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RESUMO

Na busca por melhorar os indices de sucesso de implantes biomédicos, especialmente em
termos de propriedades bactericidas e integracdo com tecidos biologicos, a aplicacao de
materiais contendo éxido de grafeno e pentdxido de nidébio tem se mostrado uma realidade
promissora. Neste estudo, o titdnio comercialmente puro (Ti cp) foi revestido com éxido de
grafeno (GO), pentéxido de niébio (NbeOs) e uma combinagao dos dois materiais (NBGO),
utilizando o método de deposicao eletroforética. A morfologia da superficie, rugosidade,
molhabilidade e degradacao das amostras revestidas e nao revestidas foram analisadas
por meio de técnicas como microscopia eletronica de varredura, interferometria, angulo de
contato, analise eletroquimica e viabilidade bacteriana utilizando a bactéria Streptococcus
mutans. Além disso, a presenca de 6xido de grafeno e nidbio na superficie das amostras
foi confirmada por meio de técnicas como difracao de raios X, fluorescéncia de raios X,
espectroscopia Raman e espectroscopia de raios X por energia dispersiva. Os resultados
obtidos demonstraram que as amostras revestidas com NBGO apresentaram a maior
rugosidade superficial (Ra 0,64 pm) e sao hidrofébicas. Os dngulos de contato entre a dgua
e a superficie das amostras nao revestidas (Ti cp), revestidas com GO (TiGO), revestidas
com uma combinagao de GO e Nby,O5 (NBGO) e revestidas com NbyO; (TiNb) foram
de 50,74°, 44,35°, 55,86° e 100,35°, respectivamente. Nos testes de corrosao eletroquimica,
observou-se que o revestimento com 6xido de grafeno aumentou a resisténcia a corrosao,
enquanto o revestimento com NbyOs diminuiu a resisténcia a corrosao. O efeito negativo
do revestimento de Nb,Os na resisténcia a corrosiao foi compensado pela liberacao de
NbyOs5, que auxilia na osseointegracao, aumentando a viabilidade celular. Em resumo,
este estudo evidenciou que o revestimento NBGO pode ser uma abordagem eficaz para
combinar o efeito bactericida do 6xido de grafeno com o efeito de osseointegracao do
NbyOs. Essas descobertas sao relevantes para o desenvolvimento de biomateriais mais
eficazes, que possam limitar a adesdo bacteriana.

Palavras-chave: Implantes Dentérios; Pentéxido de Nidbio; Oxido de Grafeno.



ABSTRACT

In the quest to improve the success rates of biomedical implants, especially in terms of
bactericidal properties and integration with biological tissues, the application of materials
containing graphene oxide and niobium pentoxide has shown to be a promising reality. In
this study, commercially pure aluminum (Ti cp) was coated with graphene oxide (GO),
niobium pentoxide (NbyOj;) and a combination of the two materials (NBGO), using the
electrophoretic deposition method. The surface morphology, roughness, wettability and
degradation of the confronted and non-exposed samples were clues through techniques such
as scanning electron microscopy, interferometry, contact angle, electrochemical analysis and
bacterial viability using the bacterium Streptococcus mutans. In addition, the presence of
graphene and niobium oxide on the surface of the samples was confirmed using techniques
such as X-ray diffraction, X-ray fluorescence, Raman spectroscopy and energy-dispersive
X-ray spectroscopy. Results accepted that samples exposed with NBGO had the highest
surface roughness (Ra 0,64 ym) and are hydrophobic. The contact angle between water and
the surface of uncoated (Ti cp), GO-coated (TiGO), coated with a combination of GO and
NbyO5 (NBGO) and NbyOs (TiNb) coated samples were 50.74°, 44.35°, 55.86° and 100.35°,
respectively. In the electrochemical resistance tests, it was observed that the graphene oxide
coating increased the resistance to resistance, while the coating with Nby,O5 experienced
the resistance to resistance. The negative effect of the Nb,Os coating on resistance was
offset by the release of Nby,Os5, which aids in osseointegration, increasing cell viability.
In summary, this study shows that the NBGO coating can be an effective approach to
combine the bactericidal effect of graphene oxide with the osseointegration effect of NbyOs.
These findings are relevant to the development of more effective biomaterials that can
prevent early bacterial adhesion.

Keywords: Dental Implants; Niobium Pentoxide; Graphene Oxide.
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1 INTRODUCAO

As modificagoes da superficie dos implantes de titanio para a reposicao dentaria
despertam grande interesse na comunidade cientifica dedicada a pesquisa em biomateriais.
Apesar dos implantes dentarios de titdnio apresentarem indice de sucesso da ordem de 95 %,
existem casos criticos que exigem que a superficie do implante apresente melhor capacidade
de osseointegracao, especialmente em pacientes submetidos a enxerto 6sseo ou tratamento
quimioterapico. As modificagoes da superficie dos implantes podem envolver alteracoes na
morfologia e na composi¢do quimica. Por meio desses tratamentos de superficie, é possivel
melhorar as interagoes das proteinas e células dos tecidos bioldgicos com a camada externa
de 6xido de titanio. Mudancas na morfologia da superficie, como micro e nano rugosidades,
porosidade e composicao quimica afetam a capacidade das células aderirem ao substrato

implantado (1).

Entre os diversos biomateriais metalicos utilizados em implantes dentarios osseoin-
tegraveis, o titdnio comercialmente puro ASTM F67 (Ti cp) e a liga Ti-6A1-4V (Ti Gb)
especificada pela Norma ASTM F136 sao os materiais mais amplamente recomendados.
A formacao da camada de éxido de titdnio nesses materiais estabelece uma interagao
altamente favoravel com as células osteogénicas, promovendo assim a osseointegracao. A
superficie do filme de passivagao é levemente carregada negativamente em pH fisiologico e
facilita a interagado com as células e proteinas. Além disso, o titdnio possui uma constante
dielétrica comparavel a da agua, resultando em uma interacdo de Coulomb semelhante

aquela observada na agua (2).

As limitagoes do Ti cp como material para implantes dentarios incluem um maédulo
de Young superior ao do osso, baixa resisténcia mecanica e uma baixa resisténcia ao
desgaste para determinadas aplicacoes. E um desafio melhorar as propriedades mecanicas
do Ti cp sem comprometer a sua biocompatibilidade. Por outro lado, O Ti ASTM F136
(Ti-6Al-4V) apresenta uma maior resisténcia mecénica, mas pode liberar fons téxicos,

como o aluminio e o vanadio (2, 3) .

As modificagGes no processo de fabricagao incluem a utilizagao de técnicas como
ECAP (Equal Channel Angular Pressing), que promovem uma alta deformacao a frio para
obter um tamanho de grao nanométrico, e tratamentos de superficie. Nos tratamentos da
superficie faz-se alteragoes na morfologia, rugosidade estrutura cristalina e composic¢ao
quimica da superficie. A composicao quimica pode ser alterada pela adicao de ions e
particulas, com o objetivo de induzir a formagao de fosfato de célcio semelhante a apatita

na superficie do éxido de titdnio, por meio de processos naturais do organismo (4, 3).

A demanda por implantes ortopédicos e dentarios continuara crescendo, e o titanio
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e suas ligas tém sido amplamente utilizados nessas aplicacoes. Embora esses implantes
tenham alcancado altas taxas de sucesso, duas complicagoes principais podem ocorrer: a
falta de integracao do tecido dsseo e a proliferagdo bacteriana, o que pode resultar em peri-
implantite. O tratamento da superficie dos implantes desempenha um papel fundamental
na osseointegracgao e na prevencao da peri-implantite. A modificacdo adequada da superficie
do implante pode promover interagoes favoraveis com as células dsseas, estimulando sua
adesdo e proliferacao, resultando em uma integracdo mais eficaz com o tecido 6sseo
circundante. Além disso, um revestimento de superficie apropriado pode ajudar a inibir a

adesdo e a colonizagao bacteriana, reduzindo o risco de infec¢ao e peri-implantite (5).

O objetivo do presente estudo é promover modificagoes na superficie do titanio
comercialmente puro (Ti cp) por meio da incorporacao de 6xido de grafeno, tanto com
quanto sem a adicdo de pentoxido de nidbio. O principal propésito dessas modificagoes é
prevenir a perda precoce de implantes devido a infecgoes bacterianas e, ao mesmo tempo,
melhorar o processo de osseointegragao. Até o momento, nao foram encontrados estudos
semelhantes que facam essa abordagem especifica, destacando a relevancia e inovacao do

presente trabalho.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A aderéncia de biofilmes e o desenvolvimento de processos inflamatoérios cronicos
em proteses ortopédicas e implantes dentarios sao questoes frequentes e preocupantes.
Nos implantes, a formacao de biofilmes pode ser um contribuinte significativo para a
ocorréncia de peri-implantite. Apesar das diversas abordagens empregadas para mitigar
esse problema, a raspagem do implante e o uso de antibidéticos permanecem como os
métodos mais eficazes. No entanto, mesmo com essas medidas, os episddios inflamatérios

podem se repetir, resultando na potencial perda do implante.

Nesse sentido, a modificacdo da superficie e a aplicagdo de modificagoes quimicas
em ligas de titanio para a fabricacao de biomateriais de implantes assumem um papel
crucial. E diante desse contexto que se insere o objetivo central deste trabalho: o desenvol-
vimento de um tratamento de superficie para o titdnio comercialmente puro, incorporando
revestimentos de 6xido de grafeno (GO) e nidbia. Essa proposta busca abordar algumas

das limitacgoes presentes nos implantes odontologicos comerciais vigentes.

Vale ressaltar que as limitacoes em relacao as resisténcias mecanicas e a capacidade
de resisténcia ao desgaste do Ti F67 foram previamente abordadas por meio do desen-
volvimento do processamento de barras de titdnio com tamanho de graos nanométricos,
empregando a técnica de ECAP. Essa abordagem resultou em uma resisténcia mecanica
equiparavel a do Ti-6A1-4V, contribuindo para estabelecer um cenério propicio para a

realizacao dos objetivos propostos por este estudo (6).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.0.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo central desta tese de doutorado consiste em desenvolver uma superficie
com propriedades bactericidas por meio da deposi¢ao de um filme de 6xido de grafeno
(GO), tanto com quanto sem a adi¢do de nidbia (NbyOs), utilizando como substrato o
titanio comercialmente puro (Ti cp). A abordagem visa ndo apenas a criagdo de uma
superficie antibacteriana, mas também a avaliacdo das implicagoes biolégicas decorrentes
dessa modificagao. Para isso, busca-se realizar uma andlise abrangente que engloba a
quantificacdo da rugosidade da superficie revestida, a avaliacdo da resisténcia a corrosao, a

medicao da molhabilidade e a avaliagao da eficacia bactericida do revestimento desenvolvido.

1.2.0.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Deposicao um filme de GO com e sem nidbia na superficie de amostras de Ti cp F67
« Analisar as morfologias da superficie do Ti cp apds o tratamento de superficie;

o Quantificar a rugosidade dos tratamentos de superficie;

o Quantificar a molhabilidade;

e Determinar a resisténcia a corrosao;

« Analisar a composicdo quimica da superficie do Ti cp antes e ap6s adicio de Oxido
de Grafeno (GO) e Niébia (NbyOs)

o Analisar os efeitos bioldgicos do revestimento com agao bactericida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O titanio

As principais fontes comerciais de titdnio sao a ilmenita (F'eTi0s), o rutilo (790,),
o anatdsio (TiOz) e o leucoxénio (7). Na Tabela 1 sdo apresentadas informagoes basicas

sobre o titanio.

Tabela 1 — Caracteristicas do titanio

(7) -

Caracteristicas do Titanio Valores
Numero atémico 22
ConFiguracao eletronica [Ar] 452 3d2
Massa atomica 47,9
Ponto de fusao 1660,0° C (1933,15 K, 3020,0° F)
Ponto de ebuligao 3287,0° C (3.560,15 K, 5948,6° F)
Numero de prétons / Elétrons 22
Numero de néutrons 26
Classificacao Metais de Transi¢ao
Estrutura Cristalina Hexagonal
Densidade 293K : 4,54g/cm?
Cor Prateado.
Data da descoberta 1791
Descobridor William Gregor
Nome de Origem A partir da palavra grega titanos (Titans)
Aplicagoes Tinta, borracha, papel, biomateriais
Obtido a partir de Minerais (ilmenita, rutilo)

O diéxido de titanio (703), devido as suas caracteristicas de opacidade, alvura,
resisténcia ao ataque quimico, poder de cobertura e auséncia de toxicidade, é amplamente
utilizado na fabricacdo de pigmentos empregados nas industrias de tinta, papel, plastico,
borracha, fibras, vernizes, entre outros. O titanio metalico é usado em industrias metalargi-
cas, quimicas, elétricas, ceramicas, biomateriais entre outros (8). O titdnio comercialmente
puro (Ti cp) é empregado em motores a jato, carcagas e fuselagens de avido, equipamentos
resistentes a corrosao para industrias naval e em processamentos quimico. A liga Ti-6A1-4V
com microestrutura a-f é empregada em implantes e proteses que necessitam elevada
resisténcia, equipamentos para processamentos quimicos e componentes estruturais de

fuselagem de aviao (9).
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2.1.1 O titanio comercialmente puro (Ti cp) para Implantes

O Ti cp e a liga Ti-6A1-4V sao usados como biomateriais e em outras aplicagoes,
exemplo pode ser observado, conforme a Figura 1 Existem diferencas nas composigoes
e nas propriedades quando o material é especificado para uso como biomaterial. Para
ser usado como biomaterial os percentuais de impurezas sao menores, até mesmo a liga
Ti-6Al-4V usada na engenharia é diferente da especificada para uso como biomaterial. A
principal propriedade do Ti c¢p é sua capacidade de osseointegracao. O filme de 6xido de
titanio permite a adesao de células dsseas. A osseointegracdo ocorre quando o biomaterial
fica firmemente ligado ao osso através de proteinas e glicoproteinas. O primeiro critério
para selecionar o material a ser utilizado na confeccao dos implantes osseointegraveis é que
nao apresente degradacao da pelicula compacta dos 6xidos e hidroxidos em sua superficie

quando exposto aos fluidos corporais (2).

Figura 1 — Diferentes regides do corpo onde o titdnio pode ser implantado. (a) prétese
craniana; (b) guia cirirgico; (¢) prétese de escapula; (d) protese de joelho; (e)
implantes dentarios; (f) gaiola de fusdo intersomatica; (g) copo acetabular; e
(h) protese de quadril (10).

O material implantavel, exemplificado na Figura 2 deve ter excelente biocompatibi-
lidade, pois a formacgao de uma ligacao interfacial entre o tecido e o implante determina
o sucesso da cicatrizacdo peri-implantar precoce (11). O material deve ter resisténcia
mecanica para suportar as cargas orais e possuir alta resisténcia a corrosao e ao desgaste

para evitar a liberacao de fons metélicos no corpo humano (12, 13).
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Figura 2 — Modelos de implantes dentérios. Adaptado de (2).

O titanio é normalmente recoberto por uma fina camada de éxido protetora,
que determina em grande parte as propriedades da superficie do implante. Este ¢xido,
naturalmente formado, é responsavel pela excelente biocompatibilidade dos implantes
devido ao baixo nivel de condutividade eletronica, uma alta resisténcia a corrosao e
um estado termodinamicamente estével em valores de pH fisiolégicos (14). A espessura
da camada de 6xido pode ser aumentada por tratamentos quimicos e eletroquimicos. A
presenca de T'iO, melhora a osseointegracao, a resisténcia a corrosao e a biocompatibilidade
do titanio.

Com base na Norma ASTM F67, o Ti cp é classificado em graus de acordo com o
teores de N, Fe e O em sua composi¢ao quimica. Na Tabela 2 sdo mostradas as composi¢oes
do Ti cp (15) .

Tabela 2 — Percentuais em peso da composicdo quimica do Ti cp.

Grau do titanio
Elemento i 5 3 1
Nitrogénio 0,03 0,03 0,053 0,05

Carbono 0,08 0,08 0,08 0,08
Hidrogénio | 0,015 0,015 0,015 0,015
Ferro 0,20 0,30 0,30 0,50
Oxigénio 0,18 0,25 0,35 0,40
Titanio Balancgo | Balango | Balanco | Balanco
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2.1.2 A modificacao da Superficie do Titanio

A evolu¢do da implantodontia é claramente observavel. No entanto, uma série
de hipdteses emergiram para explicar as possiveis causas por tras das falhas precoces
dos implantes. Dentre as explicagoes estao o procedimento cirirgico inadequado, baixa
densidade éssea , formato do implante e falta de estabilidade priméria (devido ao baixo
torque de insercao), infecgao periodontal prévia e contaminagao bacteriana (16). Para
mitigar as causas de falhas dos implantes odontolégicos, faz-se necessario o tratamento da

superficie dos mesmos.

A modificacao da superficie dos biomateriais tem sido amplamente utilizada para
melhorar seu desempenho. Através destes tratamentos é possivel modificar as propriedades
da superficie, incluindo a adi¢ao de grupos funcionais e alteracao da carga elétrica superficial
(17). Nas ultimas décadas foram desenvolvidas novas superficies dos biomateriais com
emprego de abordagens da engenharia de tecido dsseo para modular a atividade das células

envolvidas na regeneracao déssea e induzir a formacao dssea (18).

A modificagao da superficie influencia diretamente a biocompatibilidade do material.
A resposta fisiologica do organismo em contato com a sua superficie depende dos fendémenos
de interagao entre células e substratos, os quais podem ser definidos a partir da adesao,
proliferagao e diferenciagao (19). Por exemplo, as caracteristicas que influenciam na adesao
da fibrina sao fisicas (tensao e adesdo), quimicas (tipos moleculares), estruturais (tipo de
arranjo das moléculas). Estes pardmetros influenciam na osseointegracao. Caso as interagoes
destes pardmetros nao sejam favoraveis, a malha formada pela fibrina simplesmente nao
fica aderida a superficie. Por outro lado, caso estas interagoes sejam favoraveis, uma malha
¢é formada com ligacoes de fibrina na superficie e o processo de osseointegracao se inicia
(20). Logo, é evidente que a composigao quimica ou a mudanga da superficie dos implantes
dependem dos tratamentos superficiais, tais parametros sao fundamentais para uma melhor

adsor¢ao de proteinas e ancoramento celular (21).

As propriedades do 6xido nativo de Ti nao sao as melhores para garantir a resposta
celular para a osseointegracao, a qual pode necessitar até um ano para se concretizar (22).
Por esse motivo, faz-se o tratamento da superficie para modificar a morfologia, energia e
molhabilidade dos implantes. As modificacoes na superficie conduzem a uma alteracao
na resposta osteoblastica, afetando fatores como a adesao celular, atividade da fosfatase
alcalina e producao de osteocalcina. Esse processo resulta em um aumento da osteogénese
e da osseointegracao, contribuindo para o fortalecimento tanto da estabilidade mecanica

primaria quanto da osseointegracao secundaria do implante.

Resultados da literatura mostram que o tratamento da superficie dos implantes
com &cido induzem a formagao Gssea, devido a melhor resposta celular (23). Superficies

sem tratamento superficial apresentam uma camada passiva de 6xido com espessura na
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ordem de 7,9 nm. Entretanto, os tratamentos termoquimicos das superficies do titanio
e suas ligas, aumentam a espessura para até 50 nm com melhor atividade biologica e

processo de osseointegracao (24) (25) (26) .

Existem algumas desvantagens do aumento da rugosidade de superficie dos implan-
tes, dentre elas a maior taxa de formagao de biofilme e aumento da perimplantite (27).
Por este motivo ha necessidade do desenvolvimento de modificagoes quimicas da superficie
para melhorar a osseointegragao e reduzir os processos infecciosos por bactérias do biofilme.

Uma das possibilidades é obter superficie bactericidas.



Capitulo 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 24

2.2 O biofilme bacteriano

As bactérias estao naturalmente presentes na saliva, na lingua, nas bochechas e nas
superficies dos dentes, especialmente em areas de retengao, como fissuras, bem como no
sulco gengival. Cada uma dessas regioes da cavidade oral apresenta ecossistemas bacterianos
distintos (28). E importante ressaltar que a presenca e a quantidade de bactérias variam
em cada uma dessas partes e ¢é essencial que essas microbiotas vivam em equilibrio para

evitar o surgimento de patologias.

O biofilme/placa microbiana (Figura 3) pode ser definido como uma “comunidade
complexa e funcional de uma ou mais espécies de microbios, envoltos em uma matriz de
exopolissacarideos e ligados uns aos outros ou a uma superficie sélida”. A estrutura dental,

estrutura éssea e o biofilme podem estar em implantes ceramicos ou metélicos (28). Desde

Figura 3 — Biofilme e placa bacteriana aderida na superficie dos implantes e componentes
protéticos. Foto cedida por: Renata Machado

a descoberta da osseointegragao por Branemark na década de 1960, a implantodontia vem
aumentando sua popularidade cientificamente, e tem sido reconhecida como uma das prin-
cipais especialidades odontoldgicas para devolucao estética e funcional dos pacientes (29).
Atualmente, a utilizacdo de implantes dentarios constitui uma alternativa de reabilitacao

altamente previsivel e difundida para a substituicdo de dentes ausentes.

Durante a colocagao de implantes, ¢ importante estar ciente que podem ocorrer
complicacoes, algumas das quais sao relativamente comuns. Estas complicagoes incluem o

posicionamento inadequado dos implantes, como em uma angulacao errada, ou a perfuragao
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acidental da parede inferior do seio maxilar ou do canal mandibular. Outras complica¢oes
possiveis incluem o afastamento da tdbua 6ssea vestibular ou lingual, ocorréncia de
hemorragia, fratura de mandibula, fratura do préprio implante e deiscéncia da ferida nos
tecidos moles. Além disso, problemas sistémicos e habitos prejudiciais, como o tabagismo,
também podem impactar negativamente a integracao do implante. A infec¢ao bacteriana
é outra complicagdo relevante que pode ocorrer (30), porém pode ser evitada com o
tratamento de superficie adequado e utilizando nanoparticulas, conforme Figura 4, para

evitar e/ou tratar a entrada de microorganismos.

r l\ Adicionando nano particulas

|
' Bec
Problemas: e ?Oll_.l(,‘DE;.
Ades3do bacteriana; be ;-lZ a co-omza(; 0
Estabilidade inicial pobre; * acteriana;

Promove adesdo celular;

Peri-implantite. N
Promove neoformacgao dssea.

Figura 4 — Adigdo de nanoparticulas com agao antimicrobiana sobre os implantes e/ou
componentes protéticos. Adaptado de (31).

Os riscos de infec¢ao na regiao dos implantes podem estar relacionados com a
presenca de bactérias e reacoes inflamatorias concomitantes. Com isso, a longevidade
dos implantes pode ser comprometida por uma sobrecarga oclusal e ou peri-implantite,
dependendo da geometria e das caracteristicas de superficies dos implantes (32). O biofilme
bacteriano exibe algumas propriedades que sdo inerentes a microbiota em geral, cuja
consequéncia clinica é a susceptibilidade reduzida a agentes antimicrobianos, bem como

sua sinergia ao patégeno (33).

Uma dessas patologias ¢ a peri-implantite, que é definida como uma reacao infla-
matoéria com perda de suporte 6sseo em tecidos circunvizinhos a um implante em funcao,
resultando na perda progressiva da osseointegracao e do osso marginal de suporte. Essa
condi¢ao pode ser comparada a periodontite, uma patologia que acomete os dentes e
frequentemente é associada com supuracao e bolsas mais profundas, mobilidade, dor ou

sensagao de corpo estranho (34, 35, 36).
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Na primeira fase da peri-implantite, ocorre a formacao de uma pelicula adquirida
na superficie do implante, composta por proteinas salivares, peptideos e outras substancias.
Essa pelicula possui receptores para adesinas, que facilitam a colonizagao inicial de
espécies pertencentes ao complexo amarelo de Socransky (Figura 5), como Streptococcus

e Actinomyeces. (37).

Complexo
Vermelho

Complexo
Laranja

Complexo Complexo Complexo Complexo
Azul Violeta Verde Amarelo

Complexo azul: Actinomyces ssp.

Complexo violeta: Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus

Complexo verde: Eikenella corrodens, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga
sputigena, Capnocytophaga gingivalis e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sorotipo a.
Streptococcus mitis, S. oralis, S sanguinis, S.gordonii e S
intermedius.

Complexo laranja: Streptococcus consteliatus, Campylobacter rectus, C. showae, C.
gracilis, Prevotella intermedia, P. nigrescens, Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum (sp. nucleatum), F. nucleatum (sp.
vincentii), F. nucleatum (sp. polymorphum), F. periodonticum,
Eubacterium nodatum

Complexo vermelho: Pormphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola.

Figura 5 — Complexo de Socransky (37).

Em resumo, a doenca periodontal pode ocasionar mobilidade, destruicao dos tecidos
periodontais e a perda Ossea, podendo inclusive afetar a estabilidade de um implante ja

osseointegrado (38).

A peri-implantite pode remodelar a crista 6ssea de maneira progressiva afetando a

interface osso-implante, resultando no rompimento da osseointegracao (39).
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2.3 O carbono

Por ser tetravalente, o carbono é capaz de realizar quatro ligagoes quimicas cova-
lentes e em seu estado fundamental seus elétrons sdo distribuidos, unicamente, nos 1sp?,
2sp? e 2p?. Os dois elétrons do orbital 1s nao participam de forma efetiva nas ligacoes
eletronicas, uma vez que estao fortemente ligados ao nicleo. As propriedades do carbono
resultam da capacidade deste elemento formar orbitais hibridos, podem ocorrer de trés

maneiras: sp, sp®, sp® (40).

O carbono elementar tem dois isdtopos estaveis (12 C, 13 C) e um is6topo radioativo
(14 C). A abundancia natural de 12 C é 98,89 %, 13 C é 1,108% e 14 C é 121071°%. O 14
C tem 6 protons e 8 néutrons e esta presente nos carbonos a base de biomassa, mas nao

nos carbonos a base de petréleo (41).

O carbono possui formas alotropicas que formam as substancias simples, isto é,
substancias que sao formadas somente por ligagoes entre atomos de carbono. Existem
pelo menos sete alétropos do carbono (Figura 6) que sao grafite (alfa e beta), diamante,
lonsdaleita (diamante hexagonal), fulerenos, nanotubos de carbono, 6xido de grafeno e,

nanotubos de carbono de parede miltipla (42, 43).

Figura 6 — Representacao esquematica de diferentes al6tropos do carbono (43).

2.3.1 O grafite

A importancia de abordar esse material, é o fato dele ser usado como principal

material para conseguirmos sintetizar o 6xido de grafeno e seus demais alétropos 6.
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O grafite natural é oriundo do metamorfismo do carbono, como xisto, gnaisses e
marmores ou de rocha carbonatada. A classificacao e a qualidade do grafite podem variar
de acordo com o teor de carbono, tamanho das particulas e tipos de impurezas. O grafite
¢é considerado um mineral nao metéalico, inerte, que apresenta coloracao variando entre o
cinza escuro e o preto, peso especifico entre 2,1 e 2,3 g/cm? e brilho semi-metalico. Seu
ponto de fusdao é de 3.927 °C, sendo altamente refratario, lubrificante, compressivel e
maledvel. Sua dureza é classificada entre 1 a 2 na escala de Mohs. Sua estrutura cristalina
¢é formada por varios planos de atomos de carbono densamente dispostos em uma rede
com simetria hexagonal. Tem excelente condutibilidade térmica de 30 W.em™1.k7! e sua

densidade Elétrica: 2,25 gm.cc™?

, além de possuir grande resisténcia quimica, termal e a
oxidagao. Suas propriedades favorecem diversas aplicagoes, sendo, portanto, de grande

interesse para a mineragdo, industria quimica, indastria biomédica, dentre outras (44, 45).

A grafitizacao, que é a transformacao do carbono em grafite, depende principalmente
da matéria organica, temperatura e pressao atuantes durante o metamorfismo. Os depdsitos
de grafite originados a partir do metamorfismo de contato, podem ser formados a partir de
intrusoes igneas em rochas carbonaticas, com producao de grafite lamelar do tipo flake. Ja
o grafite fino e microcristalino (dust) sdo formadas em rochas de baixo grau metamoérfico

(46) .

As propriedades do grafite sintético sdo comparadas aquelas do grafite natural, e
¢é caracterizada pela sua alta pureza e baixa cristalinidade em relagao ao grafite natural.
O grafite sintético pode ser produzida utilizando o carvao mineral como matéria-prima,
no entanto o preco do carvao mineral é elevado em relagdo ao carvao vegetal. Outro

contraponto é que o carvao mineral ndo ¢ uma fonte de energia renovavel (47).

2.3.2 0O Oxido de Grafeno

O grafeno foi descoberto em 2004 por pesquisadores da Universidade de Manchester
quando realizavam a limpeza da superficie de uma placa de grafite, desgastando-a aos
poucos em uma fita adesiva. Quando analisaram os residuos do grafite na fita em um
microscopio atomico, viram que esses residuos mantiveram a estrutura cristalina hexagonal
do grafite e que possuiam também um peculiar arranjo simétrico de elétrons que aumentava
sua condutividade. Por essa descoberta foram agraciados com o Prémio Nobel de Fisica
no ano de 2010 (48).

Posteriormente verificou-se a possibilidade do uso do 6xido de grafeno (GO) em
aplicagoes biologicas. Ele dificilmente entra nas células, apresenta boa biocompatibilidade
e tem potencial para ser o substrato para o crescimento celular. No entanto, o éxido de
grafeno provoca oxidagao excessiva do meio e induz a ligeira diminuicao da viabilidade
celular em altas doses (49) . Para minimizar este problema deve-se adicionar alguns

compostos, como por exemplo a incorporagao do pentéxido de niébio (nidbia) a esse filme.
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Um trabalho anterior avaliou a fixacao, viabilidade e proliferacao dos cementoblastos
nos revestimentos que poderiam melhorar o desempenho dos implantes de ago inoxidéavel,
a resisténcia a corrosao e a resposta biolégica (50). Com base neste resultado foi feita a
proposta da analise das propriedades da superficie do titanio recoberta com GO e niébia.
A viabilidade da proposta sera analisada mediante ensaios de caracterizagao da superficie,

ensaios in vitro de adesdo, proliferacio e diferenciagao celular (51).

Alguns estudos também relataram a corrosao do titdnio em contato com saliva e
flaor (52) (53). Porém, a adi¢do dos compostos GO e nidbia ao Ti poderia efetivamente

aumentar a resisténcia a corrosao do substrato de Ti em saliva acidificada com ou sem
adigao de flior (54) , (55).

O grafeno antes de ser descoberto era considerado um material puramente tedrico e
usado para explicar a formacao das outras formas alotréopicas do carbono, pois se acreditava

que sua estrutura nao seria estavel (56).

O carbono no grafeno pode formar uma tinica camada de atomos com estrutura na
forma de favo de mel (hexagonal) ou varias camadas acopladas na estrutura em favo de
mel (48).

O grafeno ¢ fabricado a partir da esfoliagdo quimica do grafite natural, até restar
uma Unica camada bidimensional, com a espessura de um tinico atomo de carbono, em um
arranjo hexagonal (57). E o material mais fino ja conhecido e com resisténcia mecénica
excepcionalmente alta (58). Além disso, apresenta propriedades como flexibilidade, leveza
e dureza, o que o torna um material promissor para uma ampla gama de aplicacoes,

incluindo eletronicas, quimicas e eletromecénicas. (57).

2.3.3 A aplicacao Biolégica do Grafeno

Dados da literatura mostram que substratos revestidos com grafeno e GO (6xido de
grafeno) aceleraram a adesdo, proliferagao e diferenciacao das células-tronco mesenquimais
(MSC) (59) . As evidéncias mostram que o GO ¢é promissor como material para fixacao
de fratura dssea, crescimento e proliferacao de células(60). Além das propriedades de
crescimento celular, o GO também possui efeito bactericida. Conforme é ilustrado na
Figura 7, isso ocorre principalmente devido as bordas "afiadas"das nanofolhas de grafeno,
que rompem a membrana da bactéria, permitindo que o conteudo intracelular vaze para o

meio circundante. (61).

A toxicidade do GO para células A549 foi avaliada por varios métodos de citotoxi-
cidade. Verificou que o GO apresenta baixa capacidade de penetracao celular e apresenta
boa biocompatibilidade. Além disso, o GO apresenta potencial para ser utilizado como
substrato para o crescimento celular. No entanto, em altas concentracoes, o GO pode

provocar “estresse oxidativo” e induzir uma leve diminuigdo na viabilidade celular. O efeito
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Figura 7 — Imagens de TEM, as folhas de 6xido de grafeno rompendo membrana bacteriana
em meio a saliva. Setas vermelhas indicam ruptura da membrana e as pretas

marcam as folhas de GO. Adaptado de Shi, 2018 (62).

do GO nas células Ab49 esta relacionado com a concentragao e o tamanho das particulas
(49). Outros estudos tém demonstrado que os materiais revestidos com grafeno nao sao
téxicos e aumentam a fixagdo e a proliferagao de fibroblastos, osteoblastos e MSCs(63)
(64).

Recentemente, foram realizados estudos para investigar o efeito das nanofolhas de
éxido de grafeno (GO) no desenvolvimento de biofilmes contendo Streptococcus mutans.
Os resultados dessas pesquisas revelaram que as nanofolhas de GO apresentam alta eficacia
na inibicao da formacao de biofilmes bacterianos, principalmente nos estégios iniciais. A
eficacia do GO varia de acordo com as concentragoes utilizadas, que podem variar de
baixas a altas. Apo6s o tratamento com GO, observou-se uma diminui¢do significativa
na proporcao de células vivas dentro do biofilme bacteriano. Além disso, a estrutura do

biofilme foi afetada negativamente, resultando em sua destruicao (65).
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2.4 O Nidbio

O Brasil, Segundo o Departamento Nacional de Produgao Mineral (DPNM), possui
as maiores reservas conhecidas de niébio, encontrado principalmente nas jazidas de pirocloro,

que equivalem a aproximadamente 98% de todo o niébio do mundo.

O nidébio é usado como elemento de liga dos metais, principalmente em agos para
aumentar a resisténcia mecanica e a maleabilidade. O niébio também é utilizado na
fabricacao de vidros especiais, tais como lentes, peliculas de revestimento e capacitores
ceramicos. Quando usados como materiais anddicos em baterias de ions-litio, esse metal (na
forma de 6xido) proporciona alta capacidade volumétrica, além de ser aplicado como super-
capacitores hibridos. Outra aplicacao relevante do nidbio é na area da catalise, especialmente
na industria quimica e petrolifera. Os catalisadores a base de ni6bio geralmente apresentam
boa estabilidade quimica, acidez e versatilidade, ocupando um papel fundamental em
reagoes cataliticas oxidativas (66). A Figura 8 ilustra alguns produtos que utilizam o
niobio.

O niébio apresenta excelente resisténcia a corrosao em meios aquosos devido a
formagao de um filme de 6xidos compacto em sua superficie. No entanto, na presenca de
substancias complexas, tais como ions fluoretos, H,SO4 ou HC, pode ocorrer a dissolucao
da camada de 6xido, levando a fragilizacao por hidrogénio. Além do pentéxido de nidbio
(Nb2Os), que é o éxido mais comum formado na superficie do niébio, esse metal também
pode formar outros filmes 6xidos, como NbO e NbO, (67) . Em relagao as propriedades
magnéticas, o nidébio geralmente apresenta um comportamento diamagnético. Além disso,

o niébio é normalmente insolivel em dgua (68).

RECURSO: iig sy RECURSO:

Columbita e

Pirocloro Tantalita Escdria Sn e Outros

PRODUTOS:

Ferro-Nidbio
Standard

PRODUTOS:

Oxido de Nidbio
H.P

Carboneto Metal e J, Fe-Nb e Oxido de
de Nidbio Jlll  Ligas Ni-Nb Ni6bio S.P

Figura 8 — Produtos derivados do Nidbio. Adaptado de (TAGUSAGAWA,1995) .

2.4.1 O pentédxido de nidbio

O pentéxido de nidbio (NbyOjs) da fase H é a forma mais termodinamicamente

estavel do sistema nidébio-oxigénio, conforme pode ser observado na Figura 9. Geralmente,
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é produzido na forma de p6 da cor branca (69).
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Figura 9 — Diagrama de fases Nb-O
(70)

O Nb sofre oxidacao intensa a 390 °C com elevada fragilizacao. A 350 °C tem-se a
reacao do niébio com nitrogénio, a 300 °C ele reage com vapor da agua, a 250 °C com

hidrogénio, diéxido e monéxido de carbono. A 100 °C o Nb é inerte a varios gases (Figura
9 (67).

A fase NbyOs pode existir no estado amorfo ou cristalino em vérios tipos polimorfos
com diferentes estruturas: T (D2h9, ortorrémbico), B (C2h6, monoclinico), H (C2hl,
monoclinica), N ( C2h3, monoclinico), Z (C21, monoclinico), R (C2h3, monoclinico), M
(D4h17, tetragonal), P (D410, tetragonal) e também TT (pseudohexagonal ou monoclinico).
O fato de existirem varias combinagoes possiveis de ligagoes octaédricas que podem
produzir uma razao O / Nb de 2,5, é apontado como a razao para a multiplicidade de
estruturas Nb,Os. A maioria das estruturas polimérficas de NbyOs sao descritas pela
combinagao de um ou ambos os tipos de ligagdes entre octaedratos que podem ocorrer por

compartilhamento de cantos ou por compartilhamento de bordas (71).

Com relacao as respostas biolégicas, o aco AISI 316L com revestimento biomi-
mético de Nb,Os é um material adequado para aplicagoes ortopédicas. O resultado foi

associado ao fato que a caracteristica nanoporosa do revestimento aumenta o crescimento
de hidroxiapatita (72).
2.4.2 Aplicacdo Bioldgica da Nidbia/Pentdxido de Nidbio

A deposicao de uma pelicula fina de niébia pura em uma superficie de liga de
titdnio aumenta a microdureza de 5,58 GPa para 8,64 GPa (73).
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Quanto as propriedades bioldgicas, o revestimento com niébia aumenta a viabilidade
celular e proliferacdo apés 21 dias de cultura. Além disto, as células apresentam boa adesao
e ficam homogeneamente distribuidas na superficie. Resultados de trabalhos realizados
anteriormente mostram que a atividade da lactato desidrogenase foi semelhante a superficie
de titanio com e sem revestimento de nidbia, indicando um numero de células semelhante.
Com revestimento de ni6bia ocorre um ligeiro aumento na viabilidade celular e um grau

mais elevado de diferenciagao osteogénica. (74)
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2.5 A eletroquimica

2.5.1 Deposicao eletroforética

A técnica de deposigao eletroforética (EPD) é conhecida como uma das mais
versateis para o processamento de particulados. Essa técnica permite alcancar uma ampla
faixa de dimensbes, como por exemplo, em termos da espessura de depdsitos que podem
ser produzidos em comparagao a outras técnicas e também devido a sua aplicabilidade

com pos nanométricos (75).

A deposicao de particulas carregadas positivamente ocorre no eletrodo negativo
(cdtodo), enquanto as particulas carregadas negativamente se depositam no anodo. Estes
dois processos sao referidos como deposicao catodica e deposicao anddica, respectivamente
(75).

A técnica de conformacao de cerdmicas por eletroforese, do posto de vista experi-
mental, pode ser dividida em dois processos distintos. No primeiro processo, as particulas
de ceramica dispersas no liquido (polar ou apolar) se movimentam para o eletrodo que
tem sua carga oposta ao aplicar um campo elétrico (76). Para esse processo, a dgua é
mais utilizada como solvente polar, pois requer uma menor corrente elétrica e tem uma
forte interacdo com a superficie dos 6xidos devido a caracteristica ionica de interface
6xido/solvente (77). No segundo processo, as particulas se aproximam da superficie do
eletrodo para coagularem e assim permanecerem depositadas, resultando na formagao de

um filme ou revestimento (76).

Solugéo ou
Mistura

Amostra > eee
Célula

Figura 10 — Desenho esquematico de deposicao eletroforética- EPD.
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2.5.2 Corrosao

Pode-se definir corrosao, em um aspecto mais amplo, como um processo espontaneo
que leva a deterioragdo de um material, geralmente metalico, por acao quimica ou ele-
troquimica do meio ambiente aliada ou nao a esforgos mecéanicos. A deterioraciao causada
pela interacao fisico-quimico entre o material e seu meio operacional representa alteragoes
prejudiciais indesejaveis, sofridas pelo material, tais como desgaste, varia¢oes quimicas ou

modificagdes estruturais, tornando-o inadequado para uso (78).

A corrosao, na verdade é causada pela acao de um agente oxidante como o oxigénio
e hidrogénio que, ao entrar em contato com a superficie do metal, passa a receber elétrons,
ocorrendo, assim a reacao de reducao. Os elétrons consumidos na reacdo de uma reducao,
que ocorre no catodo, sao fornecidos pela reacao de oxidagao do metal que ocorre no anodo,
sendo transferido para o cdtodo através do metal, que atua como um eletrodo (material

no qual ocorre a transferéncia de elétrons) (79).

Implantes metalicos para aplica¢oes 0sseas submersas em ions eletrélitos no corpo
constituem uma célula basica de corrosao. Amplas correntes podem ser induzidas pelo fluxo
de ions e elétrons gerados durante reacoes eletroquimicas que ocorrem entre a corrosao da
superficie metalica e eletrélito. Essas correntes sao geralmente usadas para medir a taxa
de corrosao de um metal; porque eles sao diretamente relacionados a liberagao de ions
metalicos ou, em outras palavras, a degradagdo do material (80). Sabe-se também que
adesao de Streptococcus mutans causa corrosao na superficie de ligas de titanio polidas
mecanicamente ou eletroquimicamente (81). Por esse fato, é necesséario o estudo da corrosao

em implantes dentérios.

Os ensaios de laboratorio utilizam-se pequenos corpos de prova altamente definidos,
com composi¢ao do meio corrosivo fixada com rigorosa exatidao, isso porque devem ser
mantidas as condigoes do ensaio e, no caso de ensaios acelerados, aumentar a velocidade

do processo, com o objetivo de se obter resultados mais rapidos (82) .
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUCAO DE OXIDO DE GRAFENO - GO

O oxido de grafeno, foi produzido por via quimica, utilizando-se o método de

Hummers modificado e com base no trabalho de Rouke, 2016.
O método consistiu nas etapas abaixo:

a) Etapa de mistura dos reagentes: 1- O grafite (Sigma-Aldrich 332461) foi utilizado
2,06g;

2- Em um balao de fundo redondo de 2 L o grafite foi adicionado;

3- De forma lenta e intercalada foram adicionados 1,90 g de nitrato de soédio
(NaNO3) e 87,2 ml de acido sulfarico (H2504), toda a mistura foi mantida sob agitagao
magnética no tempo de 2h e no inicio apresentou uma cor verde-escura e ao final apresentou

coloracao marrom-escura.

Figura 11 — Aspecto marrom-escuro apds a primeira etapa de sintetizacao do GO

b) Etapa de oxidagdao: 1- Fracionado em 12 partes iguais o total de 11,3 g de
permanganato de potéssio (KMnO4);

2- Adicionado cada fracdo do permanganato de potéassio (KMnO4) da cada 10
min, totalizando 2h; A agitacdo magnética sempre constante e resfriado por gelo todo o

sistema.Pois, essa estapa ¢é altamente exotérmica.
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3- Apds toda mistura ser realizada o gelo foi removido e agitacao magnética mantida

por mais 24h;

4- Essa oxidacao se deu por mais 7 dias, finalizando com aspecto com alta viscosi-
dade.

5- Esfoliagao foi realizada a adigao, da solucao de acido sulfirico a 5 por cento (14,5
ml de H2504 e 260 ml de 4gua deionizada)sob agitagdo magnética, através de gotejamento,
por 1 h. Para evitar aquecimento, a mistura foi resfriada com gelo, e a agitacdo permaneceu
durante 3 h.

6- Finalizando a etapa de oxidagao, 7,50 g da solu¢ao de H202 a 30 volumes foi

gotejada durante 2h, e ao final a solugao estava apresentando a cor castanha.

o
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Figura 12 — Aspecto castanho apés a etapa de oxidacao do GO

c¢) Etapa de esfolia¢ao e lavagem:

1- A adicao da solugao de H2S504 a 3% e H202 a 0,5 % (7,90 ml de H2S504, 3,90
ml de H202 e 238 ml de dgua deionizada). Por cerca de 16 h a agitagdo magnética foi

mantida;

2- A lavagem foi iniciada com 5 tubos de 100 ml, utilizando uma centrifuga com
desaceleracao, do LATEB- Fiocruz. A primeira lavagem foi realizada a centrifugacao a

5000 rpm durante 30 min, e o sobrenadante foi descartado.

3- Adicionado solucao de H2SO4 a 3 % e H202 a 0,5 %, foram realizadas mais 10

centrifugacoes e apos cada centrifugacao, foi descartando-se o sobrenadante.

4- Lavagem com agua deionizada foi realizada, 2h a 5000 rpm e mais 2 lavagens

foram realizadas e descartado o sobrenadante e todo e qualquer material contaminante.

d) Etapa filtragem:
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Figura 13 — 6xido e grafeno lavado

1- Todo material foi filtrado com filtro de tela polimerica e com a utilizacao de
bomba a vacuo, dentro de capela, garantido a esterilidade de todo material. A solucao do

GO aquosa apresentaram pH 4.

Figura 14 — 6xido e grafeno sintetizado
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3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

No presente trabalho foram usadas barras de titdnio comercialmente puro grau 4
(Ti cp ASTM G4) com didmetro de 8,0 mm fornecidas pela empresa Conexao Sistema e
Prétese (Aruja, SP).

Preparacao das amostras: As amostras foram preparadas em 8 etapas, a seguir

descritas.

1. As amostras foram seccionadas na cortadora metalografica Struers, modelo Miniton.

2. Embutimento em resina acrilica e conec¢do com um fio rigido de cobre. 15);

Figura 15 — Amostra conectada ao fio de cobre e embutida

3. Preparagao da superficie com com lixas de granulagao 80, 100, 320,500,1000, 1200
em lixadeira metalografica AROTEC, Modelo AROPOL-VV;

4. Lavagens consecutivas em cuba ultrassonica Cristéfoli com dgua destilada por 10

minutos, com acetona 6 minutos e em agua destilada por 10 minutos;
5. Secagem na temperatura ambiente;

6. Imersao preparacao da superficie com ataque acido, em solucao de acido sulfurico,

cloridrico e agua destilada;

7. Lavagens consecutivas em cuba ultrassonica Cristofoli com dgua destilada por 10

minutos, com acetona 6 minutos e em agua destilada por 10 minutos;

8. Secagem em estufa a 100 °C por 30 min;

Amostra preparada para a etapa de deposicao eletroforética, conforme micrografia 16.
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Figura 16 — Micrografia da superficie da amostra apds preparagao

3.2.1 Eletrodeposicdo do Oxido de Grafeno (GO)

As amostras foram divididas em 4 grupos com base na deposi¢cdo ou nao do

revestimento, a saber:

o Ti cp: Amostras de Ti cp grau 4 sem revestimento

o TiNb :Amostras com filme de nidbia

o TiGO :amostras com filme de 6xido de grafeno

o NBGO :mostras com filme de 6xido de grafeno e niébia.
A deposicao eletroforética do GO em uma soluc¢ao aquosa de éxido de grafeno(GO) com
concentragao de 1,0 mg/ml. Na deposigao o catodo de trabalho foi a amostra de Ti cp
e o anodo uma placa de platina. A deposicao foi com agitacao magnética constante. Foi

aplicada a corrente foi 10A durante 10 minutos. Mostra-se na Figura 17 o esquema da

célula, tanto para deposicao do GO, quanto para deposicao da niébia.
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Figura 17 — Sistema de deposi¢ao do GO.

3.2.2 Eletrodeposicao da Nidbia

A eletrodeposicao da niébia foi realizada com uma solugdo de NbyO; em dgua
destilada com concentracao de 44 mg/ml. O procedimento de deposi¢do seguiu uma
abordagem semelhante a utilizada para a deposicao de GO, com a diferenga de que a

voltagem aplicada foi de 12V ao longo de um periodo de 10 minutos. (Figura 18).

Figura 18 — Sistema de deposi¢ao do Nidbia.
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3.3 Caracterizacoes da Superficie

Apébs o preparo das amostras, elas foram caracterizadas seguindo o fluxograma

CARACTERIZACOES

Andlise da Morfolégica s

Rugosidade 3D Ensaio de corrosdo  Viabilidade celular

apresentado na 19.

Molhabilidade
MEV
DRX
RAMAN
FRX

EDS

Figura 19 — Fluxograma das caracterizagoes das amostras com revestimento.

3.3.1 Rugosidade

Entre os parametros que caracterizam a rugosidade da superficie foram quantificados
o valor médio da rugosidade superficial (Ra) das amostras de Ti cp antes e do Ti cp apds

os tratamentos de superficies.

A andlise da rugosidade foi realizada com o rugosimetro por interferometria 6ptica
Zygo NewView 7100 (Zygo Corporation, Connecticut, Estados Unidos), disponivel no

Laboratério de Biomateriais do Instituto Militar de Engenharia.

3.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura- MEV

As morfologias das superficies foram analisadas por microscopia eletrénica de

varredura com uso do MEV modelo Quanta FEG disponivel no Laboratério de Microscopia
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Eletronica do IME.

3.3.3 Espectroscopia de Raman

A caracterizacao das amostras com revestimentos foi realizada no 6xido de grafeno
antes da deposicao e apés a deposicao. Identificando através do Raman os tipos de ligagoes
e informagoes sobre o grau de desordem da rede cristalina em duas bandas principais: a

banda D e a banda G.
A analise das bandas se deu da seguinte forma:

A banda D : Essa banda resulta de imperfeicoes das estruturas, ou defeitos,
criadas pela incorporacao de grupos oxigenados no plano de carbono.Além de ser uma
evidéncia da formacdo de carbonos com hibridizacao 2sp? ;A intensidade da banda D baixa

proporcionalmente a diminuigao das imperfeigoes (83) .

A banda G : E associada & vibracio no plano de 4tomos de carbono com hibridizacio
2sp? devido aos modos de vibragdes presentes nas ligacoes C=C, esta é uma caracteristica
de todos os materiais derivados do carbono. Essa hibridizagao, reflete a qualidade da rede

grafitica do material (83).

3.3.4 Molhabilidade

As medidas do angulo de contato foram realizadas com agua deionizada, com
emprego da técnica da gota séssil contendo aproximadamente 8 pL. Serao realizadas
nas amostras como recebida e apods o tratamento de superficie. O equipamento utilizado
foi o goniometro FTA 100 (First Ten Angstroms, Portsmouth, VG, EUA) disponivel no

Laboratério de Biomateriais do IME.

3.3.5 Resisténcia a corrosao

A resisténcia a corrosao foi quantificada em amostras com e sem revestimentos
para verificar a possivel influéncia na liberacao de ions para o organismo.Para anélise
eletroquimica, foi utilizada uma das medidas que é o Potencial de circuito aberto (OCP),
essa medida é necessaria para avaliar o potencial de equilibrio entre a superficie do material
e a solugao. Pois, quando um material, em contato em uma solucao, tende a imediatamente
iniciar um processo de formacao de ions dentro dessa solugao e a dos elétrons do material.
A superficie desse metal tende a um carregamento elétrico e, consequentemente gerando
um campo elétrico dentro da solucao. No entanto, os fons carregados positivamente ficam
ao entorno da interface metal-solugdo. Apds, uma dupla camada é formada, fazendo com
que, apés um determinado tempo ocorra um estado estacionario. Estado estacionario este,

que é medido pelo potencial de equilibrio
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O ensaio de corrosao foram realizados com o equipamento Potenciostato PGS-
TAT204 com médulo FRA32M da Metrohm, disponivel no Laboratorio de Biomateriais
do IME. Foi utilizada uma solucao de NaCl 0,9 % e o potencial foi monitorado durante

3600 s. Observe a Figura 20 ilustrando o sistema.

NaC I N
0,
0,9% Eletrodo
de OO OO
referéncia
Amostra > eee
_ |
Platina Potenciostato

Figura 20 — Desenho esquemaético para andlise de corrosao.
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3.3.6 Difracdo de Raios X

O equipamento utilizado foi o difratdémetro da PANalytical X’Pert PRO com
detector PIXcel disponivel no Laboratérioo de Difracao de raios X do IME. Os parametro

utilizados na andlise foram:

a)Fonte de radiagio Co A =1,789010 b)Filtro Fe Corrente do tubo 40mA soller slit
0,04 rad Step Size 0,0295 ¢)Anti-scatter slit 1 d)Divergence slit 1/20 e)Voltagem do tubo
40kV f)Contagem por segundo (cps) 299,370 g)Faixa de varredura (2 #) 20,00 - 120,00

A caracterizagao por DRX foi empregada para identificar a presenca de pentdxido

de nidbio.

3.3.7 Fluorescéncia de Raios X

A anadlise da composicdo quimica da superficie foi realizada pela técnica de espec-
troscopia por Fluorescéncia de Raios X( FRX), utilizando um espectrémetro da marca
PANalytical (Zetium, Holanda) com o auxilio do software Epsilon 3 Omnian versao 1.6.A

(8.35)disponivel no Laboratério de Biomateriais do IME.

3.3.8 Espectroscopia de raios X por energia dispersiva - EDS

E uma caracterizacio quimica/andlise elementar de materiais, que nos permitiu
avaliar os elementos presentes em cada amostra, foi utilizado o MEV modelo Quanta FEG
disponivel no Laboratério de Microscopia Eletronica do IME. A caracterizagao teve por
objetivo obter a andalise quantitativa da composicao quimica dos corpos de prova de Ti cp

grau 4 na forma como foram recebidos e apds os revestimento da superficie.

3.3.9 Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade bacteriana foi realizado na Divisao de Biologia Celular e
Molecular da Faculdade Sao Leopoldo Mandic (Campinas, SP). Esse ensaio neste trabalho,

se destina a quantificagdo de crescimento e viabilidade celular. (84)

Foi utilizada uma cepa padrao ATCC (American Type Culture Collection, EUA)
de Streptococcus mutans (ATCC 25175).

1-As culturas de uma tnica colonia foram cultivadas em caldo de infusdo de cérebro
e coragao estéril (BHI; Himedia, Indian) a 37 © C por 18 h, sob condigdes microaerofilas.
Em seguida, centrifugada a 2200 rpm a 18 °C por 5 min e a densidade 6ptica das suspensoes
foi ajustada para 1,0 a 540 nm, o que correspondeu a uma concentracao microbiana de 12
x 108 células/ml.
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2-Cultivo das bactérias nas amostras de GO e NBGO foram incubagao por 4 h a
37°C; Apos a incubacao, foram enxaguadas com 0,9% de solucao salina estéril; Utilizagao

do kit BacLight Live/Dead (Molecular Probe, OR, EUA).

3-Para andlise de viabilidade bacteriana, utilizou-se o teste live/ dead foi preparada
diluindo 1 pl de SYTO 9 e 1 jl de iodeto de propidio em 3 ml de dgua destilada. 70 pl do
reagente foi distribuida em cada superficie e as amostras foram incubadas no escuro por

15 minutos a temperatura ambiente.

4- Uma lamina de vidro coberta com 6leo foi posicionada na superficie e armazenada

em uma camera escura a 4°C até o processamento posterior;

5-Para avaliagdo das amostras, foi utilizado um microscépio de fluorescéncia (Zeiss,
Alemanha) com ampliacao de 200X. A excitagdo / comprimentos de onda de emissao do
SYTO 9 foi de 480 / 500 nm e do iodeto de propidio foi de 490 / 635 nm (85).

Para anadlise estatistica, ou seja, quantificar a quantidade de bactérias vivas e

mortas, o método utilizado foi:
1- O corte das Imagens no mesmo nimero de pixels: site Resize Pixel
2- Quantidade de Pixels para cada imagem foi padronizada em 1488 x 871 pixels
3- Conversao Pixels para Unidade de drea (cm?, mm?, pm?): site translatorscafe.com
4- Area Total (cm?) de cada imagem baseada nos pixels: 907,29 cm?

5- Analise: software Image J® onde, foi quantificado a quantidade de pixel de cor
verde (c0) sao bactérias vivas e a quantidade de pixel de cor vermelha sao de bactérias

mortas.
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4.1 Difracao de Raios X
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Na Figura 21 é apresentado o difratograma de difracao de raios-X da niébia na

condigdo em que foi recebida. A andlise do difratograma (Figura 21) confirma a presenga

dos picos caracteristicos do pentoxido de niébio (NbyOs), conforme referenciado na ficha

PDF 00-037-1468. Esses picos correspondem as posicoes e intensidades esperadas para

essa fase cristalina especifica. Portanto, a partir do difratograma, podemos confirmar a

presenca da fase de pentoxido de niébio com estrutura monoclinica, na amostra.
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Figura 21 — Difratograma de raios-X da amostra com revestimento de niobia.
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4.2 Espectroscopia Raman

Na caracterizagao do oxido de grafeno, é possivel identificar as caracteristicas
estruturais do revestimento e avaliar a qualidade do 6xido de grafeno através das bandas
D (1200 a 1400 em™) e G (1500 a 1600 ¢m™'). A banda D indica a desordem da
estrutura hexagonal pelas vibra¢oes C-C com hibridizacao sp. Por outro lado, a banda G
correspondente aos dominios de carbono sp? , sendo uma das bandas caracteristicas para

identificar a estrutura do grafeno. (86)

Na Figura 22, é apresentado o espectro obtido do 6xido de grafeno utilizado para a

deposicao na superficie do Ti cp. Nesse espectro, podemos observar que a banda D esta

localizada em 1360 em ™' e a banda G em 1595 cem ™t
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Figura 22 — Espectro de Raman do 6xido de grafeno.
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4.3  Espectroscopia de raios X por energia dispersiva-EDS

A Figura 23 representa os espectros obtidos na andlise quimica semiquantitativa
com EDS. Na Figura 23a, observamos apenas a presenca de Titdnio comercialmente puro.
Ja na Figura 23b temos o espectro do Titanio comercialmente puro apos a deposicao de
oxido de grafeno. Na Figura 23c temos o espectro do titanio comercialmente puro apoés
a deposigao de pentoxido de nidbio (NbyOs). Por fim, na Figura 23d, podemos observar
a presenca de Nb, C e Ti. Esses resultados corroboram com a analise e demonstram a

presenca dos elementos e compostos desejados nos revestimentos.
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Figura 23 — Espectros EDS da andlise da composicao quimica da superficie de Ti antes e
depois do revestimento de 6xido de grafeno e pentoxido de niébio. (a) Ti cp
antes do revestimento. (b) TiGO (c) TiNb. (d)NBGO.



Capitulo 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 50

4.4 Rugosidade

Os parametros de rugosidade foram quantificados nas amostras de Ti cp grau 4
antes e apds o tratamento de recobrimento com 6xido de grafeno (TiGO), niébia (TiNb) e
niébia com 6xido de grafeno (NBGO). A Figura 24 representa a morfologias das diferentes
amostras. Os parametros Ra, RMS e RZ foram determinados e quantificados. O Software
PRISMA 9 foi utilizado para realizar os testes estatisticos, incluindo a anélise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey.

pm pm
+3.96919 +4 92797
0.141; I 0.141; |

-4.07380 -4.09599

p— s |
n B i

+5.90570 D141 4911930
0141, I
; mm

188

-6.08744 -8.17431

Figura 24 — Morfologia das superficie das amostras obtidas por interferometria. A) Ti cp.
B) amostra revestida com 6xido de grafeno (TiGO). C) amostra revestida com
niébia (TiNb). D) amostra revestida com NBGO. A escala de cores indica a
presenca das irregularidades na superficie na forma de picos e vales. A cor
verde indica a presenca de cavidades na superficie e a cor vermelha indica a
presenca de saliéncias.

No presente trabalho, o parametro Ra foi escolhido como uma medida para quanti-
ficar as rugosidades com base em dados da literatura. O Ra é amplamente utilizado para
caracterizar a rugosidade das superficies dos materiais e é aplicavel em diversos processos
de fabricagao. No entanto, é importante destacar algumas desvantagens associadas ao
uso exclusivo do Ra. Este pardmetro quantifica apenas a média da rugosidade, nao faz

distingdo entre picos e vales e nao fornece informacoes sobre a forma das irregularidades.

Portanto,