 2019; MENZIES e JONES, 2010).

Casagrande et al. (2018) afirmaram que a utilizacdo de revestimentos hibridos obtidos
por sol-gel aplicados sobre superficies metalicas pode ser uma alternativa para aprimorar a
capacidade de osseointegracdo e diminuir a rejeicdo dos implantes, tornando a superficie
propicia a diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (CTMs).

Premkumar et al. (2018) afirmaram que a modificacao de superficies de aco inoxidavel
AISI 316L com aplicacdo de um revestimento bioceramico € um método eficaz para aumentar
a resisténcia a corrosdo e a biocompatibilidade do material.

Hosseinalipoura et al. (2010) relataram que a obtencdo de revestimentos hibridos
organicos-inorganicos a base de metacriloxipropiltrimetoxissilano (TMSM) e
tetraetilortossilicato (TEOS) em diferentes proporcGes molares por sol-gel, aplicados em aco
inoxidavel AISI 316L, apresentaram resultados promissores. Os revestimentos aumentaram a
hidrofilicidade das superficies de aco 316L, além disso, testes in vitro mostraram a ndo
toxicidade para células L929.

Diaz et al. (2016) destacaram em seu estudo que revestimentos hibridos (organico-
inorganicos) obtidos por sol-gel liberaram gradativamente compostos de silicio sob condi¢cdes
in vivo, estimulando a proliferacdo de células 6sseas e, consequentemente, uma rapida e efetiva
osseointegracdo. Dessa forma, evidencia-se a relevancia de pesquisas relacionadas ao uso de
revestimentos hibridos obtidos por sol-gel, alem de outros métodos de modificacdo de

superficies metélicas para aplicacdes em biomateriais.
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3.4. ESTUDOS RELACIONADOS A DEPOSICAO POR MAGNETRON SPUTERRING
EM BIOMATERIAIS

Considerando o cenério da crescente demanda por biomateriais e 0 niUmero de empresas
que investem no desenvolvimento de novos materiais para a area biomédica, a motivacéo deste
estudo contextualiza-se, também, no aumento das pesquisas relacionadas ao campo dos
biomateriais nos ultimos 20 anos.

A Figura 5 ilustra graficamente o nimero de publicagdes relacionadas ao tema
“biomateriais”, segundo a PubMed. E possivel observar que é um tema de pesquisa crescente,

com um aumento gradativo no nimero de publica¢des sobre o0 assunto ao longo dos anos.
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Figura 5: Publicacdes cientificas divulgadas a partir de 2000 até 2020 utilizando a palavra-chave “biomaterial”,
segundo a PubMed.

Todavia, a modificacdo de superficies de biomateriais utilizando magnetron sputtering
é um tema bastante recente. Observa-se, na Figura 6, o grafico representativo do numero de
publicacdes para as palavras-chave “biomateriais” e “magnetron sputtering”, que o tema ainda
é pouco difundido e, embora o numero de pesquisas seja crescente, ainda é um assunto pouco
estudado no campo dos biomateriais.

De acordo com a ampliagdo do mercado na area da saude, novos biomateriais surgem.
Pesquisas recentes destacam métodos de modificacdo de superficie dos materiais como técnicas

promissoras. Subramanian et al. (2013) estudou a resisténcia a corrosao e adesdo bacteriana de
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revestimentos nanoestruturados de nitreto de titanio (TiN) e nitreto de niébio (NbN), preparados
pelo método de pulverizacdo por magnetron sputtering em substratos de aco inoxidavel
AISI316L. Os implantes revestidos com multicamadas TiN/NbN apresentaram uma reducao
significativa na quantidade de bactérias aderidas & superficie do material, em relagdo as
amostras sem revestimento com rugosidades maiores. Além disso, as curvas de polarizacao
potenciodindmica, utilizando como eletrolito fluido corpéreo simulado, mostraram uma
variagdo positiva nos valores de Ecor € a diminuicdo de lcorr, 0 que representa uma maior

resisténcia a corrosao das amostras revestidas em comparagdo ao substrato.

Publica

2000 2005 2010 2015 2020
Ano

Figura 6: Publicacdes cientificas divulgadas a partir de 2000 até 2020 utilizando as palavras-chave “magnetron
sputtering; biomaterial”, segundo a PubMed.

No estudo de Yi et al. (2019), foram avaliados dois revestimentos a base de nitreto de
titinio e nitreto de zirconio depositados por magnetron sputtering em substrato de aco
inoxidavel AISI 316L, concluindo que os revestimentos TiN e ZrN aumentaram
significativamente a resisténcia do substrato. Conforme as curvas de polarizacéo e os diagramas
de EIE, os autores atribuiram ao revestimento de TiN maior resisténcia a corrosdao comparado
ao revestimento de ZrN. Além disso, os resultados do angulo de contato indicaram que o TiN
e 0 ZrN também podem melhorar a hidrofobicidade do ago inoxidavel.

Bait et al. (2017) avaliaram a influéncia da tensdo de Bias nas propriedades de filme de
TiO2 depositado por magnetron sputtering em substrato de ago inoxidavel AISI 304L para
aplicagdes biomédicas. Resultados experimentais mostraram que houve um aumento na dureza
do material, de 2,2 para 6,4 GPa, utilizando uma tensdo de 75 V. Além disso, também foi
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observado pelos autores um aprimoramento nas propriedades eletroquimicas em relagdo a
amostra ndo tratada. Para simular condi¢des biologicas naturais, o soro fisiologico (pH = 6,3),
controlado termostaticamente a 37 °C, foi utilizado como eletrolito.

Dhandapani et al. (2016) utilizaram carbono amorfo incorporado com titanio (a-C:Ti)
pela técnica de magnetron sputtering para revestir ago inoxidavel AlISI 316L, com o objetivo
de aprimorar as propriedades triboldgicas, de resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade do
material. Dentre as variacOes testadas, a amostra que apresentou a presenca de TiC
nanoestruturado para teor de Ti de 2,33% em massa demostrou propriedades triboldgicas
superiores em comparacdo com 0s outros revestimentos a-C:Ti. Além disso, estudos de
corrosao foram realizados em fluido corpdreo simulado e mostraram que as amostras contendo
Ti na composigdo do revestimento foram mais resistentes a corrosdo quando comparadas as
amostras que continham somente a-C puro. Seguindo essa tendéncia, o0s testes de
biocompatibilidade in vitro com osteoblastos também mostraram a melhora das propriedades
nas amostras contendo Ti em relacdo as demais. Os autores afirmam, com base nesses
resultados, que revestimentos de a-C:Ti nas proporcdes ideais, depositados por magnetron
sputtering em aco inoxidavel AlISI 316L, podem ser uma alternativa eficiente para melhorar as
propriedades do biomaterial.

Embora haja pesquisas que avaliem o método de deposicdo por magnetron sputtering
em substratos de aco inoxidavel para aplicagdo como biomaterial, o estudo da
biocompatibilidade e das propriedades eletroquimicas de materiais, obtidos pela deposicdo de
titanio em aco inoxidavel AISI 316L é um assunto relevante e inovador diante do crescimento
do uso dos biomateriais. Portanto, pesquisas relacionadas a esse tema sdo pertinentes, uma vez

que € um assunto ainda pouco explorado na amplitude do campo dos biomateriais.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. MATERIAIS

Os reagentes utilizados nesta pesquisa foram: os precursores alcoxidos de silicio
tetraetoxisilano (TEOS, 96%) e metacrilato de 3-(Trimetoxissilil)propil (MAP, 96%), ambos
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich, alcool etilico (99,5%) e é&cido acético (99,8%),
fornecidos pela Neon Comercial Ltda. Na deposi¢do de titanio utilizou-se um alvo de Ti
fornecido pela William Advanced Materials, EUA, com pureza de 99,995%.

Para a aplicacdo do revestimento, foram empregados painéis de aco inoxidavel AISI
316L, fornecidos por Michelon Maquinas e Equipamentos Ltda., com dimensdes de
20 mm x 20 mm x 2 mm. A Tabela 2 apresenta a composi¢do quimica (em percentual méassico)
do aco inoxidavel empregado neste estudo, realizada pelo método de emissdo Optica no
Espectro Cast do Laboratério de Ensaios Mecanicos (LAMEC) da Universidade de Caxias do
Sul (UCS), e a Tabela 3 apresenta a composi¢cdo nominal do aco inoxidavel AISI 316L segundo
anorma ASTM A240 316L. Observa-se que a composicao do acgo utilizado neste estudo condiz
com os limitrofes da norma, onde os elementos cromo e 0 niquel apresentaram percentuais

massicos de 15,36 e 9,81 % m/m, respectivamente.

Tabela 2: Composicdo quimica do aco inoxidavel 316L

Elementos C Si Mn P S Cr Ni Mo Co Fe

% (m/m) | 0,0282 | 0,4567 | 1,362 | 0,0321 | 0,0148 | 15,36 | 9,81 | 1,781 | 0,2457 | 70,909

Tabela 3: Composicdo quimica nominal do ago inoxidavel AISI 316L segundo a ASTM

Elementos | C max. | Si max.| Mn max. | P max. | S max. Cr Ni Mo Fe

% (m/m) | 0,03 0,75 2,00 0,045 0,038 16-18 | 10-14 2-3 | balango

Fonte: ASTM A240 316L.

Embora 0 aco denominado F138 seja 0 mais indicado para o uso em biomateriais, nesta
pesquisa foi utilizado substrato de ago inoxidavel AISI 316L, principalmente pelo seu baixo

custo. O intuito de utilizar esse ago inoxidavel para este estudo foi justamente verificar a
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possibilidade de aprimorar as propriedades do material, a tal ponto de torna-lo equivalente a

materiais mais nobres para as aplica¢cdes biomédicas, com custo acessivel.

4.2. METODOS

A Figura 7 mostra o fluxograma do processo da obtencdo das amostras.
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Figura 7: Fluxograma do processo de obtengdo das amostras.

Todas as amostras foram lixadas com lixa de carboneto de silicio de diferentes
granulometrias (#320, #600, #1000 e #1200) para nivelar suas superficies, antes de receber o
filme hibrido. Apds esse processo, as amostras foram desengraxadas com detergente alcalino
Extran MAO1 Merck e enxaguadas com agua destilada. Posteriormente, a fim de melhorar a
adesdo do revestimento ao substrato, as amostras foram submetidas a um pré-tratamento
alcalino com hidroxido de sédio (NaOH 0,01 mol L) por 3 min a 20 °C (CASAGRANDE et
al., 2018; SALVADOR et al., 2017).

Os revestimentos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de reacdes de hidrolise
dos precursores MAP e TEOS em etanol e 4gua destilada nas seguintes propor¢ées: TEOS (10%
v/v); MAP (15% v/v); agua (15% v/v); etanol (60% v/v) (BELTRAMI et al., 2017; SAKAI et
al., 2012; SALVADOR et al., 2017). O filme hibrido foi obtido pelo método sol-gel e os valores
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de pH foram ajustados com &cido acético (0,1 mol L'Y) em torno de 4. Posteriormente, o
processo de hidroélise soltvel foi realizado por um periodo de 24 horas a 20 °C (KUNST et al.,
2013). Os parametros utilizados neste estudo estdo baseados na literatura citada anteriormente
e em ensaios laboratoriais preliminares.

As amostras foram divididas em dois grupos: um grupo de amostras foi submetido a
uma aplicacao superficial de revestimento (FH) e o outro grupo de amostras foi submetido a
duas aplicaces superficiais de revestimento hibrido (FH_2).

O grupo FH recebeu uma aplicacdo de sol na superficie metélica por dip-coating, com
taxa de imersdo e remocao de 10 cm min-1 com tempo de permanéncia de 5 min (KOKUBO et
al., 2006). Apos a aplicacdo do sol, as amostras foram expostas ao ar durante 20 min a
temperatura ambiente de aproximadamente 20 °C para promover a evaporagdo dos solventes e
iniciar a condensacdo do revestimento no substrato. O filme obtido foi curado em estufa por 1
hora a temperatura de 90 °C (BELTRAMI et al., 2017; SALVADOR et al., 2017). No grupo
FH_2, apds a exposigdo ao ar por 20 min e a 90 °C em estufa, as amostras receberam uma
segunda aplicacédo de sol pelo processo de dip-coating utilizando 0s mesmos parametros que a
primeira aplicacdo. Posteriormente, os sistemas foram conduzidos para cura em estufa a 90 °C
por 1 hora.

A deposicao do filme fino de titanio por magnetron sputtering foi realizada nas amostras
contendo uma aplicacéo de filme hibrido (apés caracterizacdo das amostras contendo o filme
hibrido, definiu-se que o sistema FH apresentou o melhor desempenho em relacdo a FH_2
diante da protecdo a corrosdo do substrato). Para a deposi¢do do titanio foi utilizado um
equipamento de pulverizacdo catddica magnetrénica (magnetron sputtering), via técnica de
Deposicéo Fisica de Vapor (PVD), no Laboratério de Engenharia de Superficies e Tratamentos
Térmicos (LESTT) da Universidade de Caxias do Sul. Os parametros utilizados para a
deposicdo estdo descritos na Tabela 4 e foram baseados em alguns autores (BATISTA NETO
e CASTRO, 2015; NEMATI et al., 2018; ROMAN, 2010; CRESPO et al., 2018) e em testes

preliminares.
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Todos os parametros de processo (Tabela 4) foram mantidos fixos, exceto o tempo de

deposicgéo nas variagdes 10 e 20 minutos.

Tabela 4: Par@metros operacionais da deposi¢do por magnetron sputtering.

Parametros Operacionais

Poténcia DC (W) 100
Pressdo de Base (mbar) 2x107
Presséo de Trabalho (mbar) 5x1073
Temperatura de operacao (°C) 20
Tempo de Processo (min) 10; 20
Distancia entre o alvo e a amostra (cm) 6
Alvo Ti

A Tabela 5 descreve a nomenclatura utilizada para cada sistema de amostras, bem como

0s parametros utilizados.

Tabela 5: Nomenclatura das amostras estudadas de acordo com seus parametros de obtencao.

Nomenclatura da amostra

Aplicacéo de filme hibrido
MAP/TEOS

(nimero de aplicacGes)

Deposicdo de Ti por magnetron
sputtering

(tempo de deposicdo em min)

BRANCA : -
FH 1 -
FH_2 2 i
FH_Ti10 1 10
FH_Ti20 1 20
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4.3. CARACTERIZACAO DOS REVESTIMENTOS

4.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva (EDS)

Para avaliar a morfologia dos filmes estudados, foi utilizado o microscépio eletrénico
de varredura de emissdo de campo Tescan Mira3 (MEV-FEG) da Tescan Orsay Holding,
Republica Tcheca, no Laboratério Central de Microscopia (LCMIC), na Universidade de
Caxias do Sul (UCS). As amostras foram observadas no topo para identificar a morfologia
inicial da superficie, apds ensaio de aderéncia e apos o teste de impedancia eletroquimica para
verificar variacdes nos filmes e presenca de produtos de corrosdo, e posterior aos ensaios in
vitro para verificar a presenca de células aderidas. Apos o cultivo celular, as matrizes foram
fixadas com glutaraldeido por 30 minutos, lavadas com tampdo PBS e desidratadas com
etanol:agua (gradiente por no minimo 2 horas nas concentragdes de 25, 40, 55, 70, 85 e 100%),
posteriormente receberam uma fina metalizacdo com ouro. Além disso, as amostras foram
observadas apds um corte transversal para avaliar a espessura dos filmes formados. O
mapeamento elementar dos filmes foi realizado por espectroscopia por energia dispersiva

(EDS) usando o equipamento X-Maxd da Oxford Instruments, Reino Unido.

4.3.2. Aderéncia

O teste de aderéncia permite avaliar a adesdo de filmes em substratos metalicos,
aplicando e removendo uma fita sensivel a pressdo sobre cortes feitos no revestimento. A
aderéncia do revestimento ao substrato metalico foi avaliada seguindo o método B da norma
ASTM D3359-09. Foram realizados seis cortes horizontais e seis cortes verticais com
espacamento de 2 mm e angulo de 90° entre eles. Uma fita fibrosa 3M Scotch foi aplicada sobre
a area cortada, a fita foi removida em um Unico movimento em um angulo de 180° e a area

desplacada comparada com a norma.
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4.3.3. Corte Transversal

A preparagdo das amostras para realizagdo das micrografias da sessdo transversal
consistiu das etapas de corte da amostra, embutimento a frio com resina Poliester e polimento
com pasta de diamante. O corte da amostra foi realizado com a finalidade de se obter a sessdo
transversal da superficie das amostras. O procedimento foi realizado no Laboratdrio de Ensaios
Mecéanicos (LAMEC) da Universidade de Caxias do Sul (UCS). Apds corte, as amostras foram
embutidas a frio em um molde de silicone com o uso de resina Poliéster TECLAGO, foi deixado
24 horas em temperatura ambiente para a polimerizacdo completa. Posteriormente, as amostras
foram polidas em uma politriz metalogréafica de 2 velocidades e 2 pratos PLO2ED — TECLAGO,
Sao Paulo — Brasil.

4.3.4. Angulo de Contato

A molhabilidade das amostras foi avaliada a partir da medida de angulo de contato (AC)
estatico pelo método da gota séssil, utilizando um tensidmetro (Modelo 300, SEO Phoenix,
Coreia do Sul), no Laboratério de Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos Il (LEST
I1). Foram realizadas 3 medicdes em cada amostra em triplicata, com a técnica da gota séssil,

utilizando-se fluido corporeo simulado (SBF).

4.3.5. Perfilometria

A rugosidade meédia (Ra) foi avaliada por meio de medicdes realizadas com um
perfildbmetro (112, Taylor Hobson, Inglaterra) no Laboratério de Engenharia de Superficies e
Tratamentos Térmicos Il (LEST I1), os valores obtidos foram a média das medidas de 3 trilhos
de 10 mm em 3 dire¢es diferentes (0°, 45°, 90°).
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4.3.6. Microscopia de Forgca Atdmica (AFM)

A microscopia de forga atdmica (AFM) foi realizada com um Shimadzu SPM-9700,
Shimadzu do Brasil, operando em modo contato, com pontas de SiN e capacidade de varredura
vertical de 8 pm e area de varredura de 10 um x 10 um. A avaliacdo da rugosidade superficial
por AFM foi realizada por meio de medidas de Ra (desvio médio aritmético dos perfis). O
ensaio foi realizado no LCMIC, na UCS.

4.3.7. Ensaios Eletroquimicos

Os testes eletroquimicos foram conduzidos para avaliar a barreira e o efeito protetor dos
filmes estudados. O desempenho frente a protecdo contra a corrosdo dos revestimentos foi
avaliado a partir do monitoramento do potencial de circuito aberto (OCP), curvas de polarizagdo
e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) em um eletrolito de fluido corporeo
simulado (SBF), cuja composicdo é: KCI (0,224 g L), CaCl, (0,278 g L'Y), MgCl..6H.0
(0,305gL?), KyHPOs (0,174gL?), NaCl (8,035gL?), NaHCO; (0,353gL%Y),
(CH20H)sCNH; (6,057 g L) (KOKUBO et al., 2006). Adicionou-se acido cloridrico
concentrado (HCI) para ajustar o pH em 7,25 £ 0,05. Os testes foram realizados com um
potenciostato Iviumstat, da lvium Technologies, Paises Baixos auxiliado pelo software

Iviumsoft.

4.3.7.1. Potencial de Circuito Aberto (OCP)

Os potenciais de circuito aberto (OCP) das amostras estudadas foram monitorados em
triplicada com um potenciostato Ivium Technologies, Paises Baixos, modelo Iviumstat, no
Laboratorio de Corrosdo (LCOR-P), da UCS, durante 1 hora de imersdo em solucdo de SBF, a

37 °C, com o eletrodo de calomelano saturado (ECS) como referéncia, marca Analyser, Brasil,
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modelo 3A41. Essa temperatura de (37+2) °C para a solucdo de SBF foi obtida a partir do

aquecimento prévio em estufa da marca DelLeo Equipamentos Laboratoriais, Brasil.

4.3.7.2. Polarizagio Potenciodinamica

O ensaio de polarizacdo potenciodindmica foi realizado por 2000 segundos, em
triplicata, no potenciostato lvium modelo lvium Stat no LCOR-P da UCS em uma célula de trés
eletrodos, sendo ECS o eletrodo de referéncia, um fio de platina como o contraeletrodo, e a
amostra como eletrodo de trabalho, com éarea exposta de 0,739 cm?. Utilizou-se a solucio SBF
a temperatura de 37°C como eletrolito. O intervalo de varredura foi de 200 mV abaixo do
potencial de circuito aberto e 600 mV acima desse potencial, com velocidade de varredura de
1 mV s (SALVADOR et al., 2017).

4.3.7.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

Nas medidas de EIE, foi utilizado um potenciostato Ivium modelo Ivium Stat no LCOR-
P da UCS, onde se aplicou um sinal senoidal de 10 mV em torno do potencial de corrosao e
varredura de 100 kHz a 10 mHz (SALVADOR et al., 2017). O ensaio foi realizado em solucao
SBF como eletrolito a temperatura 37 °C e area exposta do eletrodo de trabalho de 0,739 cmz2.

As amostras foram monitoradas durante 96 horas de imerséo.

4.3.8. Ensaios in vitro

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, as amostras utilizadas foram esterilizadas em
oxido de etileno (ETO) a 55 °C com umidade de 35% e 150 min de tempo de aeracdo, realizado
pela empresa Esterilizare de Caxias do Sul. Esses parametros de esterilizacdo sdo os padrbes

utilizados pela empresa fornecedora do servico. A escolha do método de esterilizacdo baseou-
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se em alguns estudos que relatam que a temperatura destes processos afeta a
biocompatibilidade, pois podem alterar as caracteristicas de superficie dos materiais. Dessa
forma, definiu-se o uso de ETO para a esterilizacdo das amostras (BALDIN et al., 2017; PARK
e BRONZINO, 2002).

4.3.8.1. Obtencéo das células-tronco mesenquimais (CTM)

As células-tronco mesenquimais utilizadas neste trabalho foram isoladas de dentes
deciduos humanos, conforme estudos anteriores (SIQUEIRA et al., 2017). Os dentes deciduos
em processo de esfoliacdo foram obtidos na Clinica Odontolologica/Odontopediatria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), ap0s assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido registrado na Plataforma Brasil com nimero CAAE
36403514.6.0000.5347. Os dentes foram transportados até o Laboratorio de Hematologia e

células-tronco da Faculdade de Farméacia da UFRGS e processados.

4.3.8.2. Cultivo Celular

Para o cultivo celular, as amostras foram acondicionadas em placas de cultura de 48
pocos com didmetro de 12 mm cada. As células foram semeadas nos sistemas na densidade de
10.000 células viaveis/poco e incubadas a 37 °C com atmosfera umidificada a 5% de CO.. Para
0 grupo controle, foi semeado 0 mesmo numero de células diretamente sobre a placa de cultivo
(padrdo ouro para cultivo celular). Ap6s o periodo de cultivo, foram realizados os testes para
avaliar a viabilidade celular. O meio das culturas foi trocado duas vezes por semana. Para cada
teste foram realizados quatro experimentos, derivados de quatro diferentes isolamentos de

células-tronco.
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4.3.8.3. Viabilidade Celular

A viabilidade das células cultivadas sobre os materiais foi analisada por meio da
atividade metabdlica mitocondrial pelo teste (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil brometo de
tetrazolio) (MTT). Apds 14 dias de cultivo, 0 meio de cultura foi retirado e as células foram
incubadas com MTT 0,25 mg mLt a 37 °C. Apds esse periodo, a solugio de MTT foi removida,
os cristais formados foram solubilizados em 400 uL de dimetilsulféxido (DMSO) e foram
transferidos 200 uL para placa de cultivo de 96 pocos. A absorbancia obtida foi lida em
espectrofotdbmetro Spectramax, Molecular Devices, Estados Unidos da América, nos
comprimentos de onda de 560 nm e 630 nm, e os resultados foram calculados através da
diferenca entre as duas leituras (560nm - 630 nm).

4.3.8.4. Citotoxicidade

A citotoxicidade celular foi avaliada a partir da dosagem da enzima lactato
desidrogenase (LDH), usando o dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADH) formado pela
acdo enzimatica, por método colorimétrico (Labtest). O aumento da dosagem dessa enzima
aumenta com a morte celular. Para realizacdo do teste, aliquotas do sobrenadante das culturas
foram dosadas apds 1, 7 e 14 dias de cultivo. Para esse teste, foi também avaliado um grupo
controle do teste, denominado controle positivo. Esse grupo representa o controle de morte
celular total, para o qual as células foram cultivadas diretamente no poco e, no dia da dosagem,
Triton X-100 foi adicionado ao poco para obter uma concentracdo de 1% (v/v) durante 30
minutos, a fim de se verificar a liberacdo maxima de LDH. A dosagem da LDH foi feita no
equipamento 560 Labmax, Labtest Diagnostica S.A., Brasil utilizando o kit LDH Liquiform
— LABTEST.


http://www.labtest.com.br/equipamentos/labmax560
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4.3.8.5. Avaliacdo da presenca de celulas com coloragdo por DAPI

Para avaliar a presenca de células nas amostras, ap6s 2 semanas de cultivo, 0 meio de
cultura foi retirado e as amostras foram lavadas com uma solucéo tampé&o fosfato-salino (PBS)
para retirada das celulas ndo aderidas. As células aderidas foram fixadas com paraformaldeido
4%, por 20 min. Em seguida, foi realizada a marcag&o do nucleo celular com 0,5 mg mL-1 de
4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) em PBS por 1 minuto. Ap6s duas lavagens com PBS, a
presenca das células foi fotografada em microscopio invertido de fluorescéncia Nikon Eclipse
Ti, Nikon, Japéo.

4.3.8.6. Avaliagdo da viabilidade celular por coloracéo com calceina e iodeto de propidio

A avaliacdo qualitativa da viabilidade celular ocorreu analisando-se a coloracdo com
calceina e iodeto de propidio (IP). A calceina é incorporada no citoplasma das células vivas e
emite uma fluorescéncia verde. Ja o IP é expelido pelas células vivas, mas ndo pelas células
mortas, marcando-as com uma fluorescéncia vermelha. Apods descartar o0 meio de cultura das
células, as amostras foram lavadas com PBS e receberam uma solucdo contendo 0,5 pug mL-1
de calceina e 5 ug mL-1 de IP dissolvidos em tampé&o de fosfato por 10 minutos. As imagens
da fluorescéncia foram obtidas no microscopio de Fluorescéncia Leica DMi8, Leica

Microsystems, Alemanha.

4.3.8.7. Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo. A comparacdo das médias foi
realizada por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de post-hoc de Tukey para o
experimento de adesdo e teste de Kruskal-Wallis sequido do pos-teste de Dunn’s para 0s

experimentos de citotoxicidade e viabilidade celular utilizando o programa estatistico Prisma.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. FILMES HIBRIDOS A BASE DE MAP/TEOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizacao do filme
hibrido a base dos precursores MAP e TEOS, caracterizacdo das amostras FH e FH_2.

5.1.1. Analise morfoldgica por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS)

A Figura 8 ilustra as micrografias de topo obtidas por meio da técnica de MEV-FEG
para as amostras Branca (a), FH (b) e FH_2 (c). E possivel observar a presenca de microporos
na superficie do substrato sem revestimento, Figura 8 (a), o que pode ser oriundo do processo
de preparacdo da amostra (lixamento), ou ainda imperfeicdes do préprio material que nédo
podem ser notadas visualmente sem o auxilio de microscopia. Na micrografia de topo da
amostra contendo uma aplicacdo de revestimento hibrido (FH), ilustrado pela Figura 8 (b),
observa-se uma superficie uniforme com cobertura regular e sem fissuras. Em contrapartida, as
imagens obtidas do sistema contendo duas aplicacdes (FH_2) de revestimento apresentaram
uma morfologia menos uniforme quando comparada ao sistema FH, com a presenca de algumas
pequenas fissuras e acumulos pontuais, Figura 8 (c). Esses acumulos e fissuras podem ter
ocorrido durante o processo de condensacao do filme devido a precipitacdo de aglomerados
com maior concentracdo de silicio (Si), conforme espectro obtido por EDS (Figura 9). De
acordo com Beltrami et al. (2017a), a quantidade desses acumulos e fissuras é determinante
para a resisténcia a corrosao do filme, uma vez que podem constituir, provavelmente, defeitos
da camada por onde geralmente permeia o eletrolito.

Salvador et al. (2017) explicaram o comportamento do sistema FH, como um
revestimento mais uniforme em relacdo ao sistema FH_2, devido as liga¢cdes de hidrogénio na
interface revestimento-substrato em virtude da ativacdo da superficie metalica com o uso da
solucdo de NaOH. Casagrande et al. (2018) compararam diferentes tratamentos em substrato

metalico antes da aplicacdo de filme hibrido & base de silano, e concluiram que a superficie
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tratada com a solugdo de NaOH promoveu a formacao de um revestimento hibrido espesso e
homogéneo com melhor aderéncia ao substrato do que as outras amostras.

Pesquisas realizadas por Deflorian et al. (2006) sugeriram que a utilizagdo do pré-
tratamento alcalino em metais propicia a remocdo de impurezas superficiais, além de dotar a
superficie com hidroxilas, consequentemente favorecendo a formacgdo de ligacdes metal-
siloxano e gerando uma melhor ancoragem na interface.

Dessa forma, possivelmente a segunda aplicacdo de revestimento ndo apresente a
mesma ancoragem, bem como uma uniformidade no filme, uma vez que o contato do
revestimento ocorre com uma camada do préprio filme hibrido e ndo mais com o substrato e

grupos de hidroxilas.

Figura 8: Micrografias de topo obtidas por MEV-FEG para: (a) Branca; (b) FH e (c) FH_2. Magnificacdo
original de 1000x e 10.000x.
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Figura 9: EDS pontual dos aglomerados presentes no filme hibrido da amostra FH_2.

As Figuras 10 (a) e 10 (b) apresentam as micrografias apos inciséo no filme hibrido para
avaliar a interacdo do revestimento ao substrato com uma aplicacdo do revestimento hibrido e
duas aplicagdes, respectivamente. E possivel avaliar criteriosamente a ades&o dos revestimentos
ao substrato pelas imagens obtidas por MEV da regido proximas da incisao das amostras com
uma e duas aplicacdes, Figura 10 (a) e Figura 10 (b), respectivamente.

Observou-se, em ambos os sistemas FH e FH_2, a remocdo do revestimento na area
onde foi realizada a incisao para o teste, deixando evidente o substrato. Analisando as imagens
obtidas com o mapeamento dos elementos quimicos presentes nas amostras (Figura 11),
visualiza-se na trilha da incis@o o elemento ferro (Fe), principal componente do aco inoxidavel,
representado pela coloragdo amarela. Isso ndo é observado na regido adjacente a incisdo onde
ndo houve desplacamento do revestimento, nesta area nota-se uma maior concentracdo do
elemento quimico silicio (Si), principal constituinte do filme hibrido, representado pela
coloracdo azul. Em ambos os sistemas, verificou-se desplacamento apenas na regido da trilha
da incisdo; na area restante do substrato, os revestimentos demonstraram completa aderéncia.

Néo foi observada diferenca expressiva entre o comportamento dos diferentes
revestimentos testados, ambos se apresentaram aderidos ao substrato AISI 316L ap0s o ensaio
de adesdo. Beltrami et al. (2017) associaram a adesdo de revestimentos TEOS_MAP em
substratos metalicos com fortes forcas adesivas (interacdo entre o filme e a superficie do

substrato) e fortes forcas coesivas (interacdo intermolecular do filme).
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Figura 10: Micrografias de topo obtidas por MEV-FEG apds o teste de adesdo nos sistemas: (a) FH e (b) FH_2.

[ Ferro B silicio

Figura 11: Mapeamento de elemento quimico por cor das amostras (a) FH e (b) FH_2.
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A secéo transversal das amostras estudadas, apresentada na Figura 12 (a) para a amostra
FH e Figura 12 (b) para a amostra FH_2, foi avaliada com o intuito de estimar a espessura dos
revestimentos. Observa-se que as amostras FH e FH_2 apresentaram revestimentos regulares e
visualmente aderidos ao substrato. A espessura média do revestimento hibrido na amostra FH
(Figura 12 @) é de 7,51 um (£ 0,25 um) e 6,34 um (+ 0,27 um) na amostra FH_2 (Figura 12 b).

Resina

7,5 pm % 0,25

. .. Ea . '
Ao T T Y,

Substrato §u bstrato

Figura 12: Imagem MEV-FEG da secéo transversal das amostras estudadas: (a) FH e (b) FH_2.

Beltrami et al. (2017), em seu estudo com os precursores TEOS e MAP, afirmaram que
a espessura da camada de um filme composto por precursores alcoxidos depende da estrutura,
da composic¢éo quimica e da natureza do precursor. Segundo os autores, 0 MAP leva a formagéo
de camadas mais espessas e mais homogéneas, além de apresentar alta capacidade de formar
ligacGes Me — O — Si (Me=metal). Ao propor o mecanismo de reacdo entre TEOS-MAP, o0s
autores evidenciaram que a adicdo do MAP ao TEOS torna a estrutura da camada formada mais
compacta, devido a polimerizacdo dos grupos acrilato e da reticulagdo deles com a rede de
silicio.

Esperava-se que o sistema FH_2, Figura 12 (b), apresentasse uma espessura maior em
relacdo ao sistema FH, Figura 12 (a), no entanto, a espessura da camada foi menor. Segundo
Kunst et al. (2013), isso pode ocorrer devido ao excesso de calor no processo de cura que
aumenta o nimero de reacdes de reticulacdo entre os silanos, reduzindo a reatividade. Essa
perda de reatividade é causada pela conversao dos grupos silanol em siloxanos. Como resultado,
o filme FH_2, possivelmente, torna-se rigido pelo processo de pré-cura e as reacdes com
camadas subsequentes tornam-se mais dificeis. Fator que corrobora com o resultado da medida
de espessura de camada do sistema FH_2, uma vez que ndo foi possivel identificar na imagem
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de corte transversal, Figura 12 (b), uma diferenca entre as camadas das aplicagGes. Em
contrapartida, observa-se um filme denso semelhante ao sistema FH que se refere a apenas uma
aplicagéo.

Além disso, foi avaliado a presenca dos principais elementos quimicos componentes da
estrutura montada para estimar a espessura de camada. As Figura 13 e Figura 14 demonstram
0 mapeamento por cor dos elementos silicio, presente no filme hibrido MAP/TEQS,
representado pela coloragdo azul, do elemento ferro, componente principal da liga de aco
inoxidavel 316L, representado pela cor amarelo e, 0 elemento carbono presente na composi¢cdo

da resina epoxidica utilizada para o embutimento da amostra, representado pela cor vermelho,

para as amostras FH e FH_2, respectivamente.

oL
Silicio Ferro . Carbono

Figura 13: EDS da secdo transversal das amostras estudadas FH.

Em ambas as amostras (FH e FH_2), ficaram evidentes e destacadas as regides onde se
encontra cada composto do conjunto de preparacdo da amostra para corte transversal,
confirmando a presenca do filme MAP e TEOS na regido delimitada para mensurar a espessura

de camada.

Silicio Ferro . Carbono

Figura 14: EDS da secdo transversal das amostras estudadas FH_2.
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5.1.2. Angulo de Contato

A Tabela 6 apresenta os valores médios do angulo de contato obtidos pelo método de
gota séssil nas amostras. Avaliando-se os resultados, todas as amostras estudadas apresentam
uma superficie hidrofilica, com angulo de contato inferior a 90°. N&o se observou diferenca
expressiva entre os valores quando comparados os resultados de angulo das amostras com uma
(69°) e duas (65°) aplicagdes de revestimento hibrido. Porém, ambas apresentaram superficies

de carater mais hidrofilico em relacdo a amostra de ago inoxidavel (84°) sem revestimento.

Tabela 6: Resultados de angulo de contato da superficie das amostras.

Amostra Angulo de contato (°) Volulr(lsﬁ)a gota Imagg:tr: da
BRANCA 84 + 0,36 19,4 é
FH 69 40,31 18,8 _‘
FH 2 65 + 0,30 18,1 P e N

Salvador et al. (2017) avaliaram a molhabilidade de filmes hibridos a base de
MAP/TEQS aplicados sobre ligas de titanio, e destacaram um aumento no angulo de contato
das superficies contendo revestimento hibrido quando comparadas com o substrato sem
revestimento, obtendo angulo de 84°.

Para Casagrande et al. (2018), ap0s a deposicdo de revestimentos hibridos a base de
TEOS/MTES, o valor do angulo de contato das superficies diminuiu. Os autores afirmaram que
a diminuicdo do angulo de contato em relacdo as superficies ndo revestidas pode estar
relacionada a diminuicdo da rugosidade superficial do substrato com a aplicacdo de filmes
hibridos.

Além disso, os autores Shibata et al., (2015) e Goriainov et al. (2014) destacaram em
seus estudos que é desejavel, para melhores respostas no contato com células, tecidos e fluidos
corporeos, que se tenha superficies com caracteristicas mais hidrofilicas. Observaram uma
absorcdo mais eficaz de proteinas in vitro, permitindo uma adesdo e crescimento das células.

Dessa forma, os resultados de molhabilidade obtidos com a aplicacdo de filmes hibridos
foram favoraveis para a aplicacdo em biomateriais, pois as superficies revestidas apresentaram

caracteristicas hidrofilicas com angulos de contato inferiores a 90°.
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5.1.3. Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Os resultados obtidos a partir da anélise de AFM, com a finalidade de estudar a
topografia das amostras, sdo ilustrados na Figura 15 (a) para 0 ago inoxidavel sem revestimento,
Figura 15 (b) e 15 (c) para as amostras contendo uma e duas aplicacOes de revestimento,
respectivamente. Além das imagens, os resultados da rugosidade superficial sdo apresentados
na Tabela 7.

Para amostra branca, Figura 15 (a), observa-se uma superficie irregular e rugosa quando
comparado com as demais amostras. E possivel visualizar que as amostras contendo
revestimento hibrido apresentaram um recobrimento uniforme da superficie, o que reduziu a

rugosidade superficial quando comparada ao aco inoxidavel sem revestimento.

228.1 nm b)

200.0

180.0

160.0

Figura 15: Imagens 3D da superficie das amostras obtidas por AFM: (a) Branca; (b) FH e (c) FH_2.
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Tabela 7: Valores médios da rugosidade das superficies obtidos pela analise de AFM.

Amostras Rugosidade das Superficies Ra (hm)
BRANCA 6,0+ 3,0
FH 0,22 £ 0,08
FH 2 0,24 + 0,24

Observa-se que as amostras FH e FH_2 apresentaram rugosidade média (Ra), 0,22 e
0,24 nm, respectivamente, valores bem menores que o observado para a amostra 316L, que foi
de 6,0 nm, de acordo com a Tabela 7. Os dados obtidos indicam que 0s revestimentos
promoveram um efeito de nivelamento da superficie do substrato.

Os valores da rugosidade das superficies estudadas corroboram com as imagens de
MEV-FEG (Figura 8) e AFM (Figura 13), onde é possivel visualizar, para as amostras com
revestimento hibrido, uma superficie menos rugosa em relagdo ao substrato sem revestimento,
bem como uma cobertura homogénea para a amostra (FH), observado na Figura 15 (b), e uma
superficie com morfologia heterogénea com a presenca de defeitos pontuais para a amostra
(FH_2), visualizado na topografia da Figura 15 (c).

Beltrami et al. (2017a) observaram em seu estudo que o revestimento TEOS-MAP
promoveu um nivelamento, diminuindo a rugosidade do substrato e confirmando o
preenchimento dos vales existentes na superficie do substrato utilizado pelo revestimento. Estes

resultados reforcam o carater mais hidrofilico obtido com os revestimentos.

5.1.4. Ensaios Eletroquimicos

Para avaliar a resisténcia a corrosdo dos revestimentos a base de MAP e TEOS, foram
realizados ensaios eletroquimicos. Os resultados da analise de OCP sdo ilustrados graficamente

pela Figura 16.
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Figura 16: Monitoramento de (a) OCP das amostras BRANCA, FH e FH_2 em solucéo de SBF.

Analisando-se as curvas de OCP, Figura 16, obtidas para os dois sistemas estudados FH
e FH_2, verifica-se que ambos apresentaram valores de potencial inferior ao encontrado para o
aco inoxidavel AISI 316L (BRANCA), que foi acima de 0,1 V, demonstrando um leve
deslocamento em direcéo aos potenciais menos ativos. Esse comportamento era esperado, pois
a resisténcia a corrosdo de um aco inoxidavel é proporcionada pela formacédo de um filme de
Oxido passivo aderente, promovendo ao material certa estabilidade frente a acdo corrosiva,
segundo Assis et al. (2005). De um modo geral, quando um metal, principalmente os que se
passivam, € imerso em solucdes corrosivas, o potencial de corrosao inicialmente se mantém em
valores elevados, devido a fina pelicula de 6xido. Esse potencial pode cair para valores mais
baixos ap6s um periodo de tempo se 0 meio for agressivo, fato que € atribuido a dissolucéo da
pelicula de 6xido pelo processo de dissolucdo redutiva (WOLYNEC, 2013).

De acordo com Giordano et al. (2010), a resisténcia a corrosao atribuida aos acos
inoxidaveis ocorre devido a formacao espontanea de uma pelicula superficial protetora de 6xido
de cromo que atua como uma barreira, inibindo o processo de corrosdo e mantendo a liberagéo
de ions em niveis baixos. Esse comportamento foi observado para a amostra BRANCA.

Observa-se na Figura 16 que todos os sistemas estudados apresentaram potenciais com
comportamento praticamente constante ao longo do tempo, comprovado pela existéncia quase
nula de oscilagdes, alcancando a estabilidade rapidamente. A exce¢do a uma queda decrescente
no potencial, logo apds 200 segundos de imersdo, para a superficie do sistema FH_2, que
embora pequena (aproximadamente 0,05 V), sugere a permeabilidade do eletrolito SBF através
do revestimento hibrido, deixando assim o metal susceptivel a corrosao.

Comparando-se 0s substratos revestidos, o sistema FH apresentou o resultado mais
estavel na condicdo de OCP, indicando um maior efeito barreira entre o substrato e o eletrélito,

possivelmente devido a presengca de uma camada formada mais compacta sem fissuras
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conforme visualizado nas imagens de MEV-FEG, Figura 8 (b). Dessa forma, ao longo do
periodo de imersdo, os ions da solu¢do SBF ndo conseguiram permear no revestimento devido
a sua alta densidade de reticulagio (PEREZ et al., 1999; ATAPOUR et al., 2020; ELIAZ, 2019).

Na analise de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) as amostras
permaneceram em imersdo na solucéo de SBF por 120 horas. A Figura 17 representa o diagrama

de Bode para as medidas realizadas em 24 e 120 horas de imerséo das amostras estudadas.
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Figura 17: Diagrama de Bode para 24 e 120 horas de imersdo em SBF das amostras estudadas.

E possivel verificar que os valores do mddulo de impedancia, quando comparados ao
substrato (BRANCA) para os dois tempos de imersao avaliados, sdo maiores para 0s sistemas
FH e FH_2, especialmente o sistema FH, com apenas uma camada de revestimento hibrido
(FH), evidenciando a natureza protetiva do revestimento proposto.

Para a amostra BRANCA, nos tempos avaliados, observa-se apenas um fendémeno de
baixa para média frequéncia, que, hipoteticamente, reflete a mudanca de condutividade elétrica
do 6xido passivo formado sobre a superficie do aco inoxidavel durante a exposicao ao eletrélito,
possivelmente relacionado ao efeito de transferéncia de carga. Essa resposta do oOxido a

frequéncias mais baixas demonstra sua instabilidade termodinamica, o que justificaum maédulo
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de impedéncia menor do substrato quando comparado aos sistemas revestidos (FH e FH_2),
denotando a protecdo temporaria promovida pelo éxido (RIBEIRO et al., 2015).

Na demonstracdo grafica do angulo fase para o aco inoxidavel, nos tempos avaliados, o
angulo atingiu um valor em torno de 80°. Comportamento equivalente foi observado para a
variacdo do médulo da impedéncia com a frequéncia que se manteve basicamente linear (na
escala logaritmica), semelhante ao comportamento de um capacitor ideal, até atingir um valor
constante a partir de frequéncias mais altas, comportamento entdo puramente resistivo que pode
ser atribuido a resisténcia 6hmica da solucéo de SBF.

Levando em consideracdo a resisténcia de cada amostra, 0 sistema que apresentou
melhores caracteristicas anticorrosivas foi o FH, resultado que corrobora com imagens de
MEV-FEG, Figura 8 (b), que mostraram o revestimento do sistema homogéneo e sem fissuras
aparentes. Sendo assim, pode-se salientar que a formulacéo hibrida de MAP/TEQOS do processo
de elaboracdo do sol-gel, bem como os parametros de aplicacdo por dip-coating e os pré-
tratamentos mecanico/quimico empregados sobre o aco inoxidavel desencadearam a formagéo
de um revestimento uniforme, conforme observado nas imagens de AFM, Figuras 15 (b). A
aderéncia do revestimento aliado a uniformidade da superficie possivelmente aprimorou o
desempenho do filme barreira contra a corrosao.

Nas primeiras 24 horas de imersdo, observa-se para a amostra FH um fendmeno em alta
frequéncia associado ao efeito barreira do revestimento justificado por apresentar uma
espessura de camada superior em relacdo ao sistema FH_2, conforme observado na micrografia
de secdo transversal da Figura 12 (b). Por ndo apresentar nenhum fenémeno em baixas
frequéncias, evidencia ainda mais seu bom desempenho contra a corrosao.

Entretanto, para o sistema FH_2, observa-se uma tendéncia a um fenbmeno em baixa
frequéncia, sugerindo possivelmente a presenca pontual de fissuras ou produto de corroséo, o
que indica um sistema com menor resisténcia e um comportamento eletroquimico inferior se
comparado ao sistema FH, como observado nas medidas de OCP (Figura 16). A morfologia
heterogénea do revestimento observada na micrografia da Figura 8 (c), reforca o
comportamento apresentado por esse sistema, comprometendo o mecanismo de protecdo por
barreira desse revestimento.

Apdbs 120 horas de imersdo, o fendmeno de alta frequéncia permanece presente nos
sistemas revestidos (FH e FH_2), todavia, ligeiramente deslocado, de um pouco acima dos
10.000 Hz para um pouco abaixo dos 10.000 Hz, o que pode ser consequéncia da difusdo do

eletrolito através da rede organica superficial dos revestimentos, que se refere a parte do radical



68

organico nao hidrolisado do precursor alcoxido TEQOS, a qual fica sobre a superficie, uma vez
que ndo se adere ao metal e nem a outros grupos silandis, segundo Kunst et al., (2013).
Apesar de ocorrer essa pequena varia¢do apos 120 horas de imersdo, os angulos de fase
nédo apresentaram muita diferenca quando comparados aos sistemas nas primeiras 24 horas de
imersdo, indicando que parte da rede siloxano aderida ao substrato ainda esta intacta, o que
aprova a protecdo barreira do filme quando comparada aos 6xidos passivos do substrato 316L.
Para o sistema FH, observou-se um angulo préximo a 85°, entretanto, para o sistema FH_2, que
com 24 horas de imersao apresentou um angulo de 60°, apds 120 horas apresentou um angulo

superior, em torno dos 70°.

5.1.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-FEG) apos anélise de EIE

As imagens obtidas por MEV-FEG para as amostras ap6s 120 horas de imersédo no
ensaio de EIE s&o ilustradas na Figura 18. As imagens foram obtidas na area em contato com o
eletrolito, em que se observa o aparecimento de uma camada de precipitados, possivelmente
devido a sais do eletrolito, como Oxidos dispersos na superficie das amostras revestidas com

filme hibrido para os dois sistemas, ou seja, uma (FH) e duas (FH_2) aplicacdes de camada.
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Figura 18: Imagens de MEV-FEG nas magnificaces 1000x e 10000x para FH (a) e FH_2 (b) apds 120 horas de
imersdo em SBF.

Para o sistema FH_2, Figura 18 (b), é possivel observar a presenca de imperfeicoes de
forma mais generalizada em relacéo ao sistema FH, demonstrando uma maior susceptibilidade
ao ataque corrosivo, com algumas fissuras pontuais que podem se tornar pontos preferenciais
para o inicio da corrosdo localizada. O que pode ter contribuido para este fato é a superficie
mais descontinua e irregular, quando comparada a superficie da amostra FH, observada na
imagem topogréafica do AFM, Figura 15 (c). Isso favorece o surgimento de trincas no filme
hibrido, como a observada em detalhe na Figura 18 (b). O que reforca a ideia de que uma das
possiveis causas do desempenho eletroquimico inferior da amostra FH_2, observado nas curvas
de EIE (Figura 17), seja devido a presenca de pequenas falhas no revestimento.

O sistema FH, Figura 18 (a), apresenta uma quantidade menor de produtos de corrosao,
0 que corrobora com os melhores resultados obtidos nas curvas de EIE, diagramas de Bode

(Figura 17), com modulos de impedancia maiores, quando comparado ao sistema FH_2.



70

Resultados como o recobrimento homogéneo visualizado nas micrografias obtidas por MEV-
FEG, Figura 8 (a), boa adeséo ao substrato Figura 10 (a), uniformidade e maior espessura de
camada, Figura 12 (a), e a superficie regular, observada na imagem topogréfica do AFM, Figura
15 (b), contribuiram para os bons resultados protetivos deste sistema.

O sistema FH ndo apresentou fissuras e desplacamento do revestimento apés as 120
horas de imersdo em SBF, Figura 18 (a), justificando um resultado melhor em relagéo ao
sistema FH_2, e mostrando-se uma promissora alternativa para a protecdo de biomateriais
compostos pelo aco inoxidavel austenitico AISI 316L.

5.2. DEPOSICAO DE FILMES FINOS DE TITANIO POR MAGNETRON SPUTTERING

Neste capitulo séo apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizacgao do filme
hibrido a base dos precursores MAP e TEOS com deposi¢do de um filme fino de Ti,

caracterizacdo das amostras FH_Ti10 e FH_Ti20.

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-FEG) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva (EDS)

A Figura 19 ilustra as micrografias de topo da superficie das amostras FH_Til0 (a) e
FH_Ti20 (b) ap6s uma incisdo no filme, a fim de avaliar as camadas de revestimento e substrato.
Observa-se em ambos 0s sistemas uma boa interacdo entre as camadas do filme hibrido e do

filme fino de titdnio, bem como com o substrato.
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Figura 19: MEV das camadas de filme nas amostras FH_Ti10 (a) e FH_Ti20 (b).

Para confirmar a composicdo das camadas distintas de filme, visualizados na
micrografia, foi realizado um mapeamento de cor por EDS para as amostras FH_Ti10 (Figura
20) e FH_Ti20 (Figura 21). Observa-se nas micrografias obtidas a presenca do ferro, destacado
na coloracdo amarelo, em toda a superficie das amostras correspondente ao substrato, a
coloracdo azul relaciona-se ao elemento silicio e esta presente somente na camada de filme
hibrido, bem como titanio representado pela cor roxa, que esta presente somente na camada que
corresponde ao filme fino de titanio. O mesmo comportamento é visualizado em ambas as

amostras, 0 que era esperado de acordo com 0 MEV das camadas ilustrado na Figura 19.
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Figura 20: EDS - mapeamento por cor dos elementos quimicos ferro, silicio e titanio para amostra FH_Ti10.
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Figura 21: EDS - mapeamento por cor dos elementos quimicos ferro, silicio e titanio para amostra FH_Ti20.

Neste contexto, também foi avaliada a superficie da amostra FH_Ti20 por EDS de trés
pontos especificos, conforme apresentado na Figura 22. Com a finalidade de destacar e
confirmar, a presenca dos elementos componentes dos filmes estudados.

E possivel visualizar nos espectros obtidos a presenca dos 3 principais elementos
quimicos de cada ponto avaliado. No ponto onde o substrato esta aparente, o elemento em maior
concentracdo € o ferro, caracteristico da liga AISI 316L. No filme hibrido a base de
MAP/TEQS, a primeira camada proxima ao substrato, o componente quimico de maior
concentracgdo presente € o silicio, proveniente das ligagdes Si—O dos silanos MAP e TEOS. No
filme fino de titnio, camada externa de revestimento, prevalece a presenca de titanio. Este
resultado era esperado por serem 0s componentes de maior concentragdo em cada ponto

avaliado.
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Figura 22: Mapeamento de elemento quimico em trés pontos na amostra FH_Ti20.

5.2.2. Topografia de superficie

Os resultados da analise de perfilometria sdo descritos na Tabela 9, onde Ra é a
rugosidade média, valor da rugosidade aritmética principal da superficie estudada, e Rz,
segundo a norma 1S04287, ¢ a distancia média entre os 5 picos mais altos e os 5 vales mais
profundos da superficie do material.

Observa-se que os sistemas recobertos apenas com FH apresentaram uma rugosidade
média menor, bem como uma menor distancia entre picos e vales em relacdo as amostras
contendo filme fino de Ti, o que pode estar relacionado a homogeneidade do revestimento a
base de silano, conforme imagens obtidas por MEV-FEG, Figura 8 (a). Ja as amostras contendo
o filme fino de Ti apresentaram um pequeno incremento nos valores de rugosidade em relacédo
aos sistemas BRANCA e FH, o que hipoteticamente pode ser explicado devido ao processo de
formacéo do filme, que ocorre de modo gradual durante o processo de deposi¢ao por magnetron
sputtering, sendo composto de varios micro acimulos pontuais de titanio, o que resulta numa
superficie com mais imperfeigcdes superficiais, conforme observado na imagem de topografia
de superficie obtidas por AFM para as amostras FH_Ti10 e FH_Ti20 (Figura 23).
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Tabela 8: Resultados de Rugosidade Ra e Rz obtidos pelo ensaio de perfilometria dos sistemas avaliados

Amostra Ra (nm) Rz (nm)
BRANCA 26,3 £+ 3,2 1773+ 3,4
FH 16,7+ 1,1 1719+ 2.2
FH_Til0 31,7+3,1 2251 +32
FH_Ti20 39,6 £3,6 2429+25

36.1 nm

0.0

Figura 23: Topografia de superficie por AFM das amostras (a) FH_Ti10 e (b) FH_Ti20.

Nesse sentido, os resultados corroboram com dados de estudos similares encontrados
na literatura, onde a rugosidade superficial aumenta com a deposicéo de filmes finos de Ti por
magnetron sputtering.

Pantaroto et al. (2021) depositaram por magnetron sputtering diferentes fases cristalinas
de TiO2 em substratos de Ti puro, com a finalidade de aprimorar superficie do material, as
propriedades eletroquimicas e a adesdo celular. Os autores destacaram que a deposicdo dos
filmes a base de TiO2 modificou a topografia da superficie do substrato, aumentando a

rugosidade superficial. A mistura das fases cristalinas (anastase e rutilo) apresentou os maiores
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valores de Ra (25,64 + 1,36 nm) seguidos das amostras rutilo (11,52 + 1,55 nm), anastase (8,72
+ 3,68 nm) e Ti sem tratamento (3,30 £ 0,33 nm), respectivamente.

Além disso, a importancia do efeito proporcionado pela rugosidade de uma superficie é
significativa para as aplicagdes biomédicas que exijam osteointegracdo, uma vez que a area
superficial auxilia no processo de proliferacdo de osteoblastos (KUMAR et al., 2019). Para
Metwally e Stachewicz (2019), a rugosidade e a quimica da superficie de um biomaterial
influenciam diretamente na fixacdo celular, além de um revestimento ou tratamento de
superficie compativel com o tipo de célula proporcionar melhor ancoragem.

Estudos de Linez-Bataillon et al. (2002) ja destacavam que ha uma correlacdo
significativa entre a topografia de uma superficie, como rugosidade superficial e molhabilidade,
com o crescimento celular, ocorrendo a proliferagéo e o espalhamento de osteoblastos de forma
mais expressiva em superficies de titdnio com valores de Ra menores que 200 nm. Também,
para Martin et al. (1995), o nimero de células aderidas em superficies de titanio apos 24 horas
de contato foi maior em superficies menos rugosas.

Kumar et al. (2019) destacam em sua pesquisa que a rugosidade da superficie de um
implante influencia na adesao bacteriana devido ao aumento da area superficial, das ranhuras e
vales, 0 que propicia a formacdo biofilmes indesejaveis. Os autores avaliaram a adesédo
bacteriana em aco inoxidavel AISI 316L e Ti6Al4V em diferentes acabamentos superficiais, e
afirmam a hipotese de proporcionalidade na reducéo da formacéo de filmes de bactérias com a
diminuicao da rugosidade superficial. Além disso, apontam que valores de Ra em superficies
de aco inoxidavel AISI316L maiores que 200 nm, podem influenciar na adesdo bacteriana.
Embora neste estudo ndo seja avaliada a formacdo de biofilmes bacterianos, observa-se a
importancia da rugosidade e da topografia da superficie nos varios aspectos que interferem o

uso de materiais metalicos como biomateriais.

5.2.3. Angulo de Contato

A molhabilidade de uma superficie é determinada pelo equilibrio entre forcas adesivas
e coesivas. As forcas adesivas entre o liquido e o solido espalham a gota pela superficie e as

forcas coesivas no liquido minimizam o contato com a superficie. Desta forma, a molhabilidade
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é calculada obtendo-se o angulo de contato entre a gota e a superficie do sélido (FELLER et
al., 2015).

No contexto de biomateriais, a molhabilidade da superficie geralmente é avaliada
determinando angulos de contato da agua ou algum liquido que simule fluidos corpéreos com
a superficie do material. A Tabela 10 apresenta os resultados de angulo de contato das
superficies estudadas, obtidos pelo método da gota séssil, utilizando SBF como liquido de teste,
bem como o volume médio das gotas avaliadas e suas respectivas imagens.

Observou-se que as amostras contendo a deposic¢éo do filme fino de Ti apresentaram
angulos de contato préximos aos valores obtidos para 0 aco inoxidavel AISI 316L sem
revestimento (BRANCA), sendo aproximadamente 83° para FH_Til0 e 85° para FH_Ti20.
Independentemente do tempo de deposicdo do filme de Ti, as molhabilidades das superficies
recobertas com o filme fino ndo apresentaram variagdes expressivas quando comparadas entre
si e com a amostra de controle (BRANCA). Entretanto, quando comparadas ao sistema FH, que
apresentou um angulo de contato proximo a 69°, nota-se uma diferenca com uma tendéncia de

hidrofilia da superficie recoberta apenas pelo filme hibrido (FH).

Tabela 9: Angulo de contato das amostras recobertas por filme fino de Ti.

Angulo de contato Volume da gota Imagem da
Amostra o
) (nL) gota
BRANCA 84 + 0,36 19,4 é
FH 69 + 031 18,8 ‘
FH Til0 83 +£0,40 19,4 é
FH_Ti20 85+0,30 19,5 é

Superficies com carater hidrofilico sdo as que apresentam angulo de contato inferiores
a 90°, e as de carater hidrofébico sdo as que apresentam angulo de contato superior a 90°. De
acordo com Feller et al. (2015), superficies hidrofilicas, quando em contato com tecidos,
promovem osteointegracao e cura acelerada. Além disso, superficies hidrofébicas tendem a ser
favoraveis a adesdo bacteriana, principalmente em superficies com rugosidades elevadas.

E possivel observar que o angulo de contato das amostras estudadas tende a aumentar

de forma diretamente proporcional ao aumento da rugosidade superficial (Tabela 7), e a
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diminuir com a reducéo da rugosidade. A Figura 24 ilustra graficamente a correlacéo entre os

valores de angulo de contato e rugosidade Ra das amostras estudadas.
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Figura 24: Relagéo entre Rugosidade (Ra) e Angulo de Contato (AC).

Observa-se uma relagéo direta entre os parametros avaliados. A amostra FH apresentou
a menor rugosidade média da superficie em relacdo as demais amostras, e 0 mesmo ocorreu
com o angulo de contato. Resultados que corroboram com as imagens de MEV-FEG, Figura 8
(b), e AFM, Figura 15 (b), onde é observada uma superficie nivelada e homogénea da amostra
FH.

Estudos correlacionam a hidrofobicidade de uma superficie com a rugosidade e tensdo
superficial do material. Manoj et al. (2020) avaliaram diferentes potenciais de anodizacdo para
modificar a superficie de substratos de titanio e observaram que, para titanio sem tratamento,
os valores médios do angulo de contato foram de 67° com rugosidade média (Ra)
0,26 + 0,01 um apos o polimento da amostra. Posteriormente ao tratamento da superficie do Ti,
0s autores obtiveram angulos de contatos maiores. Da mesma forma, houve o aumento da
rugosidade superficial. O valor de Ra média obtido foi 6,7 + 0,3 um, e 0 &ngulo de contato dessa
superficie foi 174,4 £ 1,2°, o que demonstra uma caracteristica de comportamento super-
hidrofébico. Esse fato ocorreu, segundo os autores, devido a formacéo de microclusters com
espacos contendo ar na superficie do material, resultando em uma superficie mais rugosa e
hidrofilica quando comparada a amostra sem tratamento.

A molhabilidade de uma superficie esta relacionada a diversas propriedades do material.

Menzies e Jones (2010) analisaram o impacto do angulo de contato na biocompatibilidade de
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materiais para implante, e destacaram que uma topografia com caracteristicas hidrofilicas que
apresenta angulos de contato inferiores a 80° é favoravel a atividade osteoblastica, diminuindo
a adesdo fibroblastica.

5.2.4. Ensaios Eletroquimicos

Com o objetivo de avaliar o efeito protetivo dos revestimentos estudados, foram
realizados testes eletroquimicos. Os resultados da analise de OCP e polarizacdo
potenciodindmica sdo ilustrados pelos graficos da Figura 25 (a) e Figura 22 (b),
respectivamente.

Constata-se que o OCP se manteve estavel ao longo do tempo para todas as amostras
avaliadas. Para as amostras contendo o revestimento de titanio (FH_Til0 e FH_Ti20), o
potencial permaneceu muito proximo ao potencial da amostra sem revestimento (BRANCA).
Além disso, as amostras ndo apresentaram variacoes significativas entre si.

No ensaio de OCP, observou-se valores de potencial menos ativos para amostra FH,
demonstrando um OCP superior as demais amostras, esse resultado indica um efeito protetor

do filme hibrido ao longo do tempo do ensaio.
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Figura 25: Monitoramento de (a) OCP e (b) curvas de polarizagdo das amostras estudadas em solugdo de SBF.

Esse mesmo padrdo de desempenho ¢é observado no ensaio de polarizacdo. Observa-se
um comportamento passivo das amostras testadas no eletrélito de SBF. A amostra BRANCA e
as amostras com deposicdo de Ti (FH_Til10 e FH_Ti20) apresentaram densidades de corrente

na mesma ordem de grandeza, com valores proximos a 107 A cm. Além disso, as amostras
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contento revestimento a base de titdnio (FH_Til0 e FH_Ti20) apresentaram potenciais de
corrosao menos nobres quando comparadas as demais amostras, principalmente em relacdo a
amostra FH, entretanto, ndo apresentaram diferencas expressivas entre si.

Eliaz (2019) destacou em sua revisdo que a densidade de corrente e o potencial de
corrosao obtidos por curvas de polarizacdo potenciodinadmica sdo diretamente proporcionais a
taxa de corrosdo, ou seja, quanto maior 0 Ecorr € menor lcorr, melhor é o desempenho contra a
corrosdo do material, o que é visualizado na amostra FH. Conforme discutido em capitulos
anteriores, a amostra contendo apenas revestimento a base de silano apresentou densidade de
corrente na ordem de 10° A cm™ e potencial de corrosdo bem mais nobre, possivelmente pelo
efeito barreira que o revestimento promove.

Venugopalan e Gaydon (2001) estudaram o comportamento de corrosdo do aco
inoxidavel AISI 316L e liga de Ti em solucdo salina a 37 °C por meio de experimentos de
polarizacdo potenciodindmica ciclica, e constataram que, em comparagdo com as ligas de
titdnio, o potencial de corrosdo do ago é normalmente mais ativo e suas taxas de corrosio sao
maiores.

No caso das amostras avaliadas neste estudo, observou-se que aquelas que possuem
revestimento de titanio (FH_Ti10 e FH_Ti20) apresentaram um desempenho sutilmente inferior
ao substrato de aco inoxidavel AISI 316L (BRANCA), com potenciais de corroséo de -428 mV
para FH_Til0 e -429 mV para FH_Ti20), contra o potencial mais nobre da amostra BRANCA
(Ecorr = -354 mV). Isso indica que a superficie do aco inoxidavel sem revestimento, em
comparacdo as revestidas com os filmes de titanio, possivelmente tenha seu filme de passivagéo
mais bem formado. E importante salientar que, nessas amostras, a superficie em contato com o
eletrolito € a base de Ti, apresentando, portanto, potenciais mais proximos ao do aco inoxidavel.
Além disso, a ligeira diminuicdo da densidade de corrente de corrosdo para as amostras com
revestimento a base de Ti tem a mesma razdo que a amostra BRANCA.

Esses resultados estdo de acordo com outros estudos envolvendo ensaios de polarizacéo
de amostras de titanio puro. Casagrande et al. (2018) avaliaram a aplicacao de filmes hibridos
a base de MAP e outros precursores sobre substrato de titanio e obtiveram resultados muito
similares as amostras FH_Til0 e FH_Ti20. Cheng e Roscoe (2005) estudaram o
comportamento eletroquimico do Ti puro em solucdo salina, e destacaram o mesmo perfil de
comportamento que FH_Til0 e FH_Ti20 nas curvas de polarizacdo para Ti sem revestimento.
Ja para Akinwamide et al. (2019), a deposicdo de proporcdes variaveis de TiN em substrato de
aco inoxidavel AlISI 304L melhorou as propriedades de resisténcia & corroséo do aco, elevando

0 potencial de corroséo nas curvas de polarizagdo para valores proximos a -115 mV.
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Os resultados da andlise de EIE sdo representados graficamente pelos diagramas de
Bode na Figura 26 para as amostras estudadas, nos periodos de 24 e 120 horas de imersdo em
SBF.

Observa-se que ndo ocorreram variagdes expressivas quando comparados 0s tempos de
imersdo das amostras. Entretanto, ao ser avaliado o comportamento individual das amostras,
nota-se que a amostra FH, conforme era esperado, devido aos resultados de OCP e polarizagéo,
apresentou um mddulo de impedancia maior, demonstrando um desempenho superior as demais
amostras no quesito protecao barreira.

Além disso, o desempenho de FH ja foi apresentado e 0 mesmo desempenho da amostra
é observado quando comparada as amostras contendo filme fino de Ti. Observou-se um
fendmeno em alta frequéncia associado ao efeito barreira do revestimento, e ndo foi evidenciado
nenhum fendmeno em baixa frequéncia, o que corrobora e é justificado pelas demais
propriedades do filme.

Para as amostras BRANCA, FH_Ti10 e FH_Ti20, o comportamento foi praticamente o
mesmo, sendo observada apenas uma pequena variacdo no angulo fase com um fendbmeno em
baixa para média frequéncia apos 120 horas. Conforme mencionado em capitulos anteriores,
esse fendmeno pode estar associado a mudanca de condutividade elétrica do 6xido passivo

formado sobre a superficie do metal.
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Figura 26: Diagrama de Bode para as amostras BRANCA, FH, FH_Ti10 e FH_Ti20.
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Partindo da premissa que o Ti € um metal passivavel, tal como o ago inoxidavel AlSI
316L, as amostras FH_Ti10 e FH_Ti20 apresentaram desempenho semelhante ao substrato sem
revestimento. Esses resultados demostraram que a deposicdo de Ti por magnetron sputtering
ndo influenciou na resisténcia a corrosdo do ago inoxidavel 316L. Ambas as amostras
apresentaram angulo de fase proximos a 80° em média e baixa frequéncia, demonstrando
caracteristicas de um comportamento predominantemente capacitivo.

Esses resultados corroboram com os resultados de polarizagdo, bem como com a
literatura. Dhandapani et al. (2016) avaliaram o desempenho perante a resisténcia a corrosdo e
a biocompatibilidade de amostras de aco inox AlSI 316L revestidas com Ti e carbono amorfo
por magnetron sputtering. Eles destacaram que, independentemente da concentragdo do
revestimento, as amostras estudadas mostraram que, eletroquimicamente, possuem a mesma
resisténcia que o substrato sem revestimento, além do comportamento capacitivo com angulos
de fase em média e baixa frequéncia proximos a 70°.

Ziadi et al. (2019), desenvolveram um revestimento hibrido silano-titanio, sintetizado
via sol-gel, para melhorar a protecdo de aco inoxidavel AISI 304L contra corrosao por agao
microbiologica. O biofilme formado na superficie revestida foi morfologicamente diferente
daquele formado na superficie do substrato sem revestimento. Os autores observaram uma
reducdo seletiva na adesdo de biofilme nas amostras revestidas, entretanto, a resisténcia a
corrosdo para periodos longos de imersdo em SBF foi pouco eficiente quanto ao efeito barreira,
justificado pela presenca de um fenbmeno em baixa frequéncia. Entretanto, para periodos de
até 120 horas de imerséo, os autores observaram também um fenbmeno em alta frequéncia,

demonstrando um comportamento capacitivo das amostras revestidas por silano-TiO2-sol-gel.

5.2.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-FEG) apés EIE

A Figura 27 apresenta as imagens de topo das amostras FH_Ti10 (a) e FH_Ti20 (b) apds
120 horas de imersdo em SBF.

Na amostra FH_Ti10, Figura 27 (a), é possivel visualizar algumas pequenas fissuras no
filme, 0 que pode resultar em corrosdo precoce do biomaterial. No entanto, a amostra FH_Ti20,
Figura 27 (b), ndo apresentou trincas superficiais, apenas acimulos pontuais, hipoteticamente

provenientes da precipitacdo dos sais do eletrdlito SBF. Esses acimulos sdo fatores que podem
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contribuir para a deterioragdo do filme e acelerar o processo corrosivo, devido a concentracdo
dos sais (CASAGRANDE et al., 2018).

Figura 27: MEV ap6s ensaio de EIE para as amostras FH_Til10 (a) e FH_Ti20 (b).

A presenca desses acumulos pontuais pode ser atribuida a deposicdo dos sais do
eletrolito, justificado pelos elementos detectados por EDS (Figura 28). E possivel identificar
pelo espectro pontual dos elementos quimicos, nas amostras FH_Til0 (a) e FH_Ti20 (b), a
presenca dos componentes do eletrolito SBF, tais como fosforo e célcio, além dos elementos
principais da liga 316L e dos filmes MAP, TEOS e Ti, confirmando a hipo6tese da precipitacdo
dos sais presentes no fluido corpoéreo simulado, fato que possivelmente indica a formacédo de
apatita, o que induz efeitos osteo integrativos. Alguns pesquisadores, Jalota et al., (2006)
encontraram CaP na superficie de amostras de liga TisAlsV apds 30 dias de imersdao em SBF.

Além disso, foram observadas as superficies das amostras BRANCA e FH, conforme ja
discutido na Figura 8, onde a amostra FH apresentou um filme homogéneo, sem fissuras e

imperfeicOes. Estes resultados corroboram com o0s demais ensaios, que demonstraram a
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superficie menos rugosa, com caréater hidrofilico e boa resisténcia a corrosdo dentre as amostras
estudadas.
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Figura 28: EDS pontual nas amostras (a) FH_Ti10 e (b) FH_Ti20 apds 120 horas de imersdo em SBF.

5.2.6. Ensaios in vitro

5.2.6.1. Viabilidade Celular - MTT

As interacOes entre células e materiais sdo complexas, conforme mencionado em
capitulos anteriores. Alguns fatores tais como carga superficial, rugosidade, topografia e
molhabilidade da superficie sdo cruciais para a adesdo e crescimento celular de acordo com
estudos de Casagrande et al. (2018); Dhandapani et al. (2016); Ziadi et al. (2019); Feller et al.
(2015).

A viabilidade celular das amostras estudadas, ilustrada pela Figura 29, foi obtida pelo

método MTT, 14 dias ap0s o processo de semeadura das células-tronco mesenquimais sobre 0s
diferentes grupos.
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Viabilidade Celular apés 14 dias
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Figura 29: Viabilidade Celular das amostras avaliadas ap6s 14 dias de incubacdo onde p < 0,001** e p < 0,05*.

E possivel observar na Figura 29, que as amostras do grupo FH apresentaram um
comportamento muito similar ao Controle, desempenho ideal para um biomaterial. No cultivo
das células nas amostras do grupo BRANCA, observou-se diferenca significativa apresentando
uma menor quantidade de células viaveis com p <0,001** quando comparadas ao controle. As
células semeadas nas amostras contendo deposicédo de titdnio FH_Til0 e FH_Ti20 também se
mostraram menos viaveis quando comparadas ao controle, com p < 0,05*.

Os valores das absorbancias médias e desvio padréo no teste MTT foram de 0,34 + 0,09
(Controle), 0,11 + 0,05 (BRANCA) e 0,33 +0,10 (FH), 0,18 + 0,03 (FH_Ti10), 0,13 £ 0,09
(FH_Ti20) apos 14 dias.

Quando comparados entre si, 0 grupo FH apresenta uma diferenca significativa na
viabiliadade celular, com um desempenho superior em relacdo aos demais grupos. Esse fato,
estd relacionado as propriedades da superficie das amostras FH, tais como molhabilidade,
rugosidade e topografia. Dentre as amostras estudadas, FH apresentou a menor rugosidade
média Ra (16,7 nm = 1 nm) conforme Tabela 7 e a superficie mais hidrofilica (AC 69° + 0,31°)
conforme Tabela 8. Baseado na literatura, essas caracteristicas sdo favordveis a adesdo,
proliferacdo e diferenciacdo celular (FELLER et al., 2015; MANOJ et al., 2020; METWALLY
e STACHEWICZ, 2019; SHARMA et al., 2016; SHIBATA et al., 2015).

Considerando os diversos fatores relevantes para adesao, crescimento e proliferacao
celular, Eisenbarth et al. (2006) relataram maior viabilidade de células osteoblasticas em

superficies lisas, com Ra entre 7-15 nm, do que em superficies de rugosidades maiores, com
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Ra = 40 nm. Esse dado da literatura corrobora com o resultado obtido neste estudo, onde a
amostra FH, cuja superficie apresentou Ra igual a 16,7 nm (Tabela 7), demonstrou um 6timo
desempenho diante da viabilidade celular.

No que diz respeito ao efeito da molhabilidade da superficie do biomaterial na adeséo
celular, Chai et al. (2008) sugeriram que a molhabilidade influencia a superficie apenas nas
primeiras horas em contato com 0 meio de incubag¢do, uma vez que 0 meio altera a
hidrofobicidade da superficie apds um determinado periodo de contato. Dessa forma, os autores
afirmam que a ligacdo celular durante um longo periodo de cultura no meio celular ndo pode
ser baseada na molhabilidade inicial dos revestimentos.

Entretanto, estudos afirmam que as superficies hidrofilicas sdo preferenciais as
hidrofébicas devido a boa interacdo com fluidos bioldgicos, tecidos e células. Além disso,
relatam que superficies com &ngulo de contato inferiores a 70° sdo capazes de absorver
proteinas de forma mais eficiente, o que favorece a adesdo e organizacdo celular
(DHANDAPANI et al., 2016; KUMAR et al., 2019; SIMSEK et al., 2019). Para Wang et al.
(2013), superficies de aco inoxidavel AISI 316L recobertas por filme hibrido a base de TEOS
e MTES, moderadamente hidrofilicas com angulo de contato de 45,3°, apresentaram
comportamento superior no quesito adesao e proliferacao celular em relacdo a superficies com
angulo de contato de 85,1°.

Além disso, estudos relacionam a carga superficial do biomaterial como sendo outro
fator importante na viabilizagdo celular. Zhang et al. (2019) destacaram que a combinacdo da
carga superficial positiva com incrementos de grupos polares presentes na superficie do
material proporcionaram melhor interacdo das células com o biomaterial. Os autores
observaram alteracGes nas células que cresceram em superficies de Ti puro, principalmente no
formato fragmentado e encurtado das fibras, e atribuiram tal comportamento a superficies
carregadas negativamente.

Embora nédo tenha sido avaliada especificamente a carga presente nas superficies das
amostras estudadas, pode-se, por meio dos resultados eletroquimicos, por exemplo, supor que
0 comportamento capacitivo das amostras BRANCA, FH_Ti10 e FH_Ti20, além do efeito de

dupla camada observado, pode ter influenciado de forma negativa na aderéncia celular.
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5.2.6.2. Citotoxicidade - LDH

A citotoxicidade dos revestimentos estudados foi avaliada por meio da atividade da
enzima lactato desidrogenase, LDH, cujos resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 30.
Observa-se que ndo houve variagdes expressivas entre 0s grupos, embora, apés 14 dias de
incubacéo, as amostras BRANCA e FH_Ti20 apresentaram uma dosagem minimamente maior
da enzima lactato desidrogenase quando comparadas ao controle, padrdo-ouro para cultivo

celular.
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Figura 30: Citotoxicidade de amostras e controles medida pela liberacdo de LDH ap06s 1, 7 e 14 dias. As células
foram semeadas na placa de pocos (controle), amostras (brancas, FH, FH_Ti10 e FH_Ti20) e os pogos tratados
com Triton (controle de morte). *** p = 0,000.

A enzima lactato desidrogenase € uma enzima intracelular e sua presenca aumentada no
ambiente extracelular é indicativo de problemas de integridade da membrana citoplasmatica e,
consequentemente, danos as células (MAURMANN et al., 2017). A concentracdo dessa enzima
no meio de cultura é proporcional a quantidade de células mortas, portanto, as respostas das
amostras estudadas apresentaram um comportamento desejavel quanto a citotoxicidade, uma
vez que apresentaram dosagens de LDH bastante proximas ao controle, mostrando auséncia de
efeitos toxicos, fato muito positivo, uma vez que o comportamento das células no controle é
considerado o melhor desempenho perante a citotoxicidade do meio. Além disso, conforme era
esperado, todas amostras apresentaram resultados melhores em relacdo ao controle de morte
(pogo contendo Triton X - 1%), com concentragOes de enzima inferiores, o que afirma a baixa

citotoxicidade de todos os grupos.
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5.2.6.3. Micrografia de Fluorescéncia apds crescimento celular

Para avaliacdo qualitativa da presenca de células aderidas nas amostras estudadas, ap6s
14 dias de cultivo celular nos diferentes grupos, utilizou-se 0 método de marcacéo fluorescente
por DAPI. Por esse metodo, os nucleos das células sdo marcados com uma coloragdo azul
fluorescente. A Figura 31 ilustra as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia.

Observa-se na amostra FH, Figura 31 (b), uma maior quantidade de células presentes
no material quando comparadas aos demais grupos. As amostras BRANCA, FH_Til0 e
FH_Ti20, Figuras 31 (a), (c) e (d), respectivamente, apresentaram um desempenho semelhante

entre si.
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Figura 31: Microscopia de fluorescéncia apds crescimento celular e coloragdo por DAPI das amostras BRANCA
(@), FH (b), FH_Ti10 (c), FH_Ti20 (d).

Na amostra FH, que tem uma proliferacdo maior de células em comparagdo as demais
amostras estudadas, ocorre a presenca de varios nucleos de células em pequenos aglomerados,
0 que demonstra boa adaptacdo ao meio. O comportamento superior da amostra FH era
esperado de acordo com o resultado do ensaio de viabilidade celular (Figura 30), que

demonstrou um desempenho equivalente ao controle. Além disso, esse comportamento
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corrobora com estudos que definem superficies com as caracteristicas da amostra FH como
sendo as preferidas pelas células para a adesdo e crescimento, conforme mencionado em
resultados anteriores (FELLER et al., 2015; GEBEAU et al., 2013; MANOJ et al., 2020;
METWALLY e STACHEWICZ, 2019; MUGHAL et al., 2021; SHARMA et al., 2016;
SHIBATA et al., 2015).

5.2.6.4. Avaliacdo da viabilidade celular por coloracdo com calceina e iodeto de propidio

A avaliacdo qualitativa da viabilidade celular foi avaliada por meio da coloragdo com
calceina e iodeto de propidio (IP). As células viaveis sdo marcadas pela fluorescéncia verde, e
as células mortas, pela fluorescéncia vermelha. A Figura 32 apresenta os resultados do ensaio
realizado nas amostras BRANCA (a), FH (b), FH_Ti10 (c) e FH_Ti20 (d).

células vivas -células mortas

Figura 32: Microscopia de Fluorescéncia ap6s coloragdo com calceina e iodeto de propidio das amostras
BRANCA (a), FH (b), FH_Ti10 (c) e FH_Ti20 (d).

Observa-se que ha uma presenca maior de células viaveis na amostra FH (b), onde é

possivel visualizar pequenos agrupamentos de células. Além disso, observa-se algumas células
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mortas para as amostras FH_Ti10 (c) e FH_Ti20 (d). Este resultado condiz com a dosagem de
LDH, onde FH_Ti20 demonstrou um incremento na quantidade de LDH dosado, embora

pequeno, em relagdo as demais amostras.

5.2.6.5. Micrografia eletronica de varredura (MEV-FEG) apds crescimento celular

As micrografias das superficies das amostras estudadas, obtidas por MEV-FEG, ap6s
14 dias de incubacdo em meio adequado para crescimento celular, mostram as imagens de topo
das células aderidas ao material. Observa-se a presenca de células em todas as amostras
estudadas.

A Figura 33, ilustra as micrografias da amostra BRANCA apds crescimento celular nas
magnificacfes 500x (a), 10000x (b) e 20000x (c). Nota-se um formato planar, morfologia tipica
de células-tronco mesenquimais, demonstrando que houve aderéncia celular, apesar de serem
observados grandes espacos intercelulares. Esse resultado corrobora com os resultados
encontrados na coloragdo por DAPI, bem como o ensaio de viabilidade, no qual a amostra
BRANCA apresentou menores quantidades de células viaveis quando comparadas as demais

amostras estudadas.

Figura 33: MEV da amostra BRANCA ap6s crescimento celular nas magnificagdes 500x (a), 10000x (b) e
20000x (c).

As Figuras 34, 35 e 36 mostram as micrografias das amostras FH, FH_Til0 e FH_Ti20
apos crescimento celular em 3 magnificacdes diferentes. E possivel identificar o mesmo padréo

de crescimento celular para todas as amostras revestidas, onde a base da célula apresentou uma
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morfologia alongada e plana com alguns aglomerados, possivelmente formados por nucleos
celulares, de forma mais arredondada.

As amostras revestidas apresentaram boa adesao celular, ndo havendo diferencgas neste
quesito em relacdo a amostra BRANCA. Todas as amostras testadas apresentaram células com

forma poligonal/fusiforme e com presenca de extensdes citoplasmaticas.

Figura 34: MEV da amostra FH ap6s crescimento celular nas magnificacdes 500x (a), 10000x (b) e 20000% (c).

Qualitativamente, ndo foram evidenciadas diferencas expressivas no aspecto
morfologico nas imagens das amostras testadas obtidas por MEV-FEG. Visualmente, todas as
amostras contendo revestimento apresentaram uma quantidade consideravel de células aderidas
a superficie do material.

Figura 35: MEV da amostra FH_Ti10 apds crescimento celular nas magnifica¢des 500x (a), 10000x (b) e
20000x (c).

Observou-se um padrdo de desenvolvimento celular que é equivalente ao tipo de célula
testada, com adesdo uniforme. Além disso, uma pequena variacdo no espalhamento da rede
citoplasmatica da amostra FH_Ti20 é mostrado na Figura 33. Esse fato pode explicar as células

mortas visualizadas nas imagens obtidas por fluorescéncia (Figura 29), uma vez que a adesdo
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ao material e a forma como as células se estendem pela superficie determina sua proliferacéo e

crescimento.

Figura 36: MEV da amostra FH_Ti20 apés crescimento celular nas magnificacfes 500x (a), 10000x (b) e
20000x (c).

Ong et al. (1996) formularam hipoteses a respeito da morfologia de osteoblastos,
correlacionando-a com as variacGes topograficas das superficies de discos de titanio.
Verificaram que em superficies lisas as células assumiram formas arredondadas. Ja para
superficies rugosas, os osteoblastos apresentaram um formato alongado seguindo as trilhas
formadas pelo lixamento do metal. Os autores destacam ainda que, diretamente proporcional
ao incremento da rugosidade superficial do biomaterial, ocorrem deposicdes de célcio, fosforo
e proteinas, o que pode favorecer ou prejudicar o desenvolvimento das células.

Embora nesta pesquisa as células utilizadas para os testes in vitro tenham sido células-
tronco, o comportamento das células perante o crescimento e proliferacdo seguiu a hipotese
firmada por Ong et al. (1996), onde é possivel observar uma tendéncia a formas arredondadas
nas amostras FH e FH_Ti10, e ambas apresentaram superficies menos rugosas comparadas as
demais amostras estudadas. Além disso, nas amostras BRANCA e FH_Ti20, para as quais as
superficies mostraram rugosidades maiores em relacdo as demais, as células assumiram uma
tendéncia a formatos alongados.

Casagrande et al. (2018) verificaram a morfologia de células-tronco mesenquimais apos
quatro dias de incubacédo, e também obtiveram resultados similares, onde nas amostras mais
rugosas as células distribuiram-se ao longo da sua superficie de forma mais alongada, com
formato planar.

Em seu estudo, Martin et al. (1995) descreveram que a quantidade de células aderidas a
superficies de titanio, apos 48 horas de incubacéo, foi expressivamente superior para superficies

menos rugosas, similares ao poco de controle. Essa hipotese é condizente com os resultados
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obtidos nesta pesquisa, onde a amostra FH, que apresentou uma topografia homogénea, bem
como o0 menor incremento na rugosidade superficial, demonstrou também maior quantidade de

células viaveis.
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6. CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo principal obter e caracterizar diferentes filmes hibridos
a base dos precursores alcoxidos 3-(trimetdxisililpropil)metacrilato (MAP) e tetraetdxisilano
(TEQS) aplicados por dip-coating com deposi¢do de filmes finos de titdnio por magnetron
sputtering em substrato de aco inoxidavel AISI 316L para potencial aplicacdo como
biomaterial.

Diante disso, € possivel concluir que o revestimento hibrido & base de silanos, nas
concentragdes avaliadas de MAP e TEOS, uma aplicacdo por dip-coating e com solucéo
estabilizada em pH 4, apresentou a formacdo de um revestimento aderente com cobertura
homogénea e com carater protetivo ao substrato de aco inoxidavel AISI316L. Dentre as
variacgoes estudadas, a amostra FH apresentou a melhor performance diante dos requisitos para
aplicacdo como biomaterial. Ja os revestimentos de Ti depositados sobre o filme de MAP e
TEOS ndo apresentaram incrementos expressivos nas propriedades do material, demonstrando
ndo serem viaveis para aplicacdes biomedicas nas condicdes testadas neste trabalho.

Com relagdo a diferenca entre uma e duas aplicagdes de filme MAP e TEQOS, as
caracteristicas protetoras do revestimento tiveram melhor desempenho para uma aplicacao, a
amostra FH. De acordo com os resultados eletroquimicos, confirma-se a eficiéncia da protecao
barreira anticorrosiva deste revestimento quando em contato com os fluidos corporeos,
denotando excelente resisténcia a corrosao, e consequentemente a minimizacao da liberacéo de
fons no corpo humano, o que possivelmente tenha desempenhado um importante papel na
citotoxicidade do revestimento.

Observou-se que a camada homogénea e aderente de uma aplicacdo do revestimento
tornou a superficie do substrato menos rugosa em relacdo as demais amostras testadas. Além
disso, observou-se a diminui¢do do angulo de contato, demonstrando uma superficie de carater
hidrofilico. Avaliando-se a correlacdo existente entre a molhabilidade e a rugosidade das
superficies, pode-se concluir que hd uma relagéo direta entre as propriedades citadas. A amostra
FH apresentou a menor rugosidade média da superficie em relacdo as demais amostras, o
mesmo ocorrendo com o angulo de contato. Essa superficie nivelada e homogénea da amostra
FH foi confirmada pelas imagens de topo obtidas por MEV-FEG. Nao foi observada
proporcionalidade entre os parametros, e tampouco entre as varia¢des. Entretanto, o aumento

da rugosidade para as demais amostras também resultou em angulos de contato maiores.
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Referente a deposicao do filme de Ti por magnetron sputtering em dois tempos distintos,
0s resultados ndo apresentaram variacdes expressivas. O comportamento fisico-quimico,
morfoldgico e eletroquimico das amostras contendo deposicdo dos filmes de Ti ndo foi
influenciado pela variavel tempo de deposicdo. Nao foram visualizadas grandes diferencas
entre as amostras FH_Til0 e FH_Ti20 e, em relacdo as demais amostras estudadas, o
comportamento destas foi muito semelhante ao substrato sem revestimento. Portanto, a
deposi¢éo do filme fino de Ti por magnetron sputtering em dois tempos de processo nédo
influenciou nas propriedades do material avaliado.

Com relagdo & biocompatibilidade dos revestimentos obtidos e caracterizados neste
estudo, foi possivel verificar que a amostra FH, ou seja, o revestimento a base de MAP e TEOS
com uma aplicacdo por dip-coating, apresenta o0 melhor desempenho perante a citotoxicidade,
bem como em relacdo a viabilidade celular. Quando comparados entre si, 0 grupo FH apresenta
uma diferenga significativa na viabilidade celular, observando-se um desempenho superior em
relacdo aos demais grupos. O revestimento hibrido demonstra um excelente resultado no ensaio
MTT, semelhante ao controle, denotando que as células viaveis tiveram boa adaptabilidade ao
meio. Dessa forma, concluiu-se que as propriedades de molhabilidade, rugosidade e carater
protetivo da superficie da amostra FH favoreceram para o bom desempenho biolégico.

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se afirmar que o revestimento
MAP e TEOS, nos parametros da amostra FH, ofereceram um ambiente biocompativel para
células-tronco mesenquimais, além de possuir boas propriedades fisico-quimicas, morfolégicas
e de resisténcia a corrosdo. Desse modo, torna esse tipo de revestimento, aplicado em aco

inoxidavel AISI316L, uma excelente op¢édo para aplicacdes como biomaterial.



95

1. SUGESTOES PARA PROXIMAS PESQUISAS

a) Avaliar a resisténcia ao desgaste do revestimento MAP e TEQS;

b) verificar a resisténcia a corrosdo e liberacdo de ions a longo prazo;

c) testar a deposi¢cdo por magnetron sputerring de outros compostos, tais como hidroxiapatita

d) avaliar a interacdo das superficies testadas com imersdo em SBF a longo prazo;

e) testar filmes com propriedades bactericida sobre o filme hibrido MAP e TEOS.
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